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Kurzfassung 1

1  Kurzfassung

In den letzten Jahrzehnten wurde bei Untersuchungen an Zellmembranen
deutlich, dass viele Membranproteine nicht, wie urspriinglich angenommen,
homogen verteilt sind, sondern in Mikrodoméanen organisiert vorkommen. Die
Mechanismen, die der Formierung dieser Strukturen zugrunde liegen, sind
bisher jedoch nur teilweise verstanden. Bestehende Modelle erklaren die
strukturelle Organisation von Zellmembranen vorwiegend durch Lipid-Lipid-
oder Lipid-Protein-Interaktionen. Bisher wurde jedoch kaum analysiert,
inwiefern auch andere im Zellsystem vorkommende Bindungspartner die
Verteilung von Proteinen in der Plasmamembran beeinflussen kénnen. In der
vorliegenden Dissertation wurde deshalb der Einfluss verschiedener extra-
und intrazellularer Interaktionspartner auf die Anordnung von Membranpro-
teinen genauer untersucht. Unter Zuhilfenahme unterschiedlicher Fluores-
zenzmikroskopie-Techniken wurden hierfir Versuche sowohl an intakten
Zellen, als auch an speziellen Plasmamembran-Préaparationen durchgefuhrt.

Im ersten Teil der Arbeit konnte am Beispiel des humanen Insulin-Rezeptors
(hIR) nachgewiesen werden, dass weder Interaktionen mit intrazellularen
Faktoren, noch die Stimulation des Rezeptors, noch Wechselwirkungen mit
der Glykokalix einen Einfluss auf das Diffusionsverhalten des Proteins in der
Membran haben. Es wurden jedoch Indizien gefunden, dass Bereiche der
extrazellularen Doméne des hiIRs fur die Mobilitat und damit fir die laterale
Organisation des Rezeptors in der Plasmamembran entscheidend sind.

In einem zweiten Projekt wurde die Wechselwirkung zwischen Ca** und
zytoplasmatischen Proteindomanen anhand zweier SNARE-Proteine
untersucht.  Hierbei wurde gezeigt, dass Calcium-lonen die
Membranorganisation der untersuchten Proteine modulieren. Mit Hilfe
verschiedener Analysemethoden konnte ein direkter Zusammenhang
zwischen erhohter Calcium-lonen-Konzentration und einer verstarkten

Aggregation von SNARE-Proteinen in Mikrodomanen nachgewiesen werden.



Kurzfassung 2

Es gab hierbei deutliche Hinweise, dass elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen den Calcium-lonen und intrazellularen Proteindom&nen zu einer
Anderung der Anordnung von SNARE-Proteinen in der Membran fiihren. Der
Einfluss einer indirekten Wirkung der Calcium-lonen auf die Anordnung der
untersuchten Proteine Uber Sekundéareffekte der erhéhten lonen-
Konzentration erwies sich indessen als unwahrscheinlich. Basierend auf
diesen Ergebnissen konnte ein Modell entworfen werden, mit dem ein
hoherer Grad an Cluster-Bildung der untersuchten Membranproteine durch
direkte elektrostatische Interaktionen mit Calcium-lonen erklart wird. Ein
vergleichbarer Mechanismus wurde bisher noch nicht beschrieben und stellt
eine Erganzung zu den bisher gangigen Theorien zur Membranorganisation

dar.
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2 Einleitung

2.1 Die Zelltheorie

Robert Hooke war es, der 1664 als erster den Begriff Zelle im biologischen
Sinne verwendete. Er beschrieb damit die kastenférmigen Strukturen, die er
bei der Untersuchung eines Korkpraparats mittels eines einfachen
Lichtmikroskops sah (Abbildung 1). Sie erinnerten ihn an kleine Schlafraume
(lat. cellula = Zelle, kleine Kam-
mer) (Hooke 1664). Die Weiter-

entwicklung der Mikroskopie er-

EIoa

rsi

N
it

moglichte das Sichtbarmachen
von Zellen und Zellbestandteilen
in unterschiedlichsten biologi-
schen Préaparationen. Nach Stu-
dien an Pflanzen- und Tierzellen
erkannten Matthias Schleiden
und Theodor Schwann 1838

Ahnlichkeiten zwischen den bei-

Abbildung 1  Zellen in einem Korkpraparat

den Zelltypen und stellten eine  Zzeichnung der mikroskopischen Struktur eines
Korkschnitts und die erste  bekannte
Beschreibung von Zellen. (Die Abbildung ist
besagt, dass alles Lebende aus entnommen aus Hooke 1664 und wurde
abgewandelt)

allgemeine Zelltheorie auf. Diese

Zellen aufgebaut ist und dass es
Ubereinstimmende Strukturen im Aufbau aller Zellen gibt (Schleiden 1838;
Schwann et al. 1847). Rudolf Virchow ergénzte diese Theorie einige Jahre
spater durch die Erkenntnis, dass jede Zelle aus einer Vorgangerzelle
entstanden sein muss (Virchow 1871). Bis heute konnten immer genauere
Details Uber die Bestandteile und die Funktionsweise von Zellen gesammelt
werden. Die Grundaussagen der urspriinglichen Zelltheorie tUber die Zelle als
kleinste strukturelle Einheit eines Organismus und Parallelen im Aufbau aller
Zellen sind jedoch bis heute guiltig.
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2.2 Die Zellmembran

Eine Gemeinsamkeit, die man bei allen Zellen finden kann, ist eine
Membran, die den Zellinhalt umschlief3t (Alberts 2008). In mikroskopischen
Aufnahmen ist sie als Grenzschicht sichtbar. Nach einer Verletzung der
Zelle, die zum Ausfluss des Zytoplasmas fuhrt, verbleibt diese Schicht als
gesonderte Struktur (Rajan 2002). Die Zell- oder Plasmamembran ist jedoch
mehr als eine reine Barriere zwischen intra- und extrazellularen Bereichen.
Sie fungiert selektiv und nimmt direkten Einfluss auf den Eintritt von
Substanzen in die Zelle und ebenso auf den Austritt. Prozesse wie die
Aufnahme stoffwechselrelevanter Molekile und die Absonderung von
metabolischen Endprodukten, aber auch die Signalweiterleitung in die Zelle

oder aus der Zelle heraus, werden Uber die Plasmamembran reguliert.
2.2.1 Zusammensetzung von Zellmembranen

Die meisten Membranen bestehen zu etwa gleichen Gewichtsanteilen aus
Lipiden und Proteinen (Phillips et al. 2009). In absoluten Zahlen kommen -
durch die deutlich groRere Masse von Proteinen - auf ein Membranprotein
etwa 50 Lipidmolekile (Jacobson et al. 2007). Die Lipide bilden eine
Doppelschicht, in welche die Proteine eingelagert oder gebunden sind. Im
extrazellularen Teil der Membran weisen einige der Lipide und Proteine
zusatzlich gebundene Kohlenhydratketten auf (Ohtsubo und Marth 2006).
Die Verhaltnismaligkeiten der jeweiligen Stoffgruppen zueinander kdnnen
bei spezialisierten Zelltypen stark variieren und an die jeweiligen

Zellfunktionen angepasst sein (Dupuy und Engelman 2008).
Lipide der Plasmamembran

Es gibt in Membranen eine hohe Variabilitat an Lipiden. Allen gemein ist ihr
amphiphiler Charakter - sie weisen sowohl hydrophobe also auch hydrophile
Bereiche in ihrer chemischen Struktur auf. Durch die sie umgebenden

wassrigen Losungen bilden sie als energetisch gunstige Struktur eine
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Lipiddoppelschicht aus, wobei die polaren Bereiche in das wassrige Milieu
und die unpolaren Endgruppen in das Innere der Schicht ausgerichtet sind
(Bowie 2005). Neben ihrer Funktion als strukturbildende Elemente der
Doppelmembran  kénnen  sie  Uber chemische Interaktion an
Signalweiterleitungen beteiligt sein oder als metabolische Vorstufen von
Botenstoffen dienen (Fernandis und Wenk 2007).

Neben den am haufigsten vorkommenden Phospholipiden findet man auch
Sphingolipide und in tierischen Zellmembranen Sterine. Phospholipide
weisen im hydrophilen Bereich eine Phosphatgruppe auf, an die
unterschiedliche weitere polare Gruppen gebunden sein kbnnen. Sie werden
unterschieden in Phosphoglyceride und Sphingomyeline. Letztere werden
sowohl zu den Phospho- als auch zur Gruppe der Sphingolipide gezahlt und
kommen vermehrt in Membranen von Nervenzellen vor. Zu den
Sphingolipiden werden aufRerdem die Glykolipide gezahlt. Diese haben
zusatzlich Oligosaccharidketten gebunden und sind nur in der nach auf3en
gerichteten Seite der Membran zu finden. Das wichtigste vorkommende
Sterin ist Cholesterin, welches fast ausschlief3lich in tierischen Membranen
und kaum in Pflanzen- oder Bakterienmembranen zu finden ist (Kaiser et al.
2011). Membranen mit einem erhdhten Cholesterinanteil zeigen eine

verringerte Fluiditat (Zhang et al. 2011).
Membranproteine

Man unterscheidet Membranproteine in periphere Proteine, die nur an die
Lipidschicht angelagert sind und integrale Proteine, die eine Verankerung in
die Lipiddoppelschicht besitzen. Integrale Proteine, die durch die Membran
hindurchreichen, also einen intra- und einen extrazellularen Teil aufweisen,
bezeichnet man als Transmembranproteine. Die in der Membran
vorkommenden Proteine erfullen verschiedenste Aufgaben. Porenférmige
Proteine, die durch die Membran reichen, dienen als Kanéle, durch die auch
groBere und geladene Teilchen die Membran durchdringen kdnnen. Durch
spezielle Durchmesser- und Ladungsverhaltnisse der Kanale wirken diese z.
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T. hoch selektiv. Stoffe konnen aber auch aktiv gegen einen
Konzentrationsgradienten mit Hilfe von Transporterproteinen unter
Energieaufwand durch die Membran beférdert werden. Im Rahmen der Zell-

Zell-Kkommunikation

kbnnen Rezeptor-  Transporter | Enzym
: .
roteine  Liganden 0ol cococooll ¥ Docoococe ! A R—
P d 3R { “ﬁ_%?,i{(‘x{?_@_@_{?j i?»i?,i‘r_f{&ﬁf_&ﬁf.«t?,,f &_@s_@,&,&;@u&a@%ze;w,&a_@_e?}@,&‘é;
binden, Signale a2 -0
Fy X Q Q Anker

durch die Membran

Rezeptor

weiterleiten und Sig- Abbildung 2  Funktionen von Membranproteinen
nalkaskaden starten. Proteine der Plasmamembran ermdglichen Stofftransport und

_ _ Signalweiterleitung durch die Membran, kénnen aber auch als
Ankerproteine stabi- katalytische Einheit oder Verankerungspunkt dienen.
lisieren die Struktur (Veranderte Abbildung aus O'Connor und Adams 2010)
der Membran durch VerknUpfungen mit dem Zytoskelett der Zelle, kénnen
aber auch Verbindungen zu benachbarten Zellen ausbilden (Tan et al. 2008).
Andere membranstandige Proteine wirken als Enzyme und katalysieren

Stoffwechselprozesse (McDermott 2009) (Abbildung 2).
Membrangebundene Kohlenhydrate

In der &uReren Schicht der Membran tierischer Zellen weisen tber 90 % der
Proteine und etwa 5 % der Lipide gebundene Oligosaccharidketten auf und
werden als Glykoproteine bzw. Glykolipide bezeichnet (Alberts 2008;
Reitsma et al. 2007; Buselmaier 2009). Die verzweigten Kohlenhydratketten
bilden als sogenannte Glykokalix die dul3erste Schicht der Zelle und bieten
einen gewissen Schutz gegen mechanische und chemische Einflisse. Die
Glykokalix dient aul3erdem als Identitdtsmarker und ermdglicht sowohl die
immunologische Identifikation als Teil eines Organismus, als auch das
Erkennen krankhaft verdnderter Zellen (Varki und Varki 2007). Auch der
Zusammenschluss von Zellen zu Gewebeverbéanden beruht unter anderem
auf Interaktionen der &hnlich aufgebauten Glykokalixbestandteile (Horn et al.
2009).
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2.2.2 Theorien zur Membranorganisation

Die Forschung an Zelloberflachen hat eine Vielzahl von Modellen entwickelt,
die der heutigen Vorstellung von Membranorganisation zu Grunde liegen.
Ihre Weiterentwicklung ermdoglichte ein immer préaziseres Verstandnis der
Phanomene, die im Rahmen von Versuchen an der Plasmamembran
entdeckt wurden. Insbesondere die Verbesserung der Analysemethoden, vor
allem in der der Mikroskopie, fiihrte in den letzten Jahrzehnten zu genaueren
Modellen. Die aus diesen Erkenntnissen entwickelten Theorien werfen aber
noch immer Fragen auf und konnen nicht alle Beobachtungen an

Membranen erklaren.
Historische Modelle

Bereits 1895 kam Charles Overton bei vergleichenden Studien Uber die
osmotischen Eigenschaften von Tier - und Pflanzenzellen zu dem Schluss,
dass die Zellhille aus Lipiden bestehen kdnnte. Er stellte fest, dass unpolare
Stoffe schneller in Zellen eindringen als polare und nahm an, dass lipose
Substanzen die Schicht bilden, die das Zellinnere umschlief3t (Overton 1895).

Eine erste Theorie Uber die N
extrazellular

Anordnung  der  Lipid-
einer definierten Anzahl

roter Blutzellen, brachten Intrazellular

Abbildung 3 Membranmodelle von Davson und
Robertson

molekile formulierten
Gorter und Grendel 1925.

Sie extrahierten Lipide aus

diese als monomolekulare

Schicht auf eine Wasser- Das links dargestellte Modell von Davson beschreibt

oberflache auf und maRen die Membran als Lipiddoppelschicht mit auRen
) _ _ angelagerten Proteinen. Robertson (rechts) erweiterte
deren Dimensionen. Die  gieses Modell durch die Annahme, dass sich intra- und
extrazellulare Proteinschicht chemisch unterscheiden.
Die Abbildungen wurden Danielli und Davson 1935 und
obachtungen beruhenden Robertson 1959 entnommen und abgewandelt.

auf mikroskopischen Be-
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Berechnungen hatten eine nur halb so groRe Oberflache fur die einzelne
Zelle erwarten lassen. Der scheinbare Widerspruch liel3 sich damit erklaren,
dass die untersuchten Zellen nicht von einer einfachen, sondern von einer
doppelten Schicht aus Lipiden umhullt waren (Gorter und Grendel 1925).
Spatere Untersuchungen zeigten, dass die Forscher in ihren Studien die
Lipide nur unvollstandig extrahiert hatten, andererseits aber auch die Grol3e
der Erythrozyten unterschatzt worden war, wodurch letztendlich die richtigen
Schlussfolgerungen moglich wurden (Sadava 1993). Ende der 1930er Jahre
wurde nach Réntgenstudien an Membranen die rechtwinklige Anordnung der
Lipidmolekile zur Membran erkannt und die bis heute bestehende Ansicht
postuliert, dass die Lipidmolekile mit hydrophilen Kopfgruppen nach auf3en
und hydrophoben Fettsdureketten nach innen in der Membran orientiert sind
(Schmitt et al. 1938; Robertson 1981). Das Modell von Davson und Danielli
zog 1935 erstmals auch den Proteinanteil der Membran mit in Betracht und
beschrieb die Lipiddoppelschicht als von Proteinen umlagert. Es wurde
vermutet, dass die Interaktion zwischen Lipiden und Proteinen auf reiner
Absorption beruht (Danielli und Davson 1935; Davson und Hugh 1943). Mit
der aufkommenden Elektronenmikroskopie in den 1950ern wurde das Modell
von Robertson erweitert. Er zeigte, dass es Unterschiede in der chemischen
Zusammensetzung der inneren und aulReren Membranseite gibt (Abbildung
3) (Robertson 1959, 1981).

Membranmodelle der letzten Jahrzehnte

Das Fluid-Mosaic Modell

Anfang der 1970er Jahre wurden durch die Weiterentwicklung der
Elektronenmikroskopie und durch eine Reihe von zentralen Experimenten
Erkenntnisse Uber Plasmamembranen gewonnen, die nur schwer mit den
Modellen zu erklaren waren, die von Davson, Danielli und Robertson
postuliert worden waren. Genauere Messungen ergaben eine asymmetrische
Verteilung der Proteine in der Membran und uneinheitliche Membrandicken.
Elektronenmikroskopische  Aufnahmen von Gefrierbruch-Praparationen
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zeigten eine groRe Zahl intramembraner Partikel, die als Proteine identifiziert
werden konnten (Robertson 1981). Frye und Edidin konnten 1970 aufR3erdem
zeigen, dass es nach der Fusion zweier Zellen zu einer Durchmischung der
Membranproteine kommt und hierdurch die fluiden Eigenschaften der
Plasmamembran nachweisen (Frye und Edidin 1970). Basierend auf den
neuen Erkenntnissen und den Widerspriichen zu bestehenden Vorstellungen
Uber den Aufbau der Membran, veroffentlichten Singer und Nicolson 1972
das Fluid-Mosaic Modell. Auch sie gingen in ihren Annahmen von einer
Lipiddoppelschicht als Grundstruktur aus, die jedoch nicht von Proteinen
umlagert ist, sondern sie postulierten Membranproteine, die bis in die
Lipidschicht hinein- und als Transmembranproteine auch hindurch reichen.
Sie postulierten zusatzlich, dass sich die Proteine frei in lateraler Bewegung
entlang der Membran bewegen kdnnen und dass auch Rotation in der Ebene
der Membran maoglich ist (Abbildung 4). Das Fluid-Mosaic Modell konnte
somit die Ergebnisse der Studien von Frye und Edidin und die beobachteten
in der Membran geldsten Proteine erklaren. Dartiber hinaus passten auch die
gemessene variierende Membrandicke und die heterogene Proteinverteilung
entlang der Membran zu den Thesen der aufgestellten Theorie. Auch weitere
Phanomene, die zu dieser Zeit bereits bekannt waren, aber nicht zu den
gangigen Modellen passten,
konnten nun erklart werden. Das
Modell lieferte zum Beispiel eine
Grundlage fir die Variabilitat des
Lipid-Protein-Verhaltnisses in

Membranen unterschiedlicher

Zellen und eine bessere Erkla-

rung fiir die Existenz von Memb- ~ Lipidschicht
Abbildung 4 Das Fluid-Mosaic Modell

Der Aufbau der Plasmamembran wird in diesem
phobe als auch hydrophile Ei- Modell als Lipiddoppelschicht mit integrierten
lateral frei beweglichen Proteinen beschrieben.
Die aus Singer und Nicolson 1972 enthommene

lich untermauert wurden die Abbildung wurde bearbeitet.

ranproteinen, die sowohl hydro-

genschaften aufweisen. Zuséatz-
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Thesen durch theoretische physikalische Studien (Saffman und Delbruck
1975) und deren spatere Uberprifung in liposomalen Modellen (Peters und
Cherry 1982). In den darauffolgenden Jahrzehnten wurde das Modell
verfeinert und diente zugleich als Grundlage fur sich immer weiter

differenzierende Theorien Uber die Membranorganisation.

Das Picket Fence-Modell

Anfang der 1980er Jahre zeigten einige Experimente, dass die Beschreibung
der Membranorganisation von Singer und Nicolson unvollstandig war. Es gab
Hinweise, dass Faktoren existieren, welche die Beweglichkeit von
Membranproteinen einschranken. Dies stand im Widerspruch zur Hypothese
des Fluid-Mosaic Modells, dass Proteine in der Membran frei diffundieren
kénnen. Sheetz konnte bei Studien tber die Diffusion von Membranproteinen
an Erythrozytenmembranen zeigen, dass das Zytoskelett einen Einfluss auf
die Beweglichkeit der Proteine hat (Sheetz et al. 1980). Zellen, die Defekte
im Aufbau des Zytoskeletts aufwiesen, zeigten eine verstarkte Beweglichkeit

) der untersuchten Pro-
Transmembran-Proteine

verankert im Zytoplasma
\ mit der Diffusion von

1 et ) . .
Q g “ o ‘% ., Proteinen in artifiziellen

teine. Auch Vergleiche

é"/ Membransystemen er-

\é\ D a1 e [ sy gaben eine starkere

"u % é ,7 Beweglichkeit als bei
\ <4 = ) / Y Messungen in Plasma-
K S ST '2 membranen  (Sheetz
Aktin-Zytoskelett 1983). Sheetz entwi-

Abbildung 5 Das Anchored Transmembrane Protein ckelte daraufhin das
Picket-Modell

Das Aktin-Zytoskelett und angelagerte Transmembran-

proteine bilden - nach diesem Modell - entlang der Dies besagt, dass das
Zellmembran Hindernisse und schrénken freie Diffusion fur
Proteine und Lipide auf kleine Areale ein. Die Abbildung
wurde Fujiwara et al. 2002 entnommen und verandert. abgegrenzte Komparti-

Picket Fence-Modell.

Zytoskelett der Zelle
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mente entlang der Plasmamembran bildet. Diese wirken auf die intrazellulare
Region von Transmembranproteinen wie Einzdunungen (engl. picket fence =
Lattenzaun), die die Mobilitat der Proteine herabsetzen. Studien der
folgenden Jahre unterstiitzten diese Theorie und arbeiteten sie genauer aus.
Zunachst konnte Tsuji zeigen, dass nach Abbau des Zytoskeletts die
Diffusion von Proteinen zunimmt (Tsuji und Ohnishi 1986). Ebenfalls liel3 sich
nachweisen, dass sich das Zytoskelett starker auf laterale Diffusion als auf
Rotation von Membranproteinen auswirkt (Tsuji et al. 1988). Spater wurde -
nach Analyse der Diffusionswege einzelner Membranproteine - auf die
ungefdhre Grol3e der abgegrenzten Kompartimente geschlossen. Die
eingeschrénkte Diffusion schien in Arealen mit einen Durchmesser von 0,2 -
0,3 um? stattzufinden (Sako und Kusumi 1995). Fujiwara konnte 2002 nach
Einzelmolekuluntersuchungen auch eine Restriktion der Diffusion von
Membranlipiden zeigen. Die hier gemessenen Kompartimente, in denen sich
die Lipide transient aufhielten, entsprachen in ihren Ausmalf3en den von Sako
beobachteten Arealen eingeschrankter Diffusion von Membranproteinen.
Eine zusatzliche Erweiterung des Modells von Sheetz lieferte das Anchored
Transmembrane Protein Picket-Modell (Abbildung 5). Dies geht davon aus,
dass verschiedene Transmembranproteine durch Verankerungen am Aktin-
Zytoskelett wie eine Einzaunung fir andere Membranelemente wirken. Durch
die auftretenden sterischen Hinderungen sollen danach sowohl die Diffusion
von Proteinen als auch die von Lipiden eingeschrankt werden (Fujiwara et al.
2002). Passend zu dieser Theorie wurde einige Jahre spater durch
morphologische Studien festgestellt, dass die Zwischenrdume, die durch das
Netzwerk des zellularen Zytoskeletts ausgebildet werden, Dimensionen
aufweisen, die den Kompartimenten vergleichbar sind, welche Sako und
Fujiwara als abgegrenzte Areale innerhalb von Membranen beschrieben
hatten (Morone et al. 2006) (Abbildung 6).
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Abbildung 6  Aktinfilamente bilden abgegrenzte Kompartimente entlang der
Zellmembran aus

(A) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Aktin-Netzwerks auf der zytoplasmatischen
Seite der Plasmamembran von Ratten-Keratinozyten. (B) Farbig dargestellte
Kompartimente, die vom Aktin-Netzwerk umschlossen werden. Die ermittelten
Kompartimente sind vergleichbar mit Diffusionsarealen von Membranlipiden und -proteinen,
die in friheren Studien bestimmt wurden. Die Abbildungen stammen aus Morone et al.
2006 und wurden abgewandelt.

Die Lipid Raft-Hypothese

Parallel zum Picket Fence-Modell wurden Theorien entwickelt, die nicht das
Zytoskelett und Membranproteine, sondern Lipidmikrodomanen als die
entscheidenden Faktoren der Membranorganisation postulieren. In der aus
diesen Uberlegungen hervorgegangenen Lipid Raft-Hypothese wird davon
ausgegangen, dass sich Sphingolipide zusammen mit Cholesterin in der
aulReren Schicht der Plasmamembran zu Lipidphasen oder Lipid-,FI6Ren® -
den Lipid Rafts (engl. raft = Flo3) - zusammenfinden. Durch die
physikalischen Eigenschaften dieser Bereiche wird die Anreicherung
bestimmter Membranproteine begiinstigt. Es wurde vermutet, dass Lipid
Rafts die Membran in Kompartimente unterteilen, in denen Membranproteine
anhand der Ladungsverhéltnisse der Anker- bzw. Transmembranregionen
sortiert werden (Lingwood und Simons 2010). Es existieren auch einige
Studien, die auf eine funktionelle Relevanz von Lipid Rafts bei der
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Signalweiterleitung verschiedener Immunzellen hinweisen (Baird et al. 1999;
Kab et al. 1998; Gupta und DeFranco 2007).

Ahnlich wie das Picket Fence-Modell hat sich die Lipid Raft-Hypothese tber
mehrere Jahrzehnte hinweg entwickelt. Bei spektroskopischen Studien an
Vesikeln aus Membranen des endoplasmatischen Retikulums wurde Anfang
der 1970er Jahre erkannt, dass die Membranlipide eine heterogene
Verteilung aufwiesen (Stier und Sackmann 1973). Beruhend auf diesen
Erkenntnissen wurde das Konzept von Lipiddoméanen in Membranen
formuliert (Karnovsky et al. 1982). Spater wurde gezeigt, dass es sowohl in
artifiziellen Systemen (Estep et al. 1979), als auch an Zellmembranen
(Goodsaid-Zalduondo et al. 1982) zu einer Assoziation von Sphingolipiden
und Cholesterin kommt. Die eigentliche Lipid Raft-Hypothese wurde 1988
von van Meer und Simons formuliert und beschrieb urspringlich den
Transport von Lipiden und Proteinen vom Golgi zur Membran (Simons und
van Meer 1988). Simons und Ikonen Ubertrugen das Konzept spater auf die
Anordnung in der apikalen Membranschicht (Simons und lkonen 1997). Sie
analysierten die Membranbestandteile mittels detergensbasierter Lyse und
stellten fest, dass bestimmte Bereiche der Membran nicht durch die
Detergenzien angegriffen wurden. Diese von ihnen detergent resistant
membranes (DRMs) genannten Bestandteile zeigten bei Zentrifugation des
Lysats eine geringe Dichte, was auf ihren hohen Lipidanteil zurtickgeftihrt
wurde. In einem weiteren Schritt wurde analysiert, welche Proteine mit
diesen Lipidfraktionen assoziierten. Die in DRMs identifizierten Proteine
wurden in spéateren Studien als Lipid Raft-Marker eingesetzt um die
Zusammensetzung der Lipiddomé&nen genauer zu beschreiben (Mairhofer
2002; Foster 2003). Bei Versuchen an artifiziellen Membranen konnte
gezeigt werden, dass durch die Zugabe von Cholesterin geordnete
Strukturen entstanden. Diese wurden als weiterer Beweis fir die Existenz der
Lipid Rafts angesehen (Feigenson und Buboltz 2001). Inshesondere die von
Simons und lkonen identifizierten DRMs fuhrten jedoch zu einer Debatte

Uber die Lipid Raft-Hypothese. Es gab Hinweise, dass durch die Verwendung
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von Detergenzien nicht die urspringliche Situation in der intakten
Zellmembran widergespiegelt wird und dass die Ergebnisse Artefakte der
Behandlung darstellen kénnten (Edidin 2001; Zurzolo et al. 2003). Auch die
Verwendung von artifiziellen Membransystemen fir den Nachweis der
Theorie machte diese angreifbar, da es fraglich ist, inwieweit mit dieser
Methode die Komplexitat der Interaktionen an nattrlichen Membranen imitiert
werden kann (Munro 2003; Simons und Vaz 2004). Die wissenschaftliche
Diskussion wurde erschwert durch uneinheitliche Ansichten udber die
genauen Charakteristika, die Lipid Rafts definieren. Deshalb wurde 2006 auf
dem ,Keystone Symposium of Lipid Rafts and Cell Function” festgelegt,
welche Eigenschaften Membrandomanen als Lipid Rafts kennzeichnen (Pike
2006). Sie wurden definiert als kleine (10 - 200 nm), heterogene, sterin- und
sphingolipidreiche Domaénen, die eine hohe Dynamik aufweisen und
Kompartimente fir zellulare Prozesse bilden (Abbildung 7). Aul3erdem
konnen sich Raft-Strukturen manchmal Uber Protein-Protein-Interaktionen zu
groReren Einheiten zusammenschliel3en. Die umstrittenen DRMs wurden
bewusst nicht als Teil der Charakterisierung aufgenommen. Um die Arbeit
mit DRMs zu vermeiden und um die sehr kleinen Strukturen analysieren zu
konnen, basieren moderne Studien zu Lipid Rafts heute haufig auf
hochauflosender Mikroskopie. Diese ermoglicht es, unmittelbar an
Plasmamembranen zu arbeiten und Objekte auch unterhalb der
Auflésungsgrenze klassischer Lichtmikroskopie genau zu lokalisieren
(Eggeling et al. 2008; van Zanten et al. 2010; Zhong et al. 2009). Aufgrund
der Schwierigkeiten, einen Uberzeugenden Nachweis zu fihren, wird die

Existenz von Lipid Rafts weiterhin kontrovers diskutiert.
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Abbildung 7 Lipid Raft-Aufbau

Nach aktuellen Vorstellungen sind Lipid Rafts Mikrodomé&nen in der Plasmamembran, die
funktionelle Einheiten bilden und verstarkt Cholesterin und Glykolipide, aber auch
verschiedene glykosylierte Proteine aufweisen. Die Darstellung wurde Malchiodi-Albedi et
al. 2011 entnommen und verandert.

Protein Island-Modell

Einen alternativen Erklarungsansatz fiur die beschriebenen Areale
eingeschréankter Diffusion von Proteinen (Sako und Kusumi 1995) und
Lipiden (Fujiwara et al. 2002) in der Membran, liefert das Protein Island-
Modell. Dieses wurde 2006 in einer Arbeit von Lillemeier postuliert (Lillemeier
et al. 2006). In dieser Studie wurde die Aggregation von Proteinen in
separaten Lipidphasen in Plasmamembranen nachgewiesen. Anhand der
Daten wurde gefolgert, dass sowohl das Zytoskelett, als auch Lipid-Lipid-
Interaktion als strukturgebende Elemente flir Membrankompartimente
entscheidend sind. Die Annahmen der Studie werden teilweise auch durch
eine - rein auf statistischen Simulationen beruhende — Verdffentlichung
unterstizt, die folgert, dass die Diffusion von Partikeln in einer Zellmembran
wahrscheinlich sowohl durch fest in der Membran verankerte Hindernisse,

als auch durch Lipid Rafts beeinflusst wird (Nicolau et al. 2007). Bisher gibt
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es aber noch keine weiterfihrenden Untersuchungen, welche die Thesen

des Protein Island-Modells zusatzlich stiitzen wirden.

Protein Cluster-Theorie

Viele der an Plasmamembranen beobachteten Phdnomene kénnen mittels
der oben beschriebenen Modelle erklart werden. Es gibt jedoch Studien, die

darauf hinweisen, dass die bisherigen Theorien noch unvollstandig sind.

Wenn man davon ausgeht, dass hydrophobe Lipid-Protein-Interaktionen zum
Einordnen von Memb-
ranproteinen in Lipid-
domanen der Plas-
mamembran fuhren,
wie es die Lipid Raft-
Hypothese vorschlagt,

sollten Proteine mit

ahnlichen Transmemb- Abbildung 8 Die Protein Cluster-Theorie

ran- bzw. Lipidanker- Die Abbildung zeigt zwei mogliche Varianten der
raumlichen Anordnung eines geclusterten SNARE-Proteins
in der Membran. Die Entstehung der Proteincluster beruht
Mikrodomanen der dem Modell zufolge auf homophilen Protein-Protein-
Interaktionen. Die GroRe der Cluster wird durch die
Tertiérstruktur oder auch durch Ladungsverhdltnisse der
finden sein. Legt man Einzelproteine eingeschrankt. (entnommen aus Sieber et
al. 2007)

bereichen in gleichen

Plasmamembran Zu

die Annahmen des Pi-

cket Fence-Modells zu Grunde, musste eine Sortierung der Proteine an
GroRRe und der ausgebildeten Tertiarstrukur orientiert sein, da in diesem
Modell von sterischer Hinderung ausgegangen wird, welche die Diffusion der

Proteine in der Membran einschranken.

Selbst wenn eine Kombination beider Konzepte zutreffen wirde, kénnte
damit nur eine relativ grobe Unterteilung von Membranproteinen erklart
werden.  Proteine mit  dhnlichem Aufbau und vergleichbaren

Ladungsverhaltnissen der membrangebundenen Doméanen missten in
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denselben Membrankompartimenten zu finden sein. Dies steht jedoch im
Widerspruch zu Beobachtungen, die eine hochspezifische Untergliederung
von fast identisch aufgebauten Proteinen in separate Bereiche der Membran
zeigen (Uhles et al. 2003; Low et al. 2006; Kai et al. 2006). Studien an
Proteinen aus der Gruppe der SNARES (Soluble-N-ethylmaleimide-sensitive-
Factor-Attachment-Protein-Receptor) konnten zeigen, dass diese als
geclusterte Ansammlungen in Membranen auftreten. Die Akkumulation der
Proteine beruhte hierbei jedoch scheinbar nicht auf Interaktionen mit Lipid
Raft-Strukturen (Lang et al. 2001). Auch konnten sehr &ahnlich aufgebaute
Varianten der SNARE-Proteine in voneinander abgegrenzten Regionen der
Membran gefunden werden (Sieber et al. 2006). Die Uberlegungen der oben
beschriebenen Modelle tUber die Entstehung von Membrankompartimenten
konnten die Entstehung der SNARE-Mikrodomanen somit nicht hinreichend
erklaren. Im Rahmen der Untersuchungen konnte als ausschlaggebender
Faktor fur die Clusterformierung eine einzelne Proteindoméne der
untersuchten SNAREs identifiziert werden (Sieber et al. 2006). Auf der
Grundlage dieser Ergebnisse wurde ein Modell vorgeschlagen, in dem von
einer Selbstorganisation der Proteine in dicht gepackte
Proteinansammlungen ausgegangen wird (Sieber et al. 2007). Die Ausmal3e
der Cluster werden durch einen Gleichgewichtszustand zwischen
anziehenden und abstoRenden Protein-Protein-Interaktionen bestimmt. Das
Anwachsen der Proteincluster Uber homophile Interaktion bestimmter
Proteindomé&nen wird begrenzt durch zunehmende sterische oder
ladungsbedingte Hinderungen, die ein Anlagern von weiteren Proteinen
erschweren (Abbildung 8) (Sieber et al. 2007). Inzwischen konnten
geclusterte SNARE Proteine wiederholt auch in anderen Studien
nachgewiesen und untersucht werden (Knowles et al. 2010; Dun et al. 2010;
Lopez-Font et al. 2010; Rickman et al. 2010). Neben den als sehr wichtig fur
die Clusterbildung beschriebenen Protein-Protein Interaktionen konnte aber
auch gezeigt werden, dass Membranlipide einen Einfluss auf die Formierung

der Proteinaggregate haben. Studien zeigten einerseits eine
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Cholesterinabhéngigkeit untersuchter Proteincluster (Lang et al. 2001), die
Anwesenheit anderer Membranlipide kann sich dagegen stérend auf die
Ausbildung von Clustern auswirken (Murray und Tamm 2009).

Die Protein-Cluster-Theorie steht nicht im grundsatzlichen Widerspruch zu
den zuvor beschriebenen Modellen, sie kdnnte aber einen zusatzlichen, noch
differenzierteren Mechanismus der Organisation von Membranproteinen

darstellen.

2.3 Analysemethoden zur Untersuchung der Organisation
und der Funktionalitat von Membranproteinen

Trotz jahrzehntelanger Forschung an Membranen gibt es weiterhin
andauernde Diskussionen Uber deren grundlegenden Aufbau und
Eigenschaften. Eine Erklarung fur diese Kontroverse konnte neben der
unterschiedlichen Interpretation von Studienergebnissen auch die Wahl
jeweiliger Analysemethoden sein. Da jede Art der Untersuchung einen mehr
oder weniger starken Einfluss auf die untersuchten Objekte hat, muss der
Anteil der methodisch bedingten Artefakte hinsichtlich seiner Auswirkungen
auf die erzielten Ergebnisse mit in die Uberlegungen einbezogen werden. Da
dies nicht immer moglich oder offensichtlich ist, kann es zu Diskrepanzen
kommen, wenn das gleiche Studienobjekt mit unterschiedlichen
methodischen Anséatzen untersucht wird. Viele der Grundlagen der zuvor
beschriebenen Modelle zum Aufbau von Membranen beruhen auf der
Analyse von biochemisch aufgereinigten Membranbestandteilen und den
mikroskopischen Beobachtungen von Strukturen direkt an der Zellmembran.
In vielen Studien zu Membranen wird auf3erdem mit Modellsystemen
gearbeitet, die artifiziell die Bedingungen in der Zelle nachbilden. Solche
Modelle helfen, Thesen unter vereinfachten Bedingungen zu testen oder zu
uberprufen (Chan und Boxer 2007). Ein Ubertragen dieser Erkenntnisse auf
die deutlich komplexere Situation, wie sie in der nattrlichen Zellmembran

vorgefunden wird, ist jedoch nur bedingt mdglich (Simons und Vaz 2004).
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Um zuverlassige Aussagen Uber ein untersuchtes System treffen zu kénnen,
muss man sich der Vor- und Nachteile, sowie der Grenzen eingesetzter
Methoden bewusst sein und eine wissenschaftlich begrindbare Wahl treffen.
Im Folgenden werden haufig verwendete Verfahren fur die Untersuchung von

Membranen und Membranbestandteilen vorgestellt und diskutiert.

2.3.1 Biochemische Aufreinigung und Analyse von
Membranmikrodomanen

Wie in den Abschnitten zuvor beschrieben, haben verschiedene Studien
gezeigt, dass viele Bestandteile der Plasmamembran nicht uniform
angeordnet sind, sondern ein heterogenes Verteilungsmuster aufweisen und
dass die Membran in unterschiedliche Kompartimente und Mikrodomé&nen
aufgeteilt ist. Diese Erkenntnisse beruhen auch auf biochemischen
Untersuchungen von Plasmamembranen, bei denen Unterschiede in der
Zusammensetzung verschiedener Membranareale nachgewiesen wurden.
Um die Organisation von Membranenbestandteilen und deren Funktion
analysieren zu konnen, wird in vielen klassischen biochemischen Verfahren
in einem ersten Schritt die Membran aufgebrochen. Hierfir werden haufig
Detergenzien eingesetzt, die sich durch ihre chemischen Eigenschaften in
die Lipidschicht der Membran einlagern und deren Struktur schwachen
konnen. Andere Moglichkeiten sind zum Beispiel das Zerkleinern der
Membranen in Homogenisatoren und der Einsatz von Ultraschall (Smart et
al. 1995) oder die Lyse uUber Stickstoff-Kavitation (Harder und Kuhn 2000).
Die durch die Behandlung entstehenden Membranfragmente kénnen in
Folgeschritten aufgereinigt und genauer charakterisiert werden. Mit Hilfe
dieser Fragmente konnen einige grundlegende Eigenschaften von
Membranen - wie beispielsweise der Gesamtanteil, sowie die Gewichtung
einzelner Protein- oder Lipidvarianten - relativ problemlos bestimmt werden.
Verlassliche Rickschlisse auf den urspriinglichen strukturellen Aufbau der
intakten Zellmembran sind dagegen deutlich schwieriger zu ermitteln.

Methodisch kdnnen hierfir zwei Herangehensweisen unterschieden werden.
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Einerseits kbnnen Membranfragmente anhand der Eigenschaften ihrer Lipide
unterschieden und aufgetrennt werden, die zweite Moglichkeit ist die
Isolierung von Segmenten basierend auf gezielter Detektion enthaltender
Membranproteine. Die Grundlagen der bereits erwéhnten Lipid Raft-
Hypothese (siehe Abschnitt 2.2.2) beruhen zum Beispiel auf Studien, bei
denen durch Detergenzlyse gewonnene Membranfragmente mittels einer
Dichtezentrifugation aufgetrennt wurden. Hierbei konnten Segmente der
Membran mit hoher Lipidkonzentration tber ihre geringe Dichte identifiziert,
isoliert und genauer untersucht werden. Neben den enthaltenen
Lipidvarianten konnten auch verschiedene Membranproteine bestimmt
werden, die Teil der isolierten Fraktionen waren. Es wurde geschlossen,
dass die identifizierten Lipide und Proteine auch in der intakten Zellmembran
als strukturelle Einheiten anzutreffen sind (Quinn 2010). In spateren
Untersuchungen konnte jedoch nachgewiesen werden, dass die
Zusammensetzung einiger identifizierter Lipid-Domanen nicht in Membranen
lebender Zellen anzutreffen sind und Artefakte der verwendeten Methodik
darstellten (Radeva und Sharom 2004; Morris et al. 2011).

Die Identifikation verschiedener Bestandteile einer Membran-Mikrodomane
kann auch Uber Immunoaffinitats-Analysen von Membranproteinen erreicht
werden. Zu diesem Zweck kann als etablierte biochemische Methode eine
Co-Immunoprazipitation angewendet werden. Hierfir werden spezifische
Antikorper gegen bestimmte Membranproteine mit solubilisierten Membranen
inkubiert. Danach erfolgt eine Aufreinigung anhand der gebundenen
Antikorper, wodurch die Zielproteine von anderen Membranbestandteilen
separiert werden. Bei richtiger Handhabung kdnnen hierbei Komplexe isoliert
werden, die - neben den direkt an den Antikdrper gebundenen Proteinen -
auch Membranelemente aufweisen, welche mit den isolierten Zielproteinen
interagieren. Sollte die Membran im Vorfeld des Versuchs nicht zu stark
fragmentiert worden sein, kbnnen auch Bestandteile nachweisbar sein, die
sich in der urspringlichen Zellmembran in unmittelbarer Nahe der

aufgereinigten Proteine befunden hatten. Durch die Analyse dieser
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potentiellen Interaktionspartner kénnen Rickschlisse auf die Anordnung von
Bestandteilen in der Membran intakter Zellen gezogen werden (Zech et al.
2009; Morris et al. 2011). Eine Limitation dieser Technik besteht in der
Schwierigkeit, den richtigen Grad der Solubilisierung der Membranen zu
erreichen. Ein unvollstdndiges Fragmentieren der Membran wuirde hierbei
zum féalschlichen Nachweis von Bindungspartnern fihren, die sich in der
ursprunglichen Membranstruktur lediglich im weiteren Umfeld oder in
benachbarten Mirkodoménen befunden hatten. Wenn die Solubilisierung
jedoch zu stark ist, kann es im Verlauf der Analyse zu artifiziellen Bindungen
der - ganzlich aus dem Membranzusammenhang gelésten - Proteine
kommen. Auf diese Weise identifizierte Interaktionen der untersuchten
Membranproteine kdnnen deshalb auf Artefakten der Behandlung beruhen
(Markham et al. 2007).

In zahlreichen Studien wird auch versucht, Membranbestandteile oder ganze
Domaéanen biochemisch aufzureinigen, um die Funktionalitdt der Proteine zu
analysieren. Die Ergebnisse solcher Untersuchungen dienen als Grundlage,
um komplexe Wirkungsmechanismen an intakten Zellmembranen besser
nachvollziehen zu kénnen (Nimigean 2006). Wie zuvor fir die strukturelle
Analyse von isolierten Membranfragmenten erlautert, kénnen auch bei
funktionellen Untersuchungen dieser Strukturen Probleme auftreten, die
Ruckschlisse auf die nattrliche Situation in den Membranen lebender Zellen
erschweren. Bedingt durch die Verwendung von Detergenzien flr die
Isolation von Membranelementen kann es beispielsweise zu Veranderungen
in der Tertiarstruktur untersuchter Proteine kommen. Auch geringe
Anderungen im pH-Wert oder in den osmotischen Verhéltnissen kénnen zu
einer Denaturierung von Proteinen fihren. Wenn hierbei funktionelle
Gruppen betroffen sind, kénnen die Ergebnisse nachfolgender Studien
beziglich der Identifikation von Bindungspartnern verfalscht werden. Auch
das grundsatzliche Herauslosen der Proteine aus der Zellmembran kann
kritisch fur untersuchte Eigenschaften sein. Die Beweglichkeit und raumliche

Ausrichtung der Proteine in der Plasmamembran ist auf laterale Diffusion und
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Rotation um die eigene Achse beschrankt (Yeagle 2005). Das Fehlen dieser
Einschrankung nach vollstandiger Solubilisierung ermdglicht die Ausrichtung
von mdglichen Bindungspartnern zueinander, wie sie in der Membran nicht
auftreten wirde. Hierdurch kdnnen Interaktionen identifiziert werden, die in
der natirlichen Situation nicht vorkommen. Auch kénnten Wechselwirkungen
unerkannt bleiben, die nur unter den nattrlichen Bedingungen mdglich sind.
Die Ergebnisse solcher Studien kdnnen unter Umstanden gute Hinweise auf
mogliche Funktionen von Membranbestandteilen geben, miussen aber durch
weitere Untersuchungen an der intakten Zelle oder der nativen

Plasmamembran verifiziert werden.
2.3.2 Mikroskopie von Membranproteinen

Durch mikroskopische Analysen - unmittelbar an der Membran - kdénnen
einzelne Elemente der Plasmamembran in ihrem natiurlichen Umfeld
beobachtet werden. Die Studien lassen - im Gegensatz zu rein
biochemischen Untersuchungen - direktere Rickschlisse auf die Situation
zu, wie sie in der lebenden Zelle herrschtt Da die meisten
Membrankomponenten aber nur schwache Kontrastunterschiede aufweisen,
missen fur fast alle mikroskopischen Methoden kontrastverstarkende
Markermolekile eingesetzt werden. Membranproteine kbnnen beispielsweise
indirekt Uber Antikdrperfarbungen nachgewiesen werden oder mittels
Uberexpression einer Variante des Proteins, die ein detektierbares

Markerprotein aufweist.
Elektronenmikroskopie

Die starke Vergro3erung und sehr gute Auflésung elektronenmikroskopischer
Aufnahmen wird bisher durch kein anderes bildgebendes Verfahren
ubertroffen. Wie Dbereits oben beschrieben, wurden entscheidende
Grundelemente von Plasmamembranen erstmals durch
elektronenmikroskopische Studien sichtbar gemacht. Hierzu zahlen auch die
Entdeckung der heterogenen Anordnung von Membranproteinen und der



Einleitung 23

Beweis fur die Existenz von Transmembranproteinen. Da die klassische
Technik jedoch Hochvakuum-Bedingungen voraussetzt, missen Objekte vor
der Betrachtung dehydriert werden. Um einen detektierbaren Kontrast fur die
bildgebenden Elektronen zu erzeugen, werden aul3erdem spezielle
Beschichtungen auf die Proben aufgebracht. Somit ist nur die Analyse von
nicht-lebenden Praparaten madglich (Hayat 2000). Die intensive
Vorbehandlung der Proben macht es dartiber hinaus schwer, die Entstehung
von Artefakten auszuschlieBen (Henderson et al. 2007). Einige spezielle
Abwandlungen der Elektronenmikroskopie erméglichen auch das Arbeiten
unter normalen Druckverhéltnissen. Die Analyse von Details der Membran
lebender Zellen ist mit diesen Techniken jedoch nur in sehr speziellen Fallen
moglich (Kirk et al. 2009).

Fluoreszenzmikroskopie

Neben der herkémmlichen Epifluoreszenzmikroskopie bieten insbesondere
total internal reflection (TIRF) und konfokale Mikroskopie gute

Voraussetzungen fur die Analyse von Membranproteinen.

Mit Hilfe von Epifluoreszenzmikroskopen ist es moglich, fluoreszenzmarkierte
Proteine an der Membran sichtbar zu machen, jedoch kénnen strahlende
Fluorophore aullerhalb der Fokusebene bei Bildaufnahme zu starkem
Hintergrundrauschen fihren. TIRF-Mikroskopie dagegen nutzt eine
Besonderheit der Lichtwellenphysik aus und umgeht dieses Problem
(Abbildung 9). Hierfir wird der anregende Laser schrag auf die zu
untersuchende Probe gelenkt. Bei passendem Einfallswinkel kommt es zu
einer kompletten Reflexion am Ubergang zwischen Glas und wassrigem
Medium. An dieser Stelle tritt jedoch auch ein Teil des Lichts als stehende
(oder evaneszente) Welle mit einer Eindringtiefe von 100 - 200 nm in das
wassrige Medium ein (Steyer und Almers 2001; Ravier et al. 2008). Bei
richtiger Anordnung kénnen somit in diesem Bereich sehr lokal Fluorophore

angeregt werden. Bei der Mikroskopie von Zellen liegt die basale



Einleitung 24

Plasmamembran im Bereich des TIRF-Feldes und es kdnnen Bilder mit sehr
gutem Signal/Hintergrund-Verhaltnis von fluoreszenzmarkierten
Membranproteinen aufgenommen werden. Hierdurch kann die Anordnung
von Proteinen in der Membran sehr genau visualisiert werden, wodurch
Ruckschlisse auf die laterale Organisation in der Plasmamembran madglich
werden. Kombiniert man die Technik mit sehr lichtsensiblen Kameras,
konnen sogar die Signale einzelner fluoreszierender Molekule detektiert
werden. Die Analyse der Bewegungsmuster von Einzelmolekulen ermdglicht
die Bestimmung der genauen Diffusionsparameter  bestimmter

Proteinvarianten (Brown et al. 2009; Alcor et al. 2009).

Die konfokale Mikroskopie dagegen ermdglicht durch einen speziellen
Aufbau separate Aufnahmen einzelner Schichten eines Objekts entlang der

Fokusachse. Auch hier gibt es durch Lichtausschluss jenseits der
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Abbildung 9 Total Internal Reflection (TIRF)-Mikroskopie

(A) Prinzip der TIRF-Mikroskopie: Schrdg einfallendes Licht wird an der Grenzschicht
zwischen Glas und waéssrigem Medium reflektiert. Zusétzlich entsteht das optische
Phanomen einer stehenden Welle, die abhéngig vom Einfallswinkel einige 100 nm in das
wassrige Medium hineinreicht. In diesem Bereich kdnnen sehr selektiv Fluorophore
angeregt werden, wodurch wenig storende Hintergrundstrahlung erzeugt wird.
(Abgewandelt aus Steyer und Almers 2001). (B) Séaugerzellen, die ein
fluoreszenzmarkiertes Membranprotein Uberexprimieren, aufgenommen entweder mit
Epifluoreszenz- (oben) oder TIRF-Mikroskopie (unten). TIRF-Aufnahmen ermdglichen
hierbei die gezielte und rauscharme Visualisierung von Proteinclustern in der basalen
Plasmamembran. Die Abbildung wurde aus Brailoiu et al. 2010 entnommen und verandert.
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Fokusebene sehr rauscharme Bildaufnahmen. Im Gegensatz zu TIRF-
Mikroskopie ist die Ebene, in der die Aufnahmen gemacht werden, frei
wahlbar. Die Lichtempfindlichkeit ist allerdings deutlich geringer als bei TIRF-
Aufnahmen. Trotzdem erlauben spezielle Versuchsaufbauten auch mit
konfokaler Mikroskopie Ruckschlisse auf die Diffusion von Molekilen.
Hierbei kann entweder die fluorescence recovery after photo-bleaching
(FRAP)-Technik oder die Fluorescence Correlation Spectroscopy (FCS)-
Methode  eingesetzt  werden. Fur  beide  Verfahren  werden
fluoreszenzmarkierte Proteine in Zellen Uberexprimiert. Fur FRAP-
Messungen wird in der untersuchten Zelle ein fluoreszierendes Areal durch
kurzes Einstrahlen von starkem Laserlicht ausgeblichen. Das Durchmischen
von ungeblichenen Molekilen aus der angrenzenden Region mit den
geblichenen kann beobachtet werden, wodurch auf die relative
Diffusionsgeschwindigkeit der Molekile geschlossen werden kann. Die
konfokale Technik erlaubt FRAP-Messungen sowohl an inneren
Zellstrukturen, als auch solche an der Plasmamembran (Rayan et al. 2010).
Bei Analysen mit der FCS-Methode wird nur ein jeweils kleiner Bereich der
Membran oder des Zellinneren zum Fluoreszieren angeregt. Durch die
Bewegung fluorophorgekoppelter Molekile in den illuminierten Bereich und
aus ihm heraus, kommt es zu geringen Schwankungen der Intensitat
emittierter Fluoreszenz. Anhand der Fluktuationen der ermittelten
Fluoreszenzen kann unter anderem auf die Diffusionsgeschwindigkeit und
die ungefdhre Anzahl der gemessenen Molekille geschlossen werden
(Haustein und Schwille 2007).

Die stimulated emmission depletion (STED)-Mikroskopie, erméglicht es auch,
unterhalb der fur lichtmikroskopische Aufnahmen Ublichen Auflésungsgrenze
von 200 - 300 nm zu arbeiten. Unter Verwendung eines konfokale Laser-
Raster Mikroskops (CLSM), kommt es hierbei durch spezielle Uberlagerung
eines anregenden und eines abregenden Laserstrahls zu punktférmiger
Anregung unterhalb von 100 nm (Hell und Wichmann 1994). STED

ermdglicht somit fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Objekten mit
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Auflésungen in Bereichen, die bisher nur durch Elektronenmikroskopie

aufzulésen waren.
2.3.3 Modellsysteme fir die Analyse der Membranorganisation
Artifizielle Membranen

Der Aufbau von nativen Membranen ist sehr komplex - viele Bestandteile und
deren Eigenschaften sind noch nicht bekannt. Dies erschwert die
Untersuchung spezifischer Wechselwirkungen einzelner
Membrankomponenten. Idealerweise sollten fiir eine genaue Analyse alle
Faktoren bekannt sein, die einen Einfluss auf das untersuchte System
haben. Um mdglichst viele unbekannte Einflisse auszuschliel3en, kann es
deshalb sinnvoll sein, auf Modellsysteme auszuweichen, bei denen eine
definierte Zusammensetzung bekannter Bestandteile und Eigenschaften
gegeben ist. Die in einem solchen System erlangten Erkenntnisse kdnnen
spater auf die komplexere Situation zellularer Membranen Ubertragen und
Uberpruft werden. Als geeignete Modelle hierflir bieten sich artifiziell erstellte
Membranen an. Verschiedene in Plasmamembranen vorkommende Lipide
dienen als Bausteine fur die Modelle. Die Lipide werden in eine wassrige
Lésung eingebracht und bilden durch ihren amphiphilen Charakter (vgl.
Abschnitt 2.2.1) unterschiedliche sphérische Strukturen aus. Mit Hilfe
spezieller Protokolle kann erreicht werden, dass Vesikel entstehen, die
entweder aus einer (unilamellar) oder mehreren (multilamellar)
Lipiddoppelschichten aufgebaut sind und einen Teil der wassrigen Losung
umschlieBen (Jesorka und Orwar 2008). Gibt man diese - auch Liposomen
genannten - Vesikel unter geeigneten Bedingungen auf ein Tragermaterial,
kénnen auch flachige Lipiddoppelschichten erzeugt werden (Reviakine und
Brisson 2000). Sollen in dem Modell auch Proteininteraktionen untersucht
werden, so konnen hierfur die gewiinschten Proteine aus Zellen isoliert und

in die artifiziellen Membranen eingebracht werden (Robelek et al. 2007;
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Nimigean 2006). Durch den variablen Einsatz unterschiedlicher Lipid- und

Proteinkombinationen kann eine Vielzahl von Bedingungen getestet werden.

Inwieweit die so erzielten Erkenntnisse die natirliche Situation in
Plasmamembranen widerspiegelt, kann jedoch nur schwer beurteilt werden.
Neben der schon angesprochenen deutlich hdheren Komplexitat der
natirlichen Membran kénnen beim Arbeiten mit Modellmembranen weitere
Probleme auftreten. Faktoren wie die Proteinaktivitat, die Menge der
inkorporierten Membranbestandteile oder die richtige Orientierung von
Proteinen in der Modellmembran sind nur schwer zu kontrollieren, kénnen
aber einen starken Einfluss auf die Funktionalitat oder Organisation des

Proteins haben.
Membrane Sheets

Eine Alternative zu Modellmembranen und der Untersuchung von Prozessen
in der Membran intakter Zellen bieten zellfreie Plasmamembran-
Praparationen. Hierfur werden durch mechanische Scherkrafte adharent
wachsende Zellen von der basalen Plasmamembran abgetrennt. Dies kann
beispielsweise durch das schnelle Abziehen von aufliegendem Filterpapier
oder einer Glasplatte erreicht werden (Rutter et al. 1986; Fujimoto et al.
1991). Einfacher in der Durchfihrung und besser zu reproduzieren ist die
Behandlung der Zellen mit einem Ultraschall-Puls (Heuser 2000). Die nach
der Behandlung auf dem Untergrund verbleibenden basalen
Plasmamembranen werden auch als Membrane Sheets bezeichnet
(Abbildung  10). Urspringlich wurden diese Praparationen fir
elektronenmikroskopische Untersuchungen von Membranen verwendet, seit
einiger Zeit kommen sie aber auch vermehrt bei fluoreszenzmikroskopischen
Studien zum Einsatz. Die Verwendung von Membrane Sheets bietet den
Vorteil, dass Untersuchungen von Membranbestandteilen unter Bedingungen
stattfinden, die denen in der lebenden Zelle sehr nahe kommen. Durch die

schnelle Praparation kbnnen Strukturen der Membran unter sehr nattrlichen
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Bedingungen beobachtet wer-
den (Lang 2003). Die Organi-
sation, sowie die Mengenver-
haltnisse einzelner Membran-
elemente, verbleiben im Ver-
gleich zur nativen Situation
nahezu unverandert und auch
Einflusse bisher unbekannter
Membranbestandteile konnen
berticksichtigt werden. Des
Weiteren wird die zytosolische
Membranseite ohne den Ein-
satz von Detergenzien zu-
ganglich. Dies ermdglicht unter
anderem einfache immunhis-

tologische Farbungen von in-

Deckglas

Ultraschall-Puls

Membrane Sheet

L0 o /

Abbildung 10 Erstellen von Membrane Sheets

s N

Zellen werden auf Deckglasern kultiviert und mit
einem kurzen Ultraschall-Puls behandelt. Durch
die Druckwelle rei3t der obere Teil der Zelle ab
und nur die basale Plasmamembran verbleibt auf
dem Untergrund. Diese auch Membrane Sheets
genannten basalen Membranen eignen sich als
Grundlage fur die mikroskopische Analyse von
Membranstrukturen und funktionelle Studien von
Membranproteinen in ihrer naturlichen Umgebung.
(Veranderte Darstellung aus Lang 2003)

trazellularen Membranepitopen. Hierdurch kénnen neben einer Quantifizie-
rung von Membranbestandteilen auch qualitative Aussagen gemacht werden
- wie die mdgliche Kolokalisation mit anderen Strukturen der Membran
(Sieber et al. 2006). Es konnte aul3erdem gezeigt werden, dass sich
Membrane Sheets ebenfalls fur funktionelle Studien eignen und auch
diesbeziiglich die Situation in intakten Zellen sehr gut widerspiegeln (Avery et
al. 2000; Holroyd et al. 2002; Zilly 2006). Ein weiterer Vorteil der Methode
besteht darin, dass mit einfacher Epifluoreszenzmikroskopie sehr
rauscharme Aufnahmen von Membrane Sheet-Praparationen gemacht
werden konnen. Durch das Fehlen von zytoplasmatischen Fluorophoren
der Fokusebene kommt es schwachen

aulRerhalb nur zu

Hintergrundsignalen, die die Bildqualitdt kaum beeintrachtigen.
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3 Zielsetzung

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Identifizierung und
Charakterisierung von Mechanismen der Organisation und Dynamik von
Membranproteinen. Hierfir wurden Studien an intakten Zellen und
Untersuchungen an isolierten, zellfreien Plasmamembranen durchgefihrt.

Im ersten Teil der Dissertation sollte der Einfluss von extra- oder
intratellularen Interaktionspartnern auf die Organisation des humanen
Insulinrezeptors (hIR) untersucht werden. Hierfir sollte analysiert werden, ob
sich die Ligandenbindung des Rezeptors oder Interaktionen mit der
Glykokalix auf die Mobilitat in der Membran auswirken. Zusétzlich sollte
durch Deletion einzelner Bereiche des hIRs festgestellt werden, ob und
welche Proteindoménen einen Einfluss auf die Dynamik des Rezeptors in der
Plasmamembran haben. Um die Effekte intrazellularer Faktoren zu
untersuchen, sollte des Weiteren die Rezeptor-Mobilitat in isolierten
Plasmamembranen und in intakten Zellen verglichen werden.

Als zweites Thema sollten die Auswirkungen von Ca®* auf die
Mikrodoméanenorganisation in Plasmamembranen untersucht werden. Zu
diesem Zweck wurde geplant, den Einfluss von freien Calcium-lonen auf das
Clusterverhalten von SNARE-Proteinen zu analysieren. Proteine der
SNARE-Familie wurden fir diese Studien gewahlt, da bereits gezeigt werden
konnte, dass sie geclustert in Mikrodoméanen der Membran vorkommen. Auf
Grund ihrer geringen Grol3e eignen sich SNARE-Proteine aul3erdem als
besonders  Uberschaubares  Modellsystem  fur die  konzipierten
Untersuchungen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte ermittelt werden,
in welchem Maf3e und in welchem Zeitraum ein Effekt von Calcium-lonen auf
die Organisation von SNARE-Protein-Clustern zu beobachten ist und ob

dieser Prozess reversibel ist.
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4 Materialien und Methoden

4.1 Materialien

Alle Standardchemikalien und Reagenzien wurden, falls nicht anders
angegeben, von den in Deutschland ansassigen Firmen Bio-Rad (Munchen),
Fermentas (St. Leon-Rot), Merck (Darmstadt), Promega (Mannheim), Roth

(Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich (Hamburg) in p. a. Qualitat bezogen.
4.1.1 Pufferlésungen

Bei einzelnen Pufferlésungen wurden verschiedene Varianten fur bestimmte
Experimente verwendet. Dies ist bei den entsprechenden Ldsungen

zusatzlich angegeben.
Sonifizierungs-Puffer

120 mM KGlu, 20 mM KAc, 10 mM EGTA, 20 mM HEPES, 0,5 mM DTT und
4 mM MgCl,, pH 7,2 (verwendet fur Experimente mit membrangebundenen

Tyrosinkinasen - beschrieben im Abschnitt 6.1)
KGlu Puffer

120 mM KGlu, 20 mM KAc, 2 mM EGTA, 4 mM MgCl,, 2 mM ATP und 20
mM HEPES, pH 7,2 (verwendet fir Experimente mit membrangebundenen

Tyrosinkinasen - beschrieben im Abschnitt 6.1)
Sonifizierungs KGlu Puffer

120 mM KGlu, 20 mM KAc, 2 mM EGTA, 20 mM HEPES, 2 mM ATP und 4
mM MgCly, pH 7,2

ATP wurde vor den Experimenten frisch zur Lésung gegeben und der pH-
Wert auf 7,4 eingestellt. (Verwendet fir Experimente mit SNARE-Proteinen -
beschrieben im Abschnitt 6.2)
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BSA - KGlu Puffer

120 mM KGlu, 20 mM KAc, 4 mM MgCl,, 2 mM ATP, 20 mM HEPES und 3
% (w/v) BSA, pH 7,4 (verwendet fur Experimente mit SNARE-Proteinen -
beschrieben im Abschnitt 6.2)

Ringerlésung

130 mM NaCl, 4 mM KCI, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 48 mM D(+)Glukose
und 10 mM HEPES, pH 7,4

Ringerlésung (hohe Calcium-Konzentration)

130 mM NaCl, 4 mM KCI, 5 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 48 mM D(+)Glukose
und 10 mM HEPES, pH 7,4 (verwendet fir Experimente mit SNARE-
Proteinen - beschrieben im Abschnitt 6.2)

PBS
137 mM NacCl, 2,7 mM KCI und 8,1 mM Na,HPQO,, pH 7,2
Paraformaldehyd - Stocklésung

16 % (w/v) PFA in ddH,0 bei 65 °C und alkalischer Hydrolyse auflésen, auf
RT abkuhlen lassen, auf pH 7,2 einstellen und bei -20 °C lagern. Zur
Verwendung mit 10x PBS und ddH,0O auf 4 % (w/v) verdiinnen, pH 7,2

Zytomix

120 mM KCI, 10 mM KH,PO4, 10 mM K,HPO,, 0,15 mM CaCl,, 2 mM
EGTA, 5 mM MgCl, und 25 mM HEPES, pH 7,6 (pH-Wert mit KOH

einstellen)
Stocklésung CaDPTA (125x)

250 mM DPTA und 250 mM CacCl, in ddH»0, pH 7,2
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Stocklésung DPTA (125x)
250 mM DPTA in ddH,0, pH 7,2
CaDPTA/DPTA - BSA-KGlu Puffer

2 Volumenanteile CaDPTA (125x) Stocklosung werden mit 3
Volumenanteilen DPTA (125x) Stocklésung vermischt. 80uL der
CaDPTA/DPTA Mischung werden auf 10 mL BSA - KGlu Puffer gegeben, pH
7,2. Hierdurch wird eine Konzentration von 54 pM freiem Calcium erreicht
(siehe auch Holroyd et al. 2002). Da die Zugabe von DPTA den pH-Wert der
Losung andert, ist es wichtig den pH erst nach dem Vermischen aller

Bestandteile einzustellen.
TMA-DPH-LOGsung

Gesattigte  1-(4-Trimethyl-Ammoniumphenyl)-6-Phenyl-1,3,5-Hexatrien  p-
Toluolsulfonat (TMA-DPH; #T204, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)-
Losung in PBS, 5 min bei 11000 x g zentrifugieren und Uberstand im
Verhaltnis 1/3 in Mikroskopie-Pufferldsung verwenden.

Mowiol-Eindeckelmedium

6 g Glycerol, 2,4 g Mowiol (#4-88, Hoechst, Frankfurt, Deutschland), 6 mL
ddH,0, 12 mL 200 mM Tris, pH 7,2. Dann Zugabe von einigen DABCO
(#0718.1, Roth, Deutschland)-Kristallen. UN auf einem Rotator bei RT unter
Lichtausschluss l6sen lassen. 5 min bei 11000 x g zentrifugieren und

Uberstand als Aliquots bei -20 °C einfrieren.
4.1.2 Zellkulturmedien
PC12-Standardmedium

DMEM Gilc 4,5 g/L mit L-GIn und Phenol-Rot (PAA, Pasching, Osterreich),
1,6 mM L-GIn 100 x (0.8 % (v/v)), 5 % (v/v) fotales Kélberserum, 10 % (v/v)
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Pferdeserum (Biochrom AG, Berlin, Deutschland), 1 % (v/v)
Penicillin/Streptomycin 100 x (Penicillin 10.000 U/mL; Streptomycin 10
mg/mL) (PAA, Pasching, Osterreich)

HepG2-Standardmedium

EMEM (Lonza, Verviers, Belgien), 10 % (v/v) FCS, 1 % (viv)
Penicillin/Streptomycin 100 x (Penicillin 10.000 U/mL; Streptomycin 10
mg/mL) (PAA, Pasching, Osterreich)

H460-Standardmedium

RPMI-1640 mit Phenol-Rot (PAA, Pasching, Osterreich), 10 % (v/v) FCS, 1
% (v/v) Penicillin/Streptomycin 100 x (Penicillin 10.000 U/mL; Streptomycin
10 mg/mL) (PAA, Pasching, Osterreich)

SkBr3-Standardmedium

RPMI-1640 mit Phenol-Rot (PAA, Pasching, Osterreich) t, 10 % (v/v) FCS, 1
% (v/v) Penicillin/Streptomycin 100 x (Penicillin 10.000 U/mL; Streptomycin
10 mg/mL) (PAA, Pasching, Osterreich)

Hungermedien

Fur das Erstellen von Hungermedien wurde die gleiche Zusammensetzung
wie fir die angegebenen Standardmedien verwendet mit der Anderung, dass

keine Seren zugegeben wurden.
4.1.3 Antikorper

Priméare Antikorper

a EGFR: Kaninchen polyklonal IgG (#Sc-03, Santa Cruz Inc, USA)
Eingesetzte Verdinnung: 1/100

a EGFR ( IGR 10): Ratte monoklonal IgG2, (#Sc-57095, Santa Cruz Inc,
USA). Eingesetzte Verdinnung: 1/100
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a HER2: Kaninchen polyklonal IgG (#SC-284, Santa Cruz Inc, USA)
Eingesetzte Verdinnung: 1/100

a HERS3: Kaninchen polyklonal 1IgG (#Sc-285, Santa Cruz Inc, USA)
Eingesetzte Verdinnung: 1/100

a Insulinrezeptor a: Kaninchen polyklonal IgG (#Sc-710, Santa Cruz Inc,
USA). Eingesetzte Verdinnung: 1/100

a Insulinrezeptor a: Kaninchen polyklonal IgG (#Sc-7953, Santa Cruz Inc,
USA). Eingesetzte Verdinnung: 1/100

a Insulinrezeptor B: Kaninchen polyklonal IgG (#Sc-711, Santa Cruz Inc,
USA). Eingesetzte Verdiunnung: 1/100

a Insulinrezeptor B: Kaninchen polyklonal IgG (#Sc-20739, Santa Cruz Inc,
USA). Eingesetzte Verdinnung: 1/100

a Syntaxin1A (HPC-1); Maus monoklonal (Barnstable et al. 1985)
Eingesetzte Verdinnung: 1/200

a SNAP25 (C1.71.1); Maus monoklonal, erkennt AA20-40 (# 111001;
Synaptic Systems, Deutschland). Eingesetzte Verdinnung: 1/200

a Synaptophysin (C1. 7.2); Maus monoklonal (# 101001, Synaptic Systems,
Deutschland).Eingesetzte Verdinnung: 1/200

Wheat Germ Agglutinin (WGA) AlexaFluor 594 (#W11262, Invitrogen,
Karlsruhe). Eingesetzte Verdinnung: 1/200

Sekundére Antikorper

Esel anti Kaninchen AlexaFluor 594 (#A21207, Invitrogen, Karlsruhe)
Eingesetzte Verdlinnung: 1/200

Esel anti Kaninchen AlexaFluor 488 (#A21206, Invitrogen, Karlsruhe)
Eingesetzte Verdinnung: 1/200

Ziege anti Maus Cy3 (#115-165-003, Dianova, Hamburg, Deutschland)
Eingesetzte Verdlinnung: 1/400

Ziege anti Kaninchen Atto (#647N, Atto-Tec, Siegen, Deutschland)
Eingesetzte Verdinnung: 1/100
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Ziege anti Ratte Cy3 (# 112-166-003, Dianova, Hamburg, Deutschland)
Eingesetzte Verdinnung: 1/200

4.1.4 Reagenzien / Faktoren
Stimulationsagentien fir Tyrosinkinasen
Humanes Heregulin-B-1 (#100-03 PeproTech, Inc; USA)
Stocklosung: 1 ug /uL; Arbeitskonzentration: 25 ng/mL
Insulin-Lésung, human (#9278, Sigma Aldrich, USA)
Stockldsung: 1,7 mM; Arbeitskonzentration: 100 nM
Humanes rekombinantes EGF (#AF-100-15, PeproTech, USA)
Stocklosung: 20 pg/mL; Arbeitskonzentration: 50 ng/mL
Reagenzien fur Calcium-Versuche
lonomycin (#Asc-116, Ascent Scientific, USA)
Stockldsung: 20 mM in DMSO; Arbeitskonzentration: 20 uM
Carbachol (#C4382, Sigma-Aldrich, USA)
Stocklésung: 1 M in ddH,O; Arbeitskonzentration: 5 mM
Thapsigargin (#T9033, Sigma-Aldrich, USA)
Stockldsung: 1 mM in DMSO; Arbeitskonzentration: 1 um
Protease Inhibitoren
complete, Mini, EDTA-free (#1836170, Roche, Mannheim, Deutschland)

Arbeitskonzentration: Konzentration (1x) nach Herstellerangaben



Materialien

36

(hemmt Serin- und Cystein-Proteasen)
1,10-Phenanthroline (#P1294, Sigma-Aldrich, USA)
Stocklésung: 200 mM in EtOH (abs.); Arbeitskonzentration: 1 mM
(hemmt Metallo-Proteasen)
Pepstatin A (#P4265, Sigma-Aldrich, USA)
Stocklésung: 1,46 mM in DMSO; Arbeitskonzentration: 1,46 uM

(hemmt von Aspartyl-Proteasen)

Enzymmix fur Glykokalix-Abbau

Neuramidase (#N2876, Sigma-Aldrich, USA)
Arbeitskonzentration: 0,5 Units/mL

PNGase (#G5166, Sigma-Aldrich, USA)
Arbeitskonzentration: 0,1 Units/mL

Galactosidase (#P07305, BioLabs, Frankfurt, Deutschland)
Arbeitskonzentration: 0,16 Units/mL

4.1.5 Zelllinien

PC12-Zellen

PC12-Zellen wurden urspringlich aus einem Nebennierentumor einer

bestrahlten Ratte (rattus norvegicus) gewonnen (Klon 251; Heumann et al.

1983).
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Die Zellen wurden alle 3 - 4 Tage, bei einer Konfluenz von ca. 80 % im
Verhaltnis 1/3 - 1/4 subkultiviert. Fur die Langzeitaufbewahrung in flissigem

Stickstoff wurden 2 x 10° Zellen/mL eingefroren.
SkBr3-Zellen

Die Zellen stammen aus einem Adenokarzinom (homo sapiens), (#HTB-30;
ATCC).

Das Passagieren der Zellen erfolgte alle 3 - 4 Tage bei einer Konfluenz von
80 - 90 % im Verhaltnis 1/3 - 1/4. Fur die Kryokonservation wurden sie in

einer Konzentration von 1,5 x 10° Zellen/mL eingefroren
HepG2-Zellen

HepG2 entstammen einem hepatozellularen Karzinom (homo sapiens),
(#HB-8065; ATCC).

Bei einer Konfluenz der Zellen von 70 - 80 % wurden diese alle 4 - 5 Tage
passagiert. Ein Anteil von 1/4 bis 1/5 wurde subkultiviert. Fur das Einfrieren
der Zellen in fliissigem Stickstoff wurde eine Konzentration von 2,5 x 10°

Zellen/mL eingesetzt.
H460-Zellen

H460- oder NCI-H460-Zellen wurden urspriinglich aus einem grof3zelligen
Lungenkrebs (homo sapiens) isoliert (#HTB-177; ATCC).

Wegen sehr starken Wachstums missen diese Zellen alle 3-4 Tage bei einer
Konfluenz von ca. 80 % im Verhéaltnis 1/10 -1/20 passagiert werden. Die
Zellen wurden fur die Langzeitlagerung mit einer Konzentration 1x 10°

Zellen/mL in flussigem Stickstoff eingefroren.
4.1.6 DNS-Konstrukte (erstellt durch Vorarbeiten anderer)
Syntaxin 1A-mGFP, beschrieben in (Sieber et al. 2006)

MGFP-SNAP25B, beschrieben in (Halemani et al. 2010),
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(beide erhalten von Nagaraj D. Halemani)

pRcCMVi.hIR(B)A23-mEGFP, beschrieben in (Uhles et al. 2003), wurde von
Ingo Leibiger (Karolinska Institut, Stockholm, Schweden) zur Verfiigung

gestellt.
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5 Methoden

5.1 Klonierung

Alle Klonierungen wurden nach Standardverfahren durchgefiihrt (Sambrook
und Russell 2006). Die verwendeten Oligonukleotide wurden von MWG
Operon (Ebersberg, Deutschland) bezogen und die Sequenzierungen bei
GATC-Biotech (Konstanz, Deutschland) durchgefuhrt.

Als Grundlage fur die DNS-Konstrukte, die fur diese Arbeit erstellt wurden,
diente der pRcCMVi.hIR(B)A23-mEGFP Vektor. Dieser Vektor beinhaltet die
Sequenz fur den Wildtyp des humanen Insulinrezeptors (hIR) Isotyp B mit
einer Deletion der letzen 23 Aminosauren. C-terminal daran gekoppelt ist die
Sequenz fur eine monomere Variante des EGFP-Molekils (siehe auch

extrazellular intrazellular
I 1 |

[ ] crR [ L2 | Fnt

FnlER2TvRbM — TK |1

B-Kette

a-Kette

Abbildung 11 Aufbau des humanen Insulinrezeptors

Der humane Insulinrezeptor ist aufgeteilt in eine N-terminale a-Kette und eine C-terminale 3-
Kette, welche Uber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind. Der Rezeptor weist
einen Membrandurchgang im Bereich der B-Kette auf. Die a-Kette und ein kleiner Bereich
der B-Kette befinden sich im extrazellularen Bereich, der grol3ere Teil der B-Kette ist
intrazellular. Die Struktur kann weiter unterteilt werden in: L1 und L2 (Leucin-reiche
Bereiche), CR (Cystein-reiche Domane), Fn (Fibronektin Typ Ill- Domé&nen), TMR
(Transmembran Bereich), JM (Membran-nahe Region), TK (Tyrosikinase Domé&ne) und den
CT (C-terminalen Bereich). Die Darstellung ist eine Abwandlung aus de Meyts und
Whittaker 2002. Zur Vereinfachung wurde eine weitere Unterteilung der Fn-Doméanen nicht
aufgefihrt.
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4.1.6). Auf dieser Basis wurden tUber PCR- Amplifikation unterschiedliche
Deletionskonstrukte des hIRs erstellt. Hierfir wurden die entsprechend
deletierten Sequenzen uber Restriktionsverdau in den pRcCMVi Grundvektor
(siehe auch Moede et al. 1999) - anstelle der Wildtyp-Sequenz - eingebracht.
Die gewahlten Deletionsbereiche orientierten sich an den einzelnen
Proteindoménen (Abbildung 11), die in strukturellen Studien tUber den hIR
beschrieben wurden (Ebina et al. 1985; McKern et al. 2006).

Zur besseren Ubersicht sind alle in der Arbeit verwendeten
Konstruktvarianten des hIRs in Abbildung 12 aufgefltihrt. Die Bezeichnungen
der erstellten Konstrukte richten sich nach den deletierten

Aminosauresequenzen.

Amncsired# g 8 2 g 2 oF 3 3
~ ~ ™ [17) 0 O 0w S

hiR wt | T o I-ITMRJM TK i—-
nRase-340 [ NN Fot ERBIEM TK [N [WEGED
hIR A4-154 Fn1 [ER2[™vRIM Tk [GF—mEGFP
hiR A4-312 2 1 Fn1 [ER2vRM  TK |G [mEGEP
hIR A4-590 [ Fnt WA Tk [oNl - [WEGEP
hIR A4-735 [FrilERBITe T} [ofl— [REGEP
hiR A4-820 [Ea2vAM Tk el [mEGFP
hiR A4-923 mvRbM  TK |Gl mEGFR
hIR A959-1331 Fn1 [EA2[vR-—|mEGFP)
hiR A4-820A959-1331 TMR
hiIR A8-923A959-1331 TMR

Abbildung 12 Verwendete Konstrukte des hIR

Das oben in der Abbildung als ,hIR wt* dargestellte Konstrukt diente als Grundlage fur die
unterschiedlichen Deletionskonstrukte, die im Rahmen der Arbeit zum Einsatz kamen. Alle
Varianten wurden in Verbindung mit einer C-terminalen mEGFP-Markierung im Plasmid
pRcCMVi Uberexprimiert.
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5.2 Beschichtung von Deckglasern mit Poly-L-Lysin (PLL)

Es sind fur die Versuche runde Deckglaser mit dem Durchmesser 25 mm
und Starke No. 0 (#0110650, Marienfeld, Deutschland) verwendet worden.

Die Glaser wurden auf einem RuUhrschuttler zunachst fur 1 Std mit 1 M HCI
behandelt, dann 3x mit ddH,O gewaschen. Daraufhin folgte ein einstiindiges
Bad in 1 M NaOH und ein erneutes dreimaliges Waschen mit ddH,O0. Zuletzt
wurden die Deckglaser fur zwei weitere Stunden in EtOH (abs.) geschuttelt,
wonach der Alkohol abgegossen und die Glaser autoklaviert wurden. Nach
vollstandigem Trocknen wurden die Deckglaser unter sterilen Bedingungen
einzeln in die Vertiefungen von 6 - Well Platten gelegt und fir 20 min bei RT
mit 500 pL einer 100 pg/mL PLL-L6sung in ddH,O (#P1524, Sigma Aldrich)
beschichtet. Danach wurde die Losung abgesaugt und die Deckgléaser 2x mit
jeweils 2 mL ddH,O gewaschen. Die Glaser wurden anschlielend flr
mindestens 2 Std unter der Sterilbank getrocknet und bis zur weiteren

Verwendung bei 4 °C gelagert.

5.3 Zellkultur

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien PC12, HepG2, H460 und SkBr3
(siehe auch 4.1.5) wurden unter sterilen Bedingungen kultiviert. Es wurde
Standard-Zellkulturplastikware  der ~ Firmen  Sarstedt  (Nudrnbrecht,

Deutschland) und Labomedic (Bonn, Deutschland) verwendet.
5.3.1 Auftauen und Passagieren

Zellsuspensionaliquots wurden fir die Langzeitlagerung in flissigem
Stickstoff aufbewahrt. Zur Verwendung wurden Aliquots fur drei bis flnf
Minuten in einem 37 °C Wasserbad aufgetaut - bis nur noch ein geringer Tell
der Suspension gefroren war. Es wurden 10 mL Standardmedium der
jeweiligen Zelllinie (siehe auch 4.1.2) in ein 15 mL Zentrifugationsrohrchen

vorgelegt, die aufgetaute Zellsuspension wurde mdglichst schnell in das
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Medium Uberfuhrt und fir 3 min bei 200 xg und RT zentrifugiert. Danach
wurde der Uberstand abgesaugt, die Zellen mit 0,8 mL frischem
Standardmedium - mittels Auf- und Abpipettieren - mit einer 1000 pL
Pipettenspitze resuspendiert und in eine mit 10 mL Standardmedium geftillte
25 cm? Zellkulturflasche gegeben. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO;
in einem Brutschrank kultiviert. Nach 24 Std wurde das Zellkulturmedium
abgesaugt und durch frisches Standardmedium ersetzt, um tote Zellen im
Uberstand zu entfernen. Je nach Zelltyp wurde alle 3 - 5 Tage passagiert.
Hierfir wurde das Medium komplett abgesaugt, die Zellen 1x mit PBS
gewaschen und fur 5 min bei 37 °C mit einigen 1 - 3 mL Trypsin-EDTA (PAA,
Pasching, Osterreich) inkubiert (0,5 mL bei 25 cm?2 Zellkulturflaschen, 1,5 mL
bei 75 cm? und 3 mL bei 175 cm?). Nach der Inkubationszeit wurden die
Zellen zuerst durch Anschlagen der Zellkulturflasche an einen festen
Gegenstand von der Oberflache geldst, dann mit 10 mL Standardmedium
abgewaschen wund in ein Zentrifugationsréhrchen Uberfuhrt. Nach
Zentrifugieren der Zellsuspension bei 200 xg bei RT fur 3 min wurde der
Uberstand abgesaugt und das Zellpellet mit 0,8 mL Standardmedium mittels
mehrfachen Pipettierens durch eine 1000 pL Pipettenspitze resuspendiert.
Die Suspension wurde dann in eine neue Zellkulturflasche mit frischem
Standardmedium gegeben. Fir die genaue Verdinnung der jeweiligen
Zelllinien siehe Abschnitt 4.1.5.

Fur einige Versuche wurden die Zellen auf PLL beschichteten Deckglasern
kultiviert. Hierfir wurde nach dem Splitten ein Teil der Zellsuspension mit
Standardmedium auf eine Konzentration von 5 x 10° Zellen pro mL
eingestellt und 500 pL der Losung auf die einzelnen Deckglaser gegeben.
Dann wurden die Zellen fur 15 min bei 37 °C und 5 % CO, adhéarieren
gelassen, danach wurden 2 mL Standardmedium zugegeben und bis zum
Versuch 24 - 48 Std weiter bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Fur Versuche

wurden Zellen der Passagen 4 - 20 verwendet.
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5.3.2 Einfrieren der Zellen fur die Langzeitlagerung

Fir das Einfrieren wurden die Zellen bis auf ca. 80 % Konfluenz anwachsen
gelassen. Dann wurde das Zellkulturmedium abgesaugt, die Zellen 1x mit
PBS gewaschen und fur 5 min bei 37 °C mit 1 - 3 mL Trypsin-EDTA (PAA,
Pasching, Osterreich) inkubiert. Zum Ablosen der Zellen wurde die
Zellkulturflasche dann gegen eine feste Oberflache geschlagen, die Zellen
mit 10 mL Standardmedium abgewaschen und in ein Zentrifugationsrohrchen
geflllt. Die Suspension wurde bei 200 x g bei RT fur 3 min zentrifugiert und
der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde mittels einer 1000 pL
Pipettenspitze  resuspendiert und mit einer  Mischung  aus
Standardmedium/fotalem Kalber Serum/DMSO (im Volumenverhaltnis
70/20/10) auf eine Zellkonzentration von 2 x 10° Zellen pro mL eingestellt.
Die Mischung ist danach in 1 mL Aliquots in Einfrierréhrchen gefillt worden,
welche zunachst fir 24 Std in einem Isopropanol-isolierten Gefriergefald bei -
80 °C eingefroren wurden. Danach wurden sie fur die Langzeitlagerung in

flussigen Stickstoff Gberfuhrt.
5.3.3 Transfizieren von Zellen

Zum Transfizieren der Zellen wurden diese - bei einer Konfluenz von etwa 80
%, wie zuvor beschrieben, mit Hilfe von Trypsin-EDTA (PAA, Pasching,
Osterreich) von der Zellkulturflasche geldst, mit Medium abgewaschen und
abzentrifugiert.

Bei der Transfektion mittels Elektroporation wurde das Zellpellet mit Cytomix
resupendiert und auf eine Zellkonzentration von 0,5 - 1 x 10° Zellen pro mL
eingestellt. Jeweils 400 pL dieser Suspension wurden mit 20 - 50 ug
aufgereinigter DNS versetzt und in eine 2 mm Elektroporations-Kuvette
(#1652086, BioRad, Michen) gegeben. Die Elektroporation wurde mit dem
Genepulser Xcell™ (Biorad, Munchen) fur die jeweiligen Zelltypen mit den
folgenden Einstellungen durchgefihrt:

PC12: exponentielles Protokoll; 1150 V, 50 uF, 50 Q
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HepG2: exponentielles Protokoll; 200 V, 950 uF, 200 Q

Die elektroporierte Zellsuspension wurde in 3 mL Standardmedium utberfuhrt,
gemischt und auf PLL beschichtete Deckglaser, mit 0,5 mL Ldsung pro
Deckglas, ausplattiert. Nach einer 15-minutigen Inkubation bei 37 °C und 5 %
CO, wurden weitere 2 mL Standardmedium pro Deckglas zugegeben und die
Zellen bis zum Versuch 24 - 48 Std weiter bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert.

5.3.4 Stimulation der Zellen

Die Zellen wurden, wie oben beschrieben, auf PLL-beschichteten
Deckglasern ausplattiert und in  Standardmedium inkubiert. Am
darauffolgenden Tag wurde das Medium durch Hungermedium ersetzt. Nach
einer Ubernachtinkubation erfolgte die Stimulation der Zellen in
Hungermedium bei 37 °C und 5 % CO,. HepG2-Zellen wurden fir 15 min mit
100 nM Insulin, H460-Zellen sind fur 5 min mit 50 ng/mL EGF-L6sung und
SkBr3 mit 25 ng/mL Heregulin stimuliert (siehe Abschnitt 4.1.4). Nach der
Stimulation wurden die Zellen sofort sonifiziert (siehe Abschnitt 5.3.8), fixiert

und anschlielBend immunhistochemisch gefarbt (siehe Abschnitt 5.3.9).
5.3.5 Behandlung von PC12-Zellen mit lonomycin

Variante fir TRIF- und FRAP-Messungen

Die Zellen wurden mit Syntaxin1lA oder SNAP25 Konstrukten transfiziert, auf
PLL-beschichteten Deckglasern ausplattiert und fur einen Tag bei 37 °C und
5 % CO; inkubiert. Dann wurden die Zellen in Ringerlésung mikroskopiert,
transfizierte Zellen wurden ausgesucht. Nach einer FRAP-Messung oder der
Aufnahme eines TIRF-Bildes wurden die Zellen fir 5 min in Ringerlésung
(hohe Calcium-Konzentration) mit 20 mM Ilonomycin inkubiert. Unter
Kontrollbedingungen wurden zuséatzlich 10 mM EGTA hinzugegeben und der
pH-Wert erneut auf 7,4 eingestellt. Nach der Inkubationszeit wurde eine
weitere FRAP-Messung an derselben Zelle durchgefiihrt bzw. ein TIRF-Bild

aufgenommen. Die TIRF-Aufnahmen wurden bei ca. 50 % Intensitat des 488
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nm-Lasers mit einer Belichtungszeit von 200 ms gemacht. Da die
Fluoreszenzintensitat von GFP durch einen verandertem pH-Wert beeinflusst
werden kann, wurde - um einen pH-Effekt auszuschliel3en - im Anschluss
Ringerlosung mit 50 mM NH4Cl zugegeben. Danach wurde direkt ein
weiteres Bild bei gleicher Laserleistung aufgenommen. Die Analyse der

Bilder wurde mit Hilfe von ImageJ durchgefuhrt.

Variante fur Calcium-Recovery Experimente

Fur die Recovery Experimente (siehe Abschnitt 6.2.2) wurden PC12-Zellen
auf PLL-beschichtete Deckglaser ausplattiert und fir einen Tag bei 37 °C
und 5 % CO, anwachsen gelassen. Das Medium wurde dann gegen
Ringerlosung (hohe Calcium-Konzentration) mit 20 pM lonomycin
ausgetauscht und die Zellen bei RT fur 5 min inkubiert. Fur
Kontrollbedingungen wurden zuséatzlich 10 mM EGTA zugegeben (pH-Wert
wurde vor Zugabe erneut auf 7,4 eingestellt). Dann wurden die Zellen 3 x mit
Medium gewaschen und in Medium bei 37 °C bei 5 % CO, weiter inkubiert.
Nach unterschiedlichen Zeitpunkten (siehe Abbildung 28) wurden Membrane
Sheets erstellt. Diese wurden dann fixiert und immunhistochemisch (siehe
Abschnitt 5.3.9) gegen Syntaxinl oder SNAP25 gefarbt. Sowohl dem Fixativ
als auch allen fur die Immunanfarbung verwendeten Ldsungen wurden
zusatzlich 2 mM EGTA zugesetzt. Die angefarbten Membrane Sheets

wurden mittels Epifluoreszenzmikroskopie analysiert.

5.3.6 Behandlung von PC12-Membrane Sheets mit 54 pM freiem
Calcium

PC12-Zellen wurden auf PLL-beschichteten Deckglasern ausplattiert und fur
zwei Tage bei 37 °C und 5 % wachsen gelassen. In eiskaltem Sonifizierungs-
KGlu-Puffer wurden Membrane Sheets erstellt. Die nativen Proben wurden
bei 37 °C fur unterschiedliche Zeitintervalle (siehe Abbildung 26) mit
CaDPTA/DPTA - BSA-KGlu-Puffer inkubiert. Fur Kontrollbedingungen
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wurden Membrane Sheets mit BSA-KGlu Puffer behandelt, der zuséatzlich 2
mM DPTA enthielt.

In einem analog aufgebauten Experiment (Abbildung 27) wurden die PC12
Membrane Sheets fur 10 min bei 37 °C mit CaDPTA/DPTA - BSA-KGlu
Puffer oder als Kontrollkondition mit BSA-KGIu Puffer mit 2 mM DPTA
inkubiert. Parallel dazu wurden in einem zweiten Ansatz die jeweiligen
Konditionen mit verschiedenen Proteaseinhibitoren (complete/Mini/EDTAfree
Mix, Pepstatin A und 1,10-Phenanthroline) versetzt (siehe auch Abschnitt
4.1.4).

In beiden Experimenten wurden die Membrane Sheets nach der Inkubation
fixiert und gegen Syntaxinl, SNAP25 oder Synaptophysin angefarbt. Sowohl
die Fixier- als auch alle Farbelésungen wurden zusatzlich mit 2 mM EGTA
versetzt. Die  Membrane  Sheets wurden dann mit einem

Epifluoreszenzmikroskop analysiert.
5.3.7 Glykokalixabbau an HepG2-Zellen

HepG2-Zellen wurden wie oben beschrieben mit dem hIR-mEGFP-Wildtyp-
Konstrukt transfiziert, auf PLL-beschichtete Deckglaser ausplattiert und zwei
Tage bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Die Zellen wurden dann einmal mit
PBS und einmal mit HepG2-Hungermedium bei RT gewaschen. Danach
wurde pro Deckglas 1 mL Enzymmix (bestehend aus Neuramidase (0,5
Units/mL), PNGase (0,1 Units/mL) und Galactosidase (0,16 Units/mL) in
Hungermedium) oder fur Kontrollbedingungen nur Hungermedium zu den
Proben gegeben. Nach 1 Std Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, wurde
einmal mit Hungermedium gewaschen und die Proben danach entweder fir

FRAP-Experimente oder WGA-Farbung weiter verwendet.
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5.3.8 Erstellen von Membrane Sheets

Fur die Erstellung von Membrane Sheets wurde mit dem Ultraschallgerat
Sonopuls (#GM2070; Bandulin, Berlin, Deutschland) gearbeitet. Es wurden
Zellen verwendet, die zuvor fur 24 - 48 Std auf PLL beschichtete Deckglaser
kultiviert worden waren (siehe Abschnitt 5.3.1). In eiskaltem
Sonifizierungspuffer wurden die Zellen in einem Abstand von etwa 0,5 cm
unter dem Sonifierungsstab (#MS73; Bandulin, Berlin, Deutschland) platziert
und fur 0,1 s einem Ultraschallimpuls ausgesetzt. Die Impulsstarke wurde fur
jeden Zelltyp so optimiert, dass nach der Ultraschallbehandlung auf dem
Deckglas eine sternférmige, ungetriibte Region im weil3lich erscheinenden
Zellrasen sichtbar wurde. (In diesen Bereichen wird durch den Ultraschall bei
den meisten Zellen der obere Bereich abgetrennt und es verbleiben nur noch
die basalen Membranen auf der Glasoberflache - die sogenannten
Membrane Sheets.) Die behandelten Proben wurden dann entweder sofort
nativ fir Versuche verwendet oder fixiert. Fur die Fixierung wurde fir 1,5 Std
bei RT in 4 % PFA (w/v) in PBS inkubiert.

5.3.9 Immunanfarbung

Fur diese Arbeit wurden Immunanfarbungen an Membrane Sheets
durchgeflihrt (siehe auch Lang et al. 2001). Fur die Farbung wurden die
jeweiligen Zellen fiir 24 - 48 Std auf PLL beschichteten Deckglasern kultiviert.
Danach wurden Membrane Sheets erstellt. Alle weiteren Schritte wurden bei
RT durchgefihrt. Fur alle Immunanfarbungen von Proben, die zuvor mit
erhohten Calcium-Konzentrationen behandelt wurden (siehe Abschnitte 5.3.5
und 5.3.6), ist in den nachfolgenden Schritten allen Lésungen 2 mM EGTA
zugefugt worden.

Nach 1-1,5 Std Fixierung in 4 % PFA (w/v) in PBS wurde restliches Fixativ
mit 50 mM NH,4CI in PBS fir 20 min gequencht. Dann wurde 3x fir jeweils 10
min mit PBS gewaschen. Als nachstes wurde fur 1 Std mit dem priméaren

Antikoérper inkubiert, 3x fur 10 min mit PBS gewaschen und dann eine
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weitere Stunde mit dem sekundaren Antikérper behandelt (Verdinnungen
der Antikdrper siehe Abschnitt 4.1.3). Die jeweiligen Antikorper wurden fur
die Farbungen mit 1 % BSA (w/v) in PBS verduinnt, 45 min bei RT inkubiert,
bei 11000 x g fir 5 min zentrifugiert und der Uberstand fur die Farbung
verwendet. Fur Proben, die zuvor mit erhdhten Calcium-Konzentrationen
behandelt wurden (siehe Abschnitte 5.3.5 und 5.3.6), sind die Antikorper mit
3 % BSA (w/v) in PBS verdunnt und inkubiert worden.

Fir die Inkubation der Proben mit den Antikdrpern wurden pro Kondition 150
pL der verdunnten Antikorperlosung auf Parafilm (#PM-996, Pechiney Plastic
Packaging, USA) platziert und die einzelnen Deckglaser mit der Zell-Seite
darauf gelegt. Die Antikérperfarbungen wurden unter Lichtausschluss in einer
feuchten Kammer durchgefuhrt.

Nach der Behandlung mit dem sekundéaren Antikorper wurde 3x flr jeweils
10 min mit PBS gewaschen. Dann wurden die Proben direkt unter
Verwendung von TMA-DPH-L6sung mikroskopiert. Fir eine langfristige
Aufbewahrung wurden Proben mit Kunstharz konserviert. Hierfir wurden 15
uL  Mowiol-Losung auf einen Objekttrager gegeben, die Deckglaser
luftblasenfrei mit der Zell-Seite darauf platziert und 24 Std lichtgeschutzt bei
RT ausharten gelassen.

5.3.10 Wheat germ agglutinin (WGA) - Farbung

Fur die Farbung wurden die - wie in Abschnitt 5.3.7 beschriebenen -
vorbehandelten HepG2-Zellen verwendet. Von den Zellen wurden Membrane
Sheets erstellt und 1,5 Std bei RT mit 4 % (w/v) PFA Lésung in PBS
inkubiert. Danach wurden die Proben fur 20 min bei RT in 50 mM NH4Cl in
PBS gequencht und anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen. Danach
wurde auf Parafilm (#PM-996, Pechiney Plastic Packaging, USA) 150 ul
WGA-L6sung (3 % BSA (w/v) in PBS mit 1/200 WGA AlexaFluor 594) pro
Probe vorgelegt und die Deckglaser mit der Zellseite auf die Lésung platziert.
Nach 90 min Inkubation bei RT im Dunklen wurden die Proben dreimal mit
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PBS gewaschen und - wie in Abschnitt 5.4.1 beschrieben - mit dem

Epifluoreszenz-Mikroskop analysiert.

5.4 Mikroskopie
5.4.1 Epifluoreszenzmikroskopie

Fur die Epifluoreszenzmikroskopie wurden das Zeiss Axio Observer D1
(Zeiss, Oberkochen, Deutschland) in Kombination mit einem x 100 Olobjektiv
(Plan-Apochromat, NA 1,4) und einer gekihlten digitalen 12 Bit CCD Kamera
(Sensicam QE; PCO AG, Kehlheim, Deutschland) verwendet. Der benutzte
Kamerachip hatte 1376x1040 Pixel und eine PixelgroRe von 6,45x6,45 pm?.
Die Kamera- und Shuttereinstellungen wahrend der Bildaufnahmen wurden
mittels der Software CamWare (PCO AG, Kehlheim, Deutschland) gesteuert
und die Proben mit einer Xenon-Lampe (XBO75 100.26B; LEJ GmbH, Jena,
Deutschland) in Verbindung mit verschiedenen Filtersatzen angeregt. Fur die
Detektion von TMA-DPH Fluoreszenz wurde die Filterkombination F11000
(Anregungsfilter D 350/50, Strahlteiler 400 DCLP und Emissionsfilter E 420
LP) eingesetzt. Mit Cy3 oder AlexaFluor 594 angefarbte Proben wurden mit
der Filterkombination F36-503 TRITC (BrightLine HC 543/22, BS 562 und
Bright Line HC  593/40) mikroskopiert.  Alle  beschriebenen
Filterzusammenstellungen stammen von der AHF Analysentechnik AG

(Tubingen, Deutschland).
5.4.2 Mikroskopie von Membrane Sheets

Membrane  Sheets  wurden, wie  oben beschrieben, mittels
Epifluoreszenzmikroskopie aufgenommen. Hierfir wurden die fixierten und
angefarbten Proben (siehe Abschnitt 5.3.9) in eine spezielle
Mikroskopierkammer eingespannt. Die Kammer erméglicht, die Deckglaser in
einer Pufferlosung zu mikroskopieren. Zur Visualisierung der Membrane
Sheets wurde PBS mit dem Lipidfarbstoff TMA-DPH versetzt und auf die
Proben gegeben. Hierfur wurde pulverférmiges TMA-DPH in PBS gegeben,
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so dass eine gesdttigte Losung entstand. Die Mischung wurde zentrifugiert,
der Uberstand im Verhaltnis 1/3 in frisches PBS gegeben und zur
Mikroskopie verwendet. Die im TMA-DPH-Kanal (siehe Abschnitt 5.4.1)
sichtbaren Membrane Sheets wurden so ausgewahlt, dass nur mdglichst
intakte Plasmamembranen aufgenommen wurden. Nach Bildaufnahme im
TMA-DPH Kanal wurde, entsprechend der Antikdrperfarbung, im GFP- oder

Cy3-Kanal ein weiteres Bild gemacht.

Analyse von Membrane Sheet Bildern

Die Auswertung der aufgenommenen Membrane Sheet-Bilder wurde mit der
Bildanalysesoftware ImageJ durchgefihrt. Anhand der Aufnahmen im TMA-
DPH-Kanal wurden die Membrane Sheets ausgewahlt, die flr die Analyse
verwendet werden sollten. Anhand der Lipidfarbung wurden Areale festgelegt
und im entsprechenden Bereich des Bilds im Cy3-Kanal die Messung
durchgefiihrt. So konnte einerseits sichergestellt werden, dass nur intakte
Membrane Sheets fir die Analyse berlcksichtigt wurden und dass
andererseits die Auswahl der Membranareale nicht unbewusst durch den
Grad der Farbung im Cy3-Kanal beeinflusst wurde. Im Cy3-Kanal wurden
dann der mittlere Grauwert, die Standardabweichung des Grauwerts, sowie
die Grol3e und genaue Position des gemessenen Areals bestimmt. Zusatzlich
wurde jeweils eine Hintergrundmessung neben dem analysierten Membrane
Sheet durchgefihrt. Pro Bild wurden jeweils maximal finf Membrane Sheets
aufgenommen und pro Experiment-Kondition mindestens 15 - 20 Sheets. Die
Endauswertung der gemessenen Daten erfolgte mit Microsoft Excel. Hier
wurden von den gemessenen mittleren Grauwerten zuerst die
entsprechenden Hintergrundwerte abgezogen und dann aus allen
Messungen einer Kondition der Mittelwert bestimmt. Die ermittelten Werte
aus verschiedenen Experimenttagen wurden wiederum gemittelt und

zusatzlich der Standardfehler bestimmt.
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5.4.3 Total internal reflection (TIRF)-Mikroskopie

Fir die TIRF-Mikroskopie wurde ein motorisiertes Olympus IX81 Mikroskop
(Olympus, Hamburg, Deutschland) mit einem x 60 NA 1,49 Apochromat
Objektiv in Verbindung mit variabel verwendbaren x 1,6 und x 2 oder x 4
Nachvergrof3erungslinsen eingesetzt. Das Mikroskop war ausgestattet mit
einer 16 Bit EMCCD Kamera (16 x 16 pm? Pixel GréRe, ImagEM C9100-13,
Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan). Fur die Bildaufnahme wurde
mit einem 488 nm Argon-Laser in Verbindung mit dem Olympus-Filtersatz U-
MTIR488-HC belichtet. Die Mikroskop- und Lasereinstellung wurden mit Hilfe

der Cell® Software (Olympus, Hamburg, Deutschland) gesteuert.

Einzelmolekill Aufnahmen mit TIRF-Mikroskopie

Fur die Mikroskopie von GFP-markierten Einzelmolekilen mussten die
entsprechenden Proben zuerst stark ausgeblichen werden. Im Rahmen von
Vorversuchen zeigte sich, dass die beste Bleichleistung bei maximaler
Laserintensitdt im TIRF-Modus erzielt wurde. Fur die Versuche wurden
transfizierte Zellen zuerst - wie zuvor beschrieben - auf PLL beschichteten
Deckglasern kultiviert. Dann wurden Membrane Sheets erstellt und die
Proben direkt in KGlu-Puffer mikroskopiert. Bei maximaler Laserintensitat
wurden Sequenzen von 500 Bildern in Intervallen von 0,084 Sek
aufgenommen. Durch wiederholte Aufnahme von Bildsequenzen wurde die
GFP-Fluoreszenz bis nahezu auf Hintergrundniveau ausgeblichen. Mit Hilfe
des ,SpotTracker 2D“ Plugins von ImageJ wurden dann in den
aufgenommenen Sequenzen die Bewegungsverlaufe einzelner Objekte
analysiert. Anhand der Bewegung der Objekte Uber die Zeit, ist das mean

square displacment (MSD) nach der folgenden Formel berechnet worden:

MSD = {r*(t)) = <%Z(?‘e(“ - -3-5-[0))2>

Wobei N die Anzahl der gemessenen Einzelschritte; t die Zeitintervalle und

(ri(t) - r(0)* die quadrierte Distanz zwischen zwei gemessenen
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Einzelschritten im Zeitintervall t ist (Ebeling 2004). Fur die Berechnungen

wurden jeweils 100 aufeinanderfolgende Bilder analysiert.

5.4.4 Fluorescence recovery after photobleaching (FRAP)-
Analyse

Fur die FRAP-Messungen wurde das konfokale Mikroskop Olympus
FluoView1000, ausgerustet mit einem UPLANSAPO x 60 NA 1,35 Objektiv,
verwendet. Die zu untersuchenden Zellen wurden 24 - 48 Std vor der
Analyse mit den entsprechenden Konstrukten transfiziert. Die Messungen an
intakten Zellen wurden in Ringerlésung und die Analysen von Membrane
Sheets in KGlu-Puffer durchgefuhrt. Im Epifluoreszenz-Modus wurden
transfizierte Zellen ausgewahlt und auf die basale Membran fokussiert. Es
wurden unterschiedliche Einstellungen fur die Versuche mit den hIR-mEGFP-
Konstrukten und fiar die Messungen mit dem SyntaxinlA-GFP-Vektor
verwendet. Fir die Analysen mit dem hIR wurde eine Pixelgrdf3e von 207
nm, die 488 nm Laser-Linie auf 0,5 % Leistung und ein Bleichareal von 4,1 x
4,1 um? eingestellt. Die Bildaufnahmen erfolgten hier mit 0,2 Hz. Die
Messungen an SyntaxinlA-GFP wurden bei einer Pixelgrof3e von 103 nm,
0,2 % Leistung des 488 nm Lasers, mit einem Bleichareal von 3 x 3 pm? und
einer Bildrate von 0,5 Hz durchgefihrt.

Fur alle Messungen wurde jeweils eine Gesamtsequenz von 80 Bildern
erstellt. Hierbei wurden zuerst drei Bilder aufgenommen und dann das zuvor
festgelegte Areal in der basalen Plasmamembran der Zelle mit dem 405 nm
Laser bei 100 % Intensitat ausgeblichen. Danach wurden weitere 77 Bilder
aufgenommen.

Fur die spatere Analyse wurde neben der Bleichregion auch die
Fluoreszenzentwicklung in zwei Kontrollregionen - in einem nicht
geblichenen Bereich der basalen Membran und zuséatzlich im Hintergrund
aulRerhalb der Zelle - gemessen. Da es haufiger zu Fokusdrift oder dem
Ausbleichen von Praparaten wahrend der Aufnahmen kam, wurde eine

Qualitatskontrolle fur die Analyse eingefiihrt. Es wurden nur Messungen in
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die Auswertung mit einbezogen, bei denen die mittlere Fluoreszenzintensitat
der letzten vier Werte im ungebleichten Bereich der basalen Membran nicht
um mehr als 15 % von der mittleren Fluoreszenzintensitat der drei
Anfangswerte abwich.

Fur die weitere Analyse wurden die Daten zuerst in Microsoft Excel
zusammengefasst und dabei der jeweilige Hintergrundwert von jedem
Messwert abgezogen.

Die Ergebnisse wurden dann jeweils mit Hilfe von OriginPro 8G mit folgender

Hyperbola-Formel aus Ficz 2005a gefittet:

y(t) = yO + ReCyax X t/ (T12 + 1)

- wobei Ty, die Halbwertszeit der zurickkehrenden Fluoreszenz, yO den y-
Achsenabschnitt und Recwax den Maximalwert des zurlickkehrenden
Fluoreszenzsignals aus dem hyperbolischen Fit angibt. Die beiden Werte Ty,
und Recuax kOnnen verwendet werden, um die Dynamik des analysierten
Membranproteins genauer zu charakterisieren. Ein niedriger Ty, Wert spricht
fur eine hohe Mobilitat des Proteins in der Membran. Ohne weitere Angaben,
kann mit Hilfe von Ty, keine absolute Diffusionsgeschwindigkeit von
Objekten in der Membran ermittelt werde, ein relativer Vergleich
unterschiedlicher Messungen zueinander ist jedoch mdglich. Der Wert
Recvax dagegen entspricht dem Anteil mobiler Membranproteine in der
gemessenen Probe (Reits und Neefjes 2001). Durch die Berechnung dieser
GroRRe kbnnen somit Aussagen Uber das Verhaltnis zwischen stationaren und
mobilen Proteinen in der Membran gemacht werden. Aus den an
verschiedenen Tagen ermittelten Werten wurden Mittelwert und
Standardfehler bestimmt.

Der ermittelte Wert Ty, wurde weiter fir die Bestimmung des
Diffusionskoeffizienten verwendet. Der Diffusionskoeffizient wurde nach

folgender Formel aus Ficz 2005a berechnet:
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D=(W/4xTy) X7

- wobei D der Diffusionskoeffizient, w der Radius der geblichenen Region, yp
der Korrekturfaktor flr die Form der Bleichregion und Ty, die zuvor ermittelte
Halbwertszeit der zurtickkehrenden Fluoreszenz ist. Der Korrekturfaktor yp,

der bendtigt wird, um die urspringlich fur eine runde Bleichregion entworfene
Formel an eine quadratische Bleichregion anzupassen, wurde Ficz 2005b

enthommen.
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6 Ergebnisse

6.1 Einfluss intrazellularer und extrazellularer Inter-
aktionspartner auf die Organisation des humanen
Insulinrezeptors

Es wurde friheren Studien gezeigt, dass der humane Insulinrezeptor (hIR) in
Clustern in der Plasmamembran organisiert ist (Uhles et al. 2003; Kabayama
et al. 2007) und dass der Cluster-Prozess auch eine medizinische Relevanz
besitzt (Inokuchi 2007; Kabayama et al. 2007). Der dem Clustern zugrunde
liegende Mechanismus ist jedoch unbekannt. Im Rahmen dieser Dissertation
wurde deshalb der Einfluss unterschiedlicher Bindungspartner auf die
Dynamik und die Anordnung des hIRs analysiert. Systematisch wurden
hierbei zuerst die Wechselwirkung mit mdglichen intrazellularen
Bindungspartnern und dann die Rolle potentieller Einflisse aus dem

extrazellularen Bereich untersucht.
6.1.1 Intrazelluldre Bindungspartner des hIRs

Vergleich der Mobilitat des hIRs in Membrane Sheets und in

Membranen lebender Zellen

Fur die Untersuchungen am hIR wurden HepG2-Zellen verwendet. Diese
Zelllinie ist ausgewahlt worden, da sie den Insulinrezeptor starker als Zellen
vieler anderer Gewebetypen exprimieren (Podskalny et al. 1985). Potentiell
sind hier auch Interaktionspartner des Rezeptors vermehrt endogen
vorhanden.

Um festzustellen, ob zytoplasmatische Faktoren die Organisation des hIRs in
der Plasmamembran beeinflussen, wurde die Mobilitat des Rezeptors in
Membranen gemessen. Eine Anderung in der Organisation des Rezeptors
sollte indirekt auch durch eine veranderte Dynamik des Proteins in der
Membran zu erkennen sein. Insbesondere ein Einfluss auf das

Clusterverhalten des hIRs sollte sich auch in der mittleren
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Diffusionsgeschwindigkeit in der Membran widerspiegeln. Die Dynamik des
Rezeptors in der Membran lasst sich methodisch einfach durch FRAP-
Messungen ermitteln. FRAP —Analysen wurden sowohl an intakten Zellen,
als auch mit Membrane Sheet-Praparationen durchgefiihrt. Die Verwendung
von Membrane Sheets ermdglichte es, Messungen in Abwesenheit
samtlicher zytosolischer Elemente durchzufihren und damit mdgliche
Wechselwirkungen dieser Faktoren mit dem untersuchten Rezeptor zu
unterbinden. Fiur den Versuch wurde die Wildtyp-GFP-Variante des hIRs in
HepG2-Zellen Uberexprimiert und aus den transfizierten Zellen Membrane
Sheets generiert. Vergleichende FRAP-Messungen wurden dann sowohl an
intakten Zellen, als auch an Membrane Sheets durchgefuhrt. Fir die FRAP-
Untersuchungen wurde, wie in Abschnitt 5.4.4 néher beschrieben, ein
definiertes Areal in der basalen Membran der jeweiligen Zellen ausgeblichen.
Danach wurde die - durch die Diffusion der fluoreszierenden
Membranproteine - in den geblichenen Bereich zuriickkehrende Fluoreszenz
Uber einige Minuten hinweg beobachtet. Aus diesen Aufnahmen konnten
verschiedene Mobilitatsparameter ermittelt werden. Berechnet wurde der
extrapolierte Maximalwert der zurickkehrenden Fluoreszenz sowie der
Zeitpunkt, an dem der halbmaximale Wert der zuriickkehrenden Fluoreszenz
erreicht war. Die ermittelten GrofRen ermdglichten den Vergleich der
Proteinmobilitdtt in  der Membran bei Abwesenheit intrazellularer
Interaktionspartner.

Die ermittelten Mobilitdtsparameter zeigten eine fast identische Dynamik des
hiIRs in den beiden getesteten Konditionen (Abbildung 13). Neben der
berechneten Halbwertszeit der zurlckkehrenden Fluoreszenz (Ti5; Zellen:
48,0 s +/- 16,6 s (SEM), Membrane Sheets: 45,0 s +/- 16,2 s (SEM)) war
auch der Anteil der mobilen Fraktionen der Proteine - beschrieben durch den
maximal erreichbaren Fluoreszenzwert - unter beiden Bedingungen ahnlich
(RecCwmax; Zellen: 73,9 % +/- 3,1 % (SEM), Membrane Sheets: 66,2 % +/- 3,6
% (SEM)). Anhand dieser Ergebnisse kann man davon ausgehen, dass die

Mobilitdt des hIRs nicht durch zytosolische Faktoren beeinflusst wird, da die
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Dynamik des und damit dessen Organisation Rezeptors sowohl in intakten
Zellen - bei Anwesenheit des Zytosols - als auch in analysierten Membrane

Sheets sehr dhnlich ist.
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Abbildung 13 Vergleichbare Dynamik von Membranproteinen in intakten Zellen und
zellfreien Membranpraparationen

Es wurden FRAP-Experimente an HepG2-Zellen durchgefihrt, die den GFP-markierten hiR
Uberexprimierten. Die Messungen wurden sowohl an intakten Zellen (A, oben) als auch an
Membrane Sheet-Praparationen (A, unten) durchgefihrt. Hierfir wurde die Fluoreszenz in
der basalen Plasmamembran in einer quadratischen Region (rote Markierungen in A)
ausgeblichen und das durch mobile Membranproteine bedingte Rickkehren der Fluoreszenz
beobachtet. Aus drei unabhéngigen Experimenten an jeweils 3-6 intakten Zellen und 3
Membrane Sheets wurde die riickkehrende Fluoreszenz gemittelt und Mittelwerte +/- SEM
berechnet (B). Hieraus wurden - wie zuvor beschrieben (Methoden, Abschnitt 5.4.4) - die
Halbwertszeit (C) und die maximal rickkehrende Fluoreszenz (D) der jeweiligen
Bedingungen ermittelt. Fir beide Versuchsanordnungen konnten sehr &hnliche
Mobilitdtsparameter des hIR-mEGFP-Konstrukts bestimmt werden.

Rolle der intrazellularen Domane des hIRs

Da gezeigt werden konnte, dass Bestandteile des Zytoplasmas scheinbar

keinen Einfluss auf die Dynamik des hIRs in der Plasmamembran haben,
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wurde entschieden zu testen, ob grundsatzlich intra- oder extrazellulare
Domaéanen des Proteins bestimmend fur die Membran-Mobilitat sind. Hierflr
wurden die Diffusions-Parameter unterschiedlicher Deletionsvarianten des
hIRs mittels FRAP-Analysen mit der des Wildtyps verglichen. In einem ersten
Schritt wurden Deletionskonstrukte des hIRs getestet, denen entweder der
komplette extrazellulare oder der gesamte intrazellulare Anteil des Rezeptors
fehlte. Wie in Abbildung 14 gezeigt, konnte bei FRAP-Messungen festgestellt
werden, dass bei fehlenden extrazellularen Doméanen des hIRs die laterale
Diffusion des Proteins in der Membran deutlich erhoht wird, wie der
Unterschied  zwischen  den berechneten Halbwertszeiten  des
zurickkehrenden Fluoreszenzsignals es verdeutlichte (T1,; Wildtyp: 28,0 s
+/- 7,0 s (SEM); mit extrazellularer Deletion: 4,2 s +/- 0,9 s (SEM)). Die
Variante des hIRs bei der die intrazellularen Bereiche des Rezeptors deletiert
wurden, wies dagegen eine d@hnliche Mobilitat wie der Wildtyp auf (Ty,; mit
intrazellularer Deletion: 35,0 s +/- 7,1 s (SEM)). Zusatzlich wurde auch der
mobile Anteil des Rezeptors nur bei einer Deletion des extrazellularen
Bereichs  verringert. Der  hierfir  errechnete  Maximalwert  der
zurickkehrenden Fluoreszenz lag leicht unterhalb der anderen getesteten
Konstrukte (Recwuax; Wildtyps: 87,8 % +/- 5,1 % (SEM), intrazellular deletierte
Variante: 83,8 % +/- 8,5 % (SEM), extrazellular deletierte Version: 55,0 % +/-
7,2 % (SEM)). Dieser Unterschied kdnnte jedoch auch ein Analyseartefakt
darstellen, da sich die gezeigten Werte auf extrapolierte Daten beziehen. Ein
direkter Vergleich entsprechender Rohdaten zeigt eine nur sehr geringe
Abweichung zwischen den jeweiligen Werten der unterschiedlichen
Konstrukte. Die ermittelten Werte fur die unterschiedlichen hIR-Varianten
gaben deutliche Hinweise darauf, dass nicht der intrazellulare Anteil, sondern
Bereiche des extrazellularen Anteils des Rezeptors fir das
Diffusionsverhalten des hIRs von entscheidender Bedeutung sind. Diese
Ergebnisse stehen auch im Einklang mit den Resultaten des vorherigen

Experiments, bei dem gezeigt werden konnte, dass Interaktionen mit
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potentiellen intrazellularen Bindungspartnern offensichtlich keinen Einfluss

auf die Mobilitat des Rezeptors in der Membran haben.
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Abbildung 14 Die Deletion der intrazellularen Doménen des hIRs beelnflusst nicht die
die Diffusionsgeschwindigkeit des Rezeptors in der Plasmamembran

Fluoreszenz (%) _, U3

FRAP-Analysen an HepG2-Zellen, die verschiedene Deletionsvarianten des hIR-mEGFP-
Konstrukts Giberexprimierten, zeigten eine verstarkte Mobilitéat des Proteins bei Deletion der
extrazellularen Doméanen des hiRs (A). Es konnte bei fehlendem extrazellularem Anteil des
hIRs beobachtet werden (A, unten), dass die Fluoreszenz deutlich schneller in das
gebleichte Areal zuriickkehrte, als bei Giberexprimiertem Wildtyp-Konstrukt (A, oben und B).
Dies spiegelte sich auch in der berechneten Halbwertszeit der zuriickkehrenden Fluoreszenz
wider, welche deutlich unter der des Wildtyp-Konstrukts lag (C). Auch der ermittelte
Maximalwert fur die zuriickkehrende Fluoreszenz (D) war etwas geringer als der Wert fur die
nicht-deletierte Variante des hIR. Die Deletion der intrazellularen Doméanen des hiRs (A,
mitte) schien dagegen kaum Einfluss auf die verschiedenen Mobilitatsparameter zu haben.
Fur eine detailllierte Beschreibung der FRAP-Methodik siehe Abbildung 13 und Methoden,
Abschnitt 5.4.4. Die dargestellten Daten (B, C und D) wurden in drei unabhangigen
Experimenten mit 3-7 Zellen pro Versuchstag und Kondition ermittelt. Gezeigt sind
Mittelwerte +/- SEM.
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6.1.2 Extrazellulare Bindungspartner

Durch die bisherigen Versuche konnte ausgeschlossen werden, dass die
Mobilitéat des hIRs durch Interaktionen mit Bestandteilen aus dem Inneren der
Zelle beeinflusst wird. Weder Entfernen des Zytoplasmas, noch das
Unterbinden von Wechselwirkungen durch die Deletion intrazellularer
Rezeptordomanen, konnte das Diffusionsverhalten des Proteins in der
Membran andern. Zusatzlich haben die Ergebnisse gezeigt, dass der
extrazellulare Teil des hIRs mal3geblich an Interaktionen beteiligt ist, die sich
entscheidend auf die Diffusion des Rezeptors in der Membran auswirken
(Abbildung 14). In den folgenden Experimenten sollte deshalb der Einfluss
von Bindungspartnern aus dem Extrazellularbereich auf die Mobilitat des
Rezeptors in der Zellmembran néher charakterisiert werden. Zusatzlich sollte
auch der extrazellulare Anteil des hIRs, der an moglichen Interaktionen
beteiligt ist, genauer identifiziert werden.

Dynamik des hIRs in der Membran nach Insulin-Stimulation

Um zu untersuchen, ob sich die Bindung des Liganden an den hIR auf die
Mobilitat des Proteins in der Plasmamembran auswirkt, wurden Zellen, die
eine GFP-markierte Variante des hIRs exprimierten, mit Insulin inkubiert.
Sowohl vor der Inkubation, als auch 1 und 10 min nach Insulinbehandlung
wurden FRAP-Analysen an den Zellen durchgefiihrt. Wie in Abbildung 15
gezeigt, konnte eine &hnliche Dynamik des hIRs in unstimulierten oder mit
Insulin behandelten Zellen beobachtet werden. Weder die berechnete
Halbwertszeit der zurtickkehrenden Fluoreszenz (Kontrolle: 59,9 s +/- 12,2 s
(SEM), Insulinstimulation; 1 min: 64,8 s +/- 7,4 s (SEM), 10 min: 70,6 s +/-
9,0 s (SEM) noch der theoretische Maximalwert fiur die wiederkehrende
Fluoreszenz (Kontrolle: 68,1 % +/- 7,7 % (SEM), Insulinstimulation; 1min:
65,8 % +/- 9,6 % (SEM), 10 min: 71,2 % +/- 6,2 % (SEM)) ergaben deutliche
Unterschiede zwischen Kontroll- und Stimulationsbedingungen. Es scheinen
also weder die direkte Liganden-Bindung an den extrazellularen Teil des
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hiIRs, noch eine nachfolgende potentielle Rekrutierung von intrazelluléaren
Interaktionspartnern eine Auswirkung auf die Mobilitat des hIRs in der

Membran zu haben.
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Abbildung 15 Bindung von Insulin hat keinen Einfluss auf die Diffusionsfahigkeit des
hIRs

Die Mobilitdt des Wildtyp-hIR-mEGFP-Konstrukts wurde in HepG2-Zellen mittels FRAP-
Messung an unbehandelten Kontrollen (A, oben), nach Stimulation mit Insulin nach 1 min (A,
mitte) und nach 10 min (A, unten) analysiert. Aus dem dargestellten Verlauf der
Fluoreszenzrickkehr (B) wurden die Halbwertszeiten (C, ,T1,“) und die maximale
rickkehrende Fluoreszenz (D, ,Recyay’) ermittelt (genauere Beschreibung siehe Abbildung 13
oder Methoden, Abschnitt 5.4.4). Aus drei unabhangigen Experimenten - mit jeweils 3-6
gemessenen Zellen pro Kondition - wurden die Mittelwerte mit +/- SEM bestimmt. Weder eine
kurzfristige noch eine langere Stimulation mit Insulin scheint die Mobilitat des Rezeptors in der
Membran zu &ndern.
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Stimulationsbedingte Internalisierung des hIRs

Die Stimulation des hIRs mit Insulin zeigte keinerlei Auswirkung auf die
Dynamik des Proteins in der Membran. Dieses Ergebnis war unerwartet, da
die Bindung von Insulin an den Rezeptor zu einer Konformationsédnderung
der Proteinstruktur fuhrt (Kiselyov et al. 2009; Whitten et al. 2009) und
zusatzlich  zu  vielfaltigen = Wechselwirkungen  mit intrazelluléaren
Interaktionspartnern (Schmelzle et al. 2006). Diese Prozesse kdonnten jeweils
zu einer Anderung der Organisation und damit auch zu Anderungen im
Diffusionsverhalten des hIRs in der Membran fiihren. Dies war jedoch nicht
nachweisbar. Um sicherzustellen, dass sich das verwendete Insulin auch
funktionell auf den Rezeptor auswirkt, ist untersucht worden, ob es zu einer
stimulationsbedingten Internalisierung des hIRs bei behandelten Zellen
kommt. Fir die Quantifizierung dieses Endozytose-Prozesses wurden
Membrane Sheets von zuvor stimulierten Zellen erstellt und der hIR mittels
fluoreszenzmarkierter Antikorper angefarbt. Hierbei wurden Antikorper
verwendet, die jeweils gegen ein intrazellulares (Abbildung 16; A, B) und ein
extrazellulares (Abbildung 16; C, D) Epitop des Rezeptors gerichtet waren.
Nach Insulin-Behandlung zeigte sich jedoch nur bei intrazellularer
Markierung des hIRs ein Rickgang der Fluoreszenzintensitat auf 57,9 % +/-
4,4 % (SEM), wobei die Intensitat der Farbung gegen den extrazellularen Teil
des hIRs kaum Anderungen zu unstimulierter Kontrolle zeigte. Es kam
dagegen zu einem geringen Anstieg der gemessenen Fluoreszenzintensitat
auf 113,9 % +/- 10,8 % (SEM).
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Abbildung 16 Einfluss von Insulin-Stimulation auf die Endozytose des humanen
Insulinrezeptors

HepG2-Zellen wurden fur 15 min bei 37 °C mit Insulin inkubiert, anschlieend wurden
Membrane Sheets generiert und immunhistochemisch gegen- entweder einen
extrazelluldren Bereich der a-Kette (A und B) oder gegen ein intrazellulares Epitop in der 3-
Kette (C und D) des hIRs - angefarbt. Nur die intrazellulare Anférbung zeigte nach
Stimulation einen Riuckgang der Fluoreszenzintensitdt. Die Immunanfarbung des
extrazellularen Anteiles des hiRs zeigte keinen Unterschied zu nicht stimulierten Kontrollen.
In A und B sind jeweils in der ersten Reihe zusétzlich Lipidanfarbungen der jeweiligen
Membrane  Sheets  gezeigt. (B und D) Quantifizierung  der relativen
Immunanfarbungsintensitat nach Insulin-Stimulation - normalisiert auf Kontrollbedingungen.
Angegeben sind die Mittelwerte von n = 3 (B) und n =5 (D) +/- SEM. Fir die Analyse wurden
18 - 50 Sheets pro Versuchstag und Kondition mit einbezogen.
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Etablierung des Membrane Sheet-Systems als Methode zur Messung der

stimulationsabhé&nigen Internalisierung von Rezeptor-Tyrosinkinasen

Da die hiR-Anfarbung auf Membrane Sheets nach Insulin-Stimulation zum
Teil widersprichliche Ergebnisse ergab, wurde getestet, ob sich diese
Methode grundsatzlich fur die Analyse von Endozytose-Prozessen von
Rezeptoren in der Membran eignet. Zu diesem Zweck wurden sowohl der
Her2- und Her3-Rezeptor als auch der epidermale Wachstumsfaktor-
Rezeptor (EGFR) untersucht. Diese Proteine gehdren wie der hIR zur
Familie der membrangebundenen Tyrosinkinasen. Hierdurch sollte belegt
werden, dass die Membrane Sheet-Technik fur die Analyse der

stimulationsbedingten Internalisierung des hiRs grundsatzlich anwendbar ist.

Die Untersuchung der Internalisierung des Her2- und des Her3-Rezeptors
wurde nach Heregulin-Stimulation an Membrane Sheets von SkBr3-Zellen
durchgeflihrt. SkBr3-Zellen exprimieren neben dem Her3- auch verstarkt den
Her2-Rezeptor (Wu et al. 2003) und wurden deshalb als Grundlage fur die
Versuche verwendet.

Nach Stimulation der Zellen mit Heregulin wurden Membrane Sheets erstellt
und die Fluoreszenzintensitat der Immunanfarbungen gegen den Her2- und
den Her3-Rezeptor quantifiziert. Ein Vergleich mit nicht stimulierten
Kontrollen zeigte, dass nach Stimulation nur noch ein Anteil von 45,3 % +/-
6,8 % (SEM) der Fluoreszenzfarbung gegen den Her3-Rezeptor zu
detektieren war. Dagegen war der Effekt der Stimulation auf die gemessene
Her2-Rezeptor-Immunfluoreszenz deutlich geringer. Normalisiert auf die
Kontrollkondition, wurde nur eine Verringerung auf 76,3 % +/-12,1 % (SEM)

der Fluoreszenzintensitat beobachtet (Abbildung 17).
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Abbildung 17 Heregulinstimulation verringert sowohl die Konzentration von Her3- als
auch von Her2-Rezeptorproteinen an der Plasmamembran

Nach Stimulation von SkBr3-Zellen fur 5 min bei 37 °C mit Heregulin wurden Membrane
Sheets erstellt und gegen Her3 (A und B) oder Her2 (C und D) angefarbt. Beide Her-
Varianten zeigten nach Heregulinbehandlung im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen
einen Rickgang in der Intensitdt der Immunanfarbung. In A und C sind jeweils oben
Lipidfarbungen  der untersuchten = Membrane  Sheets gezeigt. Die relative
Fluoreszenzénderung der Immunanfarbung der Proben nach Stimulation wurde ermittelt.
Gezeigt sind die Mittelwerte +/- SEM von drei (B) bzw. vier (D) unabhéangigen
Versuchstagen, wobei 22-44 Sheets pro Tag und Kondition analysiert wurden.
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Um zu ermitteln, ob ein Internalisierungseffekt auch bei stimulierten EGF-
Rezeptoren zu beobachten ist, wurden H460-Zellen mit EGF behandelt und
die Intensitat der Fluoreszenzfarbung mit der von nicht behandelten Zellen
verglichen. Die Zelllinie H460 exprimiert den EGF-Rezeptor endogen
(Simonetti et al. 2010) und kann deshalb gut als Testsystem fiur die
Internalisierung des Rezeptorproteins verwendet werden.

Fur die Auswertung wurden sowohl die Farbung gegen ein intrazellulares als
auch gegen ein extrazellulares Epitop des EGF-Rezeptors auf Membrane
Sheets quantifiziert. Hierbei konnte bei beiden Detektionsvarianten des
Rezeptors festgestellt werden, dass - im Vergleich zu nicht stimulierten
Kontrollen - nur noch etwa die Halfte der Fluoreszenzintensitat zu messen
war. Die Farbung gegen die intrazellulare Region zeigte eine Verringerung
auf 55,5 % +/- 9,9 % (SEM) und die gegen den extrazellularen Anteil des
EGF-Rezeptors gerichtete Farbung eine Abnahme auf 40,2 % +/- 9,5 %
(SEM). Die in Abbildung 18 fur den EGF-Rezeptor ermittelten Daten wurden
teilweise auch in der Veroffentlichung (Bill et al. 2010) gezeigt.

In den vorausgegangenen Experimenten konnte bewiesen werden, dass die
Internalisierung verschiedener Rezeptortypen mit Hilfe von
Immunanfarbungen an Membrane Sheets nachvollzogen werden kann. Dies
ist auch ein Indiz dafur, dass die Stimulation der Zellen mit Insulin erfolgreich
war und die Ergebnisse, die im Rahmen der vorhergegangenen FRAP-

Messungen (Abbildung 15) erzielt wurden, zuverlassig sind.

Die bei der Analyse des hIRs aufgetretenen widersprichlichen Aussagen
(Abbildung 16 B und D) schienen also nicht auf der grundsatzlichen Methodik
zu beruhen, sondern deuten im speziellen Fall des verwendeten Antikorpers
auf einen limitierten Zugang gegen das entsprechende Epitop des hIRs hin
(Abbildung 16 D).
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Abbildung 18 Nach Stimulation mit epidermalem Wachstumsfaktor (EGF) werden
weniger EGF-Rezeptoren an der basalen Plasmamembran detektiert

Gezeigt sind Membrane Sheet-Farbungen gegen ein intrazellulares (A und B) oder ein
extrazellulares Epitop (C und D) des EGFR der H460-Zellen. Beide Varianten zeigen nach
einer Vorbehandlung der Zellen mit EGF (5 min bei 37 °C) eine schwachere Anfarbung des
EGFR. (A und C), oben, Lipidfarbungen der Membrane Sheets. Der relative Ruckgang im
Vergleich zu Kontrollkonditionen ist in B und D angegeben. Hierfir wurden die Mittelwerte
aus drei unabhangigen Versuchstagen +/- SEM ermittelt (B, D). Pro Versuchstag und
Kondition wurden 24-66 Membrane Sheets mit in die Messungen einbezogen. Die Abbildung
ist teilweise Bill et al. 2010 entnommen und wurde modifiziert.
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Verlasslichkeit der hIR-Antikdrperfarbung

Im Rahmen der vorausgegangenen Versuche ist deutlich geworden, dass es
Probleme mit den verwendeten Antikbrpern gegen den hIR gibt. Um die
Qualitat und Spezifizitat der verwendeten AntikOper genauer zu untersuchen,
wurden Membrane Sheets von Zellen, die eine GFP-markierte Variante des
hIRs Uberexprimierten, mit den verschiedenen Antikérpern - gerichtet gegen
den hIR — angefarbt. Bei einer Bindung des verwendeten Antikbrpers an den
in den Zellen Uuberexprimierten hIR sollte es zu einer deutlichen
Uberlagerung des roten Antikorpersignals mit dem griinen Signal des an den
hIR gekoppelten GFPs kommen. Zusatzlich sollten auch Membrane Sheets
von Zellen, die das hIR-GFP-Protein Gberexprimieren, deutlich starker durch
den Antikorper angefarbt werden, als nicht-transfizierte Zellen. Ein Vergleich
der im roten Kanal erscheinenden Fluoreszenzfarbung mit dem GFP-Signal
des Uberexprimierten hIRs zeigte jedoch eine geringe oder nur teilweise
Kolokalisierung der Fluoreszenzen (Abbildung 19; rechte Spalte). Der gegen
den extrazellularen Teil des hIRs gerichtete Antikorper (Abbildung 19, A)
erkannte scheinbar nur einen geringen Prozentsatz des Uberexprimierten
Rezeptors. Selbst in Membrane Sheets von Zellen, in denen hIR-GFP stark
exprimiert wurde, konnte nur ein geringer Anstieg in der Intensitat der
Antikorperfluoreszenz beobachtet werden. Ein grol3erer Anteil wurde
offensichtlich durch den Antikérper erkannt, der ein intrazellulares Epitop des
hiRs detektiert. Jedoch wurd auch hier nur eine Subpopulation erfasst
(Abbildung 19; B). Um fir weiter Versuche auf andere Antikorper ausweichen
zu kdénnen wurden verschiedene andere kommerziell erhaltliche Antikorpern
auf die gleiche Art und Weise getestet. Auch diese zeigten jedoch fur die
Immunfluoreszenzfarbung des hIRs keine besseren Ergebnisse (Daten nicht
gezeigt). Alle verwendeten Antikoérper sind im Material- und Methodenteil
aufgefuhrt.

Da nur Subpopulationen des Proteins nachgewiesen werden kdnnen, eignen
sich Antikérperfarbungen nicht als Grundlage fir eine genaue Analyse der

lateralen Verteilung des hIRs in der Membran. Es wurde deshalb
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entschieden, in weiteren Untersuchungen am hIR nur noch mit GFP-
markierten Varianten des Rezeptors zu arbeiten und darauf zu vertrauen,
dass diese ahnliche Charakteristiken aufweisen, wie der endogen
vorkommende Rezeptor. Trotz der aufgetretenen Probleme scheint der
Antikdrper gegen intrazellulare Domanen des hIRs die Abnahme des
Rezeptors in der Zellmembran nach Stimulation zu erfassen (siehe
Abbildung 16 A und B). Fur eine relative Quantifizierung des
Internalisierungseffekts scheint der Antikorper demzufolge geeignet,
wenngleich nur ein kleiner — vermutlich aber repréasentativer - Teil der hIiR-

Proteine bei der Immunanfarbung erkannt wird.

A

Membranfarbung hIR-GFP hIR a-AK Farbung Uberlagerung  VergréRerung

Abbildung 19 Verwendete hIR-Antikdrper zeigen unzuverlassige Spezifitat

In HepG2-Zellen wurde Wildtyp hIR-mEGFP Uberexprimiert und Membrane Sheets der
Zellen immunhistochemisch gefarbt. Links ist eine Lipidfarbung der untersuchten
Membranpraparationen gezeigt. Uberlagerung von GFP-Signalen und Antikérperfarbung
gegen den extrazellularen (A) oder gegen den intrazellularen (B) Anteil des hIRs zeigten
kaum (A) oder nur geringe (B) Ubereinstimmung beider Fluoreszenzkanale. VergréRerungen
(rechts) zeigen, dass der im grinen Kanal erscheinende Uberexprimierte hIR-mEGFP
(Kreise) nicht durch die verwendeten Antikdrper (roter Kanal) erkannt wird.
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Interaktionen mit der Glykokalix

Da der hIR eine Vielzahl von Glykosylierungsstellen aufweist (de Meyts und
Whittaker 2002), wurde getestet, ob die Wechselwirkungen mit der
Glykokalix einen Einfluss auf die Beweglichkeit des Rezeptors in der
Membran haben. Zu diesem Zweck wurden - wie in Abbildung 15 - FRAP-
Studien an Zellen durchgefuhrt, die eine hIR-Variante mit gekoppeltem EGFP
exprimierten. Neben unbehandelten Zellen wurde auch eine Kondition
analysiert, bei der die Zellen zuvor mit einer Mischung unterschiedlicher
Glykokalix-abbauenden Enzyme behandelt worden waren (siehe Abschnitt
5.3.7). Die Wirksamkeit der Enzymmischung wurde an einem Versuchstag
parallel zur FRAP-Analyse getestet. Hierfir wurden Zellen mit den Enzymen
behandelt und mit fluoreszenzmarkiertem WGA angefarbt (siehe Abschnitt
5.3.10). WGA bindet an bestimmte Anteile der Glykokalix von
Zellmembranen (Chazotte 2011). Im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen
konnte eine geringe Bindung von WGA an Zellen gemessen werden, die
zuvor mit dem Enzymmix inkubiert worden waren. Wie in Abbildung 20 zu
sehen, konnte bei behandelten Zellen eine auf 64,7 % +/- 27 % (SD)
verringerte Fluoreszenzintensitat der WGA-Farbung detektiert werden. Dies
war ein Indiz for einen teilweisen Abbau der Glykokalix durch die
verwendeten Enzyme.

Ein Unterschied im Rahmen der analysierten Dynamikparameter konnte
zwischen den untersuchten Bedingungen nicht festgestellt werden
(Abbildung 20). Sowohl die berechnete Halbwertszeit der rickkehrenden
Fluoreszenz (Kontrolle: 17,6 s +/- 3,8 s (SEM), nach Enzyminkubation: 16,9 s
+/- 1,1 s (SEM)), als auch die maximal zurlckkehrende Fluoreszenz
(Kontrolle: 89,4 % +/- 4,0 % (SEM), nach Enzymbehandlung: 87,5 % +/- 2,1
% (SEM)) waren mit und ohne Abbau der Glykokalix vergleichbar.
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Abbildung 20 Die Diffusion des hIRs in der Membran wird nicht durch die Glykokalix

beeinflusst

HepG2-Zellen, die Wildtyp-hIR-mEGFP berexprimierten, wurden mit einer Mischung
Glykokalix-abbauender Enzyme (Neuramidase, PNGase und Galactosidase) behandelt.
Vergleichende FRAP-Studien (vergl. Abbildung 15) an unbehandelten Kontrollen (A, oben)
und an Zellen mit Vorbehandlung (A, unten) zeigten keine Unterschiede in der Mobilitat der
hIR Proteine (B). Weder die berechnete Halbwertszeit der zurtickkehrenden Fluoreszenz
(C), noch die ermittelte maximale riickkehrende Fluoreszenz (D) scheinen durch die
Behandlung beeinflusst (Berechnung beschrieben in Abschnitt 5.4.4). Dargestellt sind die
Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchstagen +/- SEM mit 4-7 untersuchten Zellen pro

Versuchstag und Kondition.
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(E,F) Aktivitatsnachweis der verwendeten Enzyme. Parallel zu einem FRAP-Versuch wurden
aus einem Teil der vorbehandelten HepG2-Zellen Membrane Sheets generiert und an
diesen eine Glykokalix-Farbung mit WGA durchgefiihrt. Der eingesetzte WGA-Farbstoff
bindet an die Glykokalix und ist durch einen fluoreszierenden Marker nachweisbar. Die
Membrane Sheet-Praparationen der Zellen, die zuvor mit den Enzymen behandelt worden
waren, zeigten eine Verringerung der Intensitat des Fluoreszenzsignals im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen (E). (F) Mittlere gemessene Fluoreszenzintensitat normalisiert auf
die Kotrollbedingung +/- SD von einem Versuchstag und 47 untersuchten Zellen.

Identifikation der mobilitatshestimmenden Domane des hlRs

Keiner der bisher untersuchten extrazellularen Bindungspartner konnte die
Mobilitat des hIRs in der Membran entscheidend beeinflussen. Es konnte
aber gezeigt werden, dass die extrazellularen Anteile des hIRs eine
Auswirkung auf die Mobilitat des Rezeptors haben (Abbildung 14). Es wurde
deshalb entschieden, sich dem Problem mittels einer detaillierten
Deletionsanalyse zu néhern. In den nachfolgenden Experimenten wurde
systematisch untersucht, welche extrazellulare Domane des hIR-Proteins

potentiell an entsprechenden Interaktionen beteiligt sein konnte.

Ein Bereich von weniger als 300 Aminoséauren in der a-Kette des hlRs wirkt

sich auf die Dynamik des Rezeptors in der Membran aus

Um weiter einzugrenzen, welche Sequenzen im extrazellularen Anteil des
hiRs sich essentiell auf das Diffusionsverhalten des Rezeptors in der
Zellmembran auswirken, wurde eine Version des hIRs in Zellen
Uberexprimiert, bei der im mittleren Bereich der a-Kette ein Abschnitt von 284
Aminosauren deletiert wurde (hIR A56-340, siehe Abbildung 12). Obwohl
dieses Konstrukt schon zu etwa 80 % mit der Wildtypversion des hIRs
identisch war, konnten FRAP-Untersuchungen Unterschiede in der Mobilitat
der Proteinvarianten in der Membran feststellen (Abbildung 21). Bei einer
vergleichbaren mobilen Fraktion an untersuchten Proteinen (RecCwyax; Wildtyp:
82,8 % +/- 1,0 % (SEM), hIR A56-340: 85,1 % +/- 4,7 % (SEM)), zeigte die
Deletionsvariante eine insgesamt schnellere Diffusion in der Membran.
Dieser Effekt konnte durch die Dberechnete Halbwertszeit der

zurickkehrenden Fluoreszenzintensitat wahrend der Messung quantifiziert
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werden (Ty; Wildtyp: 69,1 s +/- 2,4 s (SEM), hIR A56-340: 43,2 s +/- 149 s
(SEM)). Da das untersuchte Deletionskonstrukt zum grofRten Teil mit der
ursprunglichen Wildtypvariante Ubereinstimmt, konnten im Bereich der
deletierten Region Proteindoméanen vorhanden sein, die fir die Verringerung
der Mobilitat des Rezeptors in der Membran entscheidend sind. Der
gemessene Unterschied fallt jedoch im Vergleich zu dem Konstrukt mit
ganzlich deletierter extrazellularer Domane (hIR A4-923) deutlich geringer
aus (siehe Abbildung 14). Es konnten dementsprechend auch weitere
extrazellulare Doménen des hIRs einen Einfluss auf die Dynamik des

Rezeptors in der Membran haben.
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Abbildung 21 Einfluss einer Region im extrazelluldren Anteil auf die Diffusion des
hIRs in der Membran

In FRAP-Experimenten wurde, wie in Abbildung 15 beschrieben, die Diffusion von Wildtyp-
hIR-mEGFP (A, oben) mit einem Deletionskonstrukt verglichen, in dem nur wenige
extrazellulare Doméanen des hIRs entfernt wurden (A, unten). Hierbei konnte nach dem
Ausbleichen von Membranarealen ein schnelleres Riuickkehren der Fluoreszenz (B) mit einer
geringeren Halbwertszeit (C) als beim hIR-Wildtyp beobachtet werden. Der berechnete
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Maximalwert fur die zurickkehrende Fluoreszenz (D) war fur beide analysierten Konstrukte
ahnlich (die Analysemethode ist beschrieben in Abschnitt 5.4.4). Gezeigt sind die Mittelwerte
+/- SEM von drei unabh&ngigen Versuchstagen, wobei pro Tag und Bedingung 4 - 6 Zellen
ausgewertet wurden.

Einfluss membrannaher Proteindoménen auf die Mobilitdt des hIRs in der

Membran

Um zu ermitteln, wie hoch der Einfluss der Transmembranregion des hIRs
auf die Dynamik des Rezeptors in der Plasmamembran ist, wurden
verschiedene hIR-Varianten kloniert, die mdglichst nur die Region des
Membrandurchgangs des Rezeptors beinhalteten. Hierbei ergaben sich
jedoch Probleme, da zahlreiche getesteten hIR-Versionen, die in Zellen
Uberexprimiert wurden, nicht in den Plasmamembranen der Zellen, sondern
nur zytoplasmatisch nachweisbar waren (siehe auch Abbildung 24). Erst in
einem spaten Stadium des Projekts gelang es, ein Konstrukt zu erstellen,
das bis auf die Transmembranregion nur einen relativ geringen
extrazellularen Anteil des hIRs aufwies und an der basalen Membran von
Uberexprimierenden Zellen detektiert werden konnte - die hIR A4-820A959-
1331 Variante (siehe auch Abbildung 12). Die FRAP-Messungen an diesem
Konstrukt ergaben eine nur wenig abweichende Dynamik des Proteins in der
Membran im Vergleich mit der Wildtypversion des hIRs (Abbildung 22). Die
aus den FRAP-Ergebnissen ermittelten Parameter der zurlckkehrenden
Fluoreszenzen zeigten fur den theoretisch zu erwartenden Maximalwert der
wiederkehrenden Fluoreszenz (Recmax; Wildtyp: 79,0 % +/- 3,0 % (SEM), hiIR
A4-820A959-1331: 75,0 % +/- 3,8 % (SEM)) nur eine geringe Abweichung
zwischen Wildtyp- und Deletionskonstrukt. Die berechneten Halbwertszeiten,
die Ruckschlisse auf die Dynamik der Proteine in der Membran zulassen,
zeigten fur das Deletionskonstrukt eine etwas starkere Mobilitat als fur den
Wildtyp (T12; Wildtyp: 18,4 s +/- 0,6 s (SEM), hIR A4-820A959-1331: 15,1 s
+/- 0,5 s (SEM)).
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Abbildung 22 Umfangreichere Deletion fuhrt wiederum zu verlangsamter Diffusion

Die in Abbildung 14 und Abbildung 21 gezeigten Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine
teilweise Deletion der extrazellularen Doméne zu einer Erhéhung der Mobilitdt des hiRs in
der Membran fihrt. Um zu testen, ob die Dynamik des Rezeptors durch eine zuséatzliche
Deletion weiter ansteigt, wurde eine Deletionsvariante des hIR-mEGFP-Wildtyps, die heben
der Transmembranregion nur eine membrannahe extrazellulare Doméne aufweist, getestet.
Die stark deletierte Variante des hIRs (A, unten) zeigte vergleichbare Mobilitat in der
Membran wie der intakte hIR (A, oben). FRAP-Analysen wurden, wie in Abbildung 13
beschrieben, an HepG2-Zellen durchgefihrt, die entsprechende Konstrukte exprimierten.
Sowohl die ermittelten Werte fur die Halbwertszeiten (C), als auch der fir den Maximalwert
(D) der zuruckkehrenden Fluoreszenzen (B), ergaben keine deutlichen Unterschiede
zwischen den eingesetzten hIR-mEGFP-Varianten. Die gezeigten Daten sind die Mittelwerte

+/- SEM von drei unabhéangigen Versuchstagen mit jeweils 4 - 6 Zellen pro Einzelexperiment
und Kondition.

Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den Daten, die in Abbildung 21
gezeigt sind. Abgesehen von den Doméanen, die offensichtlich einen Einfluss
auf die Mobilitdt des Rezeptors in der Membran haben (Abbildung 14 und
Abbildung 21), wurden bei dem hier getesteten Konstrukt noch weitere

Bereiche des hIRs entfernt. Trotzdem kam es zu einer relativen
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Verlangsamung der gemessenen Diffusion des Proteins in der Membran. Die
ermittelten widersprichlichen Daten kénnen an dieser Stelle nicht sinnvoll
interpretiert werden. Mdgliche Erklarungsansatze, die eine Begrindung fur
die vorliegende Problematik darstellen kénnten, werden in der Diskussion
genauer erértert. Ein Vergleich der relativen Diffusions-Halbwertszeiten der
untersuchten hlR-Varianten ist zur Veranschaulichung der Problematik in

Abbildung 23 zusammengefasst.
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Abbildung 23 Ubersicht iiber Ty,-Werte der analysierten hIR-Konstrukte

Die Abbildung zeigt die durch FRAP-Analysen ermittelten Halbwertszeiten aller untersuchten
hIR-Deletionsvarianten. Die Werte wurden auf die gemittelten Halbwertszeiten der
Wildtypvariante des hiRs normalisiert, die jeweils als Kontrollkondition zu den verschiedenen
Deletionsvarianten gemessen wurden. Vergleiche auch Abbildung 14, Abbildung 21 und
Abbildung 22.
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Schwierigkeiten bei Mobilitdsanalysen des hIRs

Fur eine genauere Analyse des hIRs wurden weitere Deletionsvarianten des
Rezeptors kloniert und in Zellen Gberexprimiert. Bis auf die in den bisherigen
Experimenten gezeigten Versionen konnte jedoch in transfizierten Zellen nur
intrazellulare Lokalisation der Konstrukte beobachtet werden (Abbildung 24).
An Membrane Sheet-Praparationen der jeweiligen Zellen konnten keine oder
nur sehr geringe Fluoreszenzsignale der jeweilig Uberexprimierten
Konstrukte nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Eine nahere
Eingrenzung als der in Abbildung 21 beschriebene extrazellulare Bereich -
der fur die Mobilitat des hIRs in der Membran entscheidenden

Proteindomé&ne - war deshalb im Rahmen des Projekts nicht mdglich.
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Abbildung 24 Ein Teil der Deletionsvarianten des hlRs werden nicht in die
Plasmamembran inkorporiert

Nur ein Teil der im Rahmen der Arbeit erstellten Deletionskonstrukte des hiRs konnte in der
Plasmamembran von transfizierten Zellen nachgewiesen werden (griiner Kasten). Viele
andere Varianten des Rezeptors wurden nicht - oder fur Analysen unzureichend - in die
Zellmembran inkorporiert (roter Kasten). Membrane Sheet-Praparationen von HepG2-Zellen,
transfiziert mit den beschriebenen hIR-Variationen, zeigten bei mikroskopischer Analyse
keine oder extrem schwache GFP-Fluoreszenzsignale in basalen Membranen (Daten nicht
gezeigt).
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Ein weiteres Problem, das im Verlauf der Untersuchungen mittels FRAP-
Messung deutlich wurde, war die zum Teil starke Varianz in der ermittelten
Halbwertszeit der zurickkehrenden Fluoreszenz bei Analysen des hiIR-
MEGFP-Wildtyps. Die ermittelten Werte waren im Verlauf einzelner
Experimentserien stabil, bei weiter auseinanderliegenden Versuchsreihen
konnten jedoch zum Teil starke Variationen beobachtet werden (siehe z.B.
Abbildung 15 und Abbildung 20). Ein Grund hierfur kdnnte eine allmahliche
Anderung der Proteinzusammensetzung in den Membranen der verwendeten
Zelllinie sein. Ein solcher Prozess konnte sich Gber mehrere Zellgenerationen
verstarken. Es konnte allerdings kein generell erkennbares Muster im

Vergleich hoher oder niedriger Zell-Passagen entdeckt werden.

6.1.3 Machbarkeitsstudie zur Einzelmolekilanalyse von GFP-
markierten hIR Molekllen mittels TIRF-Mikroskopie

Alternativ zur Klarung des Einflusses von Doménen auf die Mobilitdt des
hiIRs wurde auch die Mobilitat verschiedener Rezeptor-Deletionsvarianten

auf der Einzelmolekil-Ebene untersucht.

Um die Bewegung einzelner hiIR-Molekile in der Membran zu beobachten,
wurden Zellen mit hIR-EGFP-Varianten transfiziert und mit Hilfe von TIRF-
Mikroskopie Bildserien aufgenommen. TIRF-Mikroskopie ermdglicht eine
selektive Anregung von Fluorophoren in der basalen Membran von Zellen
(siehe Abschnitt 2.3.2). Durch das besonders gute Signal/Rausch-Verhaltnis
der mittels dieser Mikroskopie-Technik aufgenommenen Bilder, eignet sich
die TIRF-Methode auch fur die Aufnahme von lichtschwachen
Einzelmolekilsignalen (Kasai et al. 2011; Dixit und Ross 2010).

Fir die Aufnahmen in dieser Arbeit wurde in einem ersten Schritt versucht,
die basale Membran von transfizierten Zellen mit Laserlicht hoher Intensitat
auszubleichen. Die jeweiligen Zellen sollten solange dem Laserlicht exponiert
werden, bis nur noch einzelne ungeblichene GFP-markierte Molektle in der
Membran verbleiben wirden. Es wurde jedoch festgestellt, dass diese

Methode bei intakten Zellen kaum anwendbar ist. Bei der Mikroskopie von
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Zellen diffundierten fortwahrend ungeblichene Fluorophore aus den
Membranbereichen aufRerhalb des TIRF-Feldes in die basale Membran.
Hierdurch wurde ein Bleichen der Zellen sehr zeitaufwendig und flhrte
letztendlich nicht zu Resultaten. Durch den Einsatz von Membrane Sheets
konnte dieses Problem umgangen werden. Die Proben wurden durch den
Laser schneller geblichen und bei einigen Aufnahmen konnte mit einer
gewissen Wahrscheinlichkeit die Bewegung von Einzelmolekdlen identifiziert
werden. Fur die Messungen wurden bei maximaler Laserintensiat 500 Bilder
hintereinander aufgenommen, wobei alle 0,084 s ein Bild gemacht wurde.
Dies war die maximale Bildfrequenz, die mit dem verwendeten System zu
erreichen war und bei der Signale potentieller Einzelmolekile noch von dem
Hintergrundrauschen differenziert werden konnten. Die Auswahl der jeweilig
untersuchten Signale wurde manuell vorgenommen. Da GFP mit einer
Frequenz von etwa 10 Hz blinkt (Dickson et al. 1997), wurde versucht, die
Bewegung von Einzelmolekilen Uber ein entsprechendes Blinken zu
identifizieren. Als zusatzliches Kriterium, sollten gemessene
Fluoreszenzsignale potentieller Einzelmolekile — aulerhalb  von
Blinkereignissen — eine konstante Fluoreszenzintensitat emittieren. Des
Weiteren sollten untersuchte Fluoreszenzsignale im Verlauf von Messungen
innerhalb eines einzelnen stufenlosen Schritts geblichen werden. Bei
Aufnahmen von fluoreszierenden Objekten, die alle drei beschriebenen
Eigenschaften aufwiesen, wurde - wie in Abschnitt 5.4.3 beschrieben - der
genaue Bewegungsverlauf der Signale software-unterstitzt analysiert. Die
zugrunde gelegten Kriterien fur die Selektion von Einzelmolekulaufnahmen
konnten jedoch nicht systematisch analysiert werden. Trotz einer mdglichst
objektiven Auswahl, ist somit unsicher inwiefern im Rahmen der Analysen
tatsachlich die Bewegungsverlaufe von Einzelmolekilen aufgenommen
werden konnten.

In  Abbildung 25 sind einige Beispiele von ausgewerteten
Molekulbewegungen verschiedener hIR-mEGFP-Varianten gezeigt. Gezeigt

ist auch die Aufnahme eines hIR-Konstrukts, welches nur aus der
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Transmembranregion des Rezeptors und intrazellular gekoppeltem mEGFP
aufgebaut ist (hIR A8-923A959-1331, siehe auch Abbildung 12). Da nur ein
sehr geringer Anteil des Konstrukts in der Plasmamembran zu detektieren
war, konnte es wegen der geringen Fluoreszenzintensitat nicht fir FRAP-
Messungen eingesetzt werden. Bei Einzelmolekiluntersuchungen konnten
jedoch mehrfach Bewegungen einzelner GFP-markierter Molekile der hiR-
Variante aufgezeichnet werden. Fir andere untersuchte Deletions-Varianten
des hIRs konnten keine Einzelmolekulbewegungen identifiziert werden.

Um mdgliche Unterschiede der Diffusion der gemessenen Deletionsvarianten
in der Zellmembran festzustellen, wurde aus der Bewegung der Molekile
auch das mean square displacement (MSD) bestimmt. Wie spater genauer
beschrieben, koénnen durch das MSD Ruckschlisse auf das
Diffusionsverhalten der analysierten Moleklle gezogen werden. Da im
Rahmen von zahlreichen Versuchen nur wenige zuverlassige Aufnahmen
von Einzelmolekilen gemacht werden konnten, war eine weitere statistische
Auswertung der Daten nicht mdglich. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
die Technik grundsatzlich funktionieren kénnte, wenngleich noch offene

Punkte zu diskutieren sind.
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Abbildung 25 Einzelmolekilanalyse des hIRs und hIR-Deletionsvarianten

Die linke Spalte der Abbildung (A, C, E) zeigt Bewegung und Verlaufe (rote Linien) von
moglichen Einzelmolekilen verschiedener hIR-mEGFP-Varianten Uber 100 Einzelbilder hin
mit einer Aufnahmefrequenz von 0,084 s pro Bild. Die Messungen wurden mit TIRF-
Mikroskopie in Membrane Sheet-Préaparationen bei entsprechend transfizierten HepG2-
Zellen durchgefiihrt. Zuséatzlich wurde das mean square displacement (MSD) der jeweilig
identifizierten Molekulbewegungen Uber den Gesamtzeitraum von 8,4 s berechnet (B, D, F).
(Beschreibung siehe Abschnitt 5.4.3). Die gezeigten Daten sind Beispielergebnisse eines
Versuchstages.
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6.2 Einfluss von Ca* auf die Organisation von SNARE-
Proteinen

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss von Calcium-lonen auf die
Organisation und Dynamik von zwei Proteinen aus der SNARE-Familie

analysiert.

Voruntersuchungen aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Lang haben
Hinweise darauf gegeben, dass durch elektrostatische Mechanismen die
Verteilung von Membranproteinen verandert wird (Zilly et al. 2011). Im
Rahmen dieser Arbeit sollte der beobachtete Effekt anhand der Proteine
Syntaxin und SNAP25, die jeweils stark negativ geladene intrazellulare

Domanen besitzen, verifiziert und naher untersucht werden.

Der Effekt von Calcium-lonen auf die Organisation der SNAREs wurde mit
Hilfe unterschiedlicher Mikroskopie-Techniken analysiert. In friheren
Arbeiten konnte bereits ein Zusammenhang zwischen der Abnahme der
Intensitat der Immunanfarbung und einem héheren Grad an Packungsdichte
von untersuchten Proteinen festgestellt werden. Hierbei wurden Hinweise
gefunden, dass sich durch die verstarkte Clusterung von Proteinen die
Zuganglichkeit von Epitopen fur verwendete Antikdrper verschlechterte (Zilly
2006). Basierend auf diesen Ergebnissen wurde an Membrane Sheets die
Intensitdt und auch die Verteilung der Immunanfarbung mittels
Epifluoreszenz-Mikroskopie analysiert. Da bereits gezeigt werden konnte,
dass eine Immobilisierung von Membranproteinen ebenfalls mit einer
hoheren Packungsdichte bzw. einer verstarkten Clusterbildung von
Membranproteinen in Zusammenhang steht (Sieber et al. 2007), sind auch
Mobilitatsparameter der untersuchten SNARE-Proteine als Mal3 fur die
Organisation der Proteine in der Membran verwendet worden. Hierfir wurde
der Einfluss der Calcium-lonen auf die Membranorganisation an lebenden
Zellen anhand veréanderter Diffusion in der Zellmembran mit Hilfe von FRAP-

Messungen und TRIF-Mikroskopie untersucht.
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Die meisten der in diesem Abschnitt dargestellten Ergebnisse wurden in (Zilly
et al. 2011) veroffentlicht.

6.2.1 Ca®" induzierte Veranderung der lateralen Verteilung von
SNAP25 und Syntaxinl

Vorarbeiten zum Einfluss von Calcium auf die Organisation von
Membranproteinen konnten zeigen, dass Calcium die Immunanfarbung von
verschiedenen Membranproteinen verringert. Au3erdem schien das Erhéhen
der Calcium-Konzentration zu einer verstarkten Clusterung der untersuchten
Proteine zu fuhren. Diese Beobachtung basierte jedoch nur auf einem
visuellen Eindruck und erlaubte somit keine objektive Quantifizierung (Zilly
2006). Fur eine eindeutigere Charakterisierung des beobachteten Effekts
fehlte - im Fall der SNARE-Proteine Syntaxin und SNAP25 - bisher sowohl
die genaue Beschreibung des zeitlichen Ablaufs der Reaktion, als auch eine
Methode, um die veranderte Organisation der Proteine in der Membran zu

quantifizieren.

Um diese bisher fehlenden Parameter zu ermitteln, wurden native Membrane
Sheets von PC12-Zellen mit einem Calcium/DPTA Puffersystem mit 54 uM
freiem Calcium inkubiert (siehe Abschnitt 5.3.6). Wie in Abbildung 26 gezeigt,
wurde die Behandlung nach unterschiedlichen Zeitpunkten durch das
Fixieren der Membrane Sheets abgebrochen. Danach wurden
Immunanfarbungen gegen Syntaxinl oder SNAP25 durchgefuhrt. Die
Intensitat der jeweiligen Farbungen wurde analysiert und gegen die direkt
fixierte Kontrollkondition normalisiert. Zuséatzlich wurde fir jeden Messwert
die prozentuale Standardabweichung der gemessenen Pixelintensitaten
berechnet. Die relative Standardabweichung der gemessenen Pixelwerte
eignet sich als Mal} fur die Organisation der untersuchten Proteine, da
hieriber festgestellt werden kann, ob sich beim Vergleich unterschiedlicher
Konditionen eine homogenere oder heterogenere Verteilung der

gemessenen Fluoreszenzintensitaten ergibt. Bei einer sehr homogenen
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Verteilung der untersuchten Proteine in der Membran wird auch ein Bild einer
entsprechenden Immunanfarbung nur geringe Schwankungen in der
Fluoreszenzintensitat verschiedener Bildpunkte aufweisen. Bei einer
heterogeneren Verteilung von untersuchten Membranproteinen — wie es bei
verstarktem Clustern der Proteine der Fall ist — wird auch eine
entsprechende  Antikorperfarbung eine hoéhere Variabilitat in  den
Intensitatswerten der unterschiedlichen Bildpunkte zeigen. Eine einfache
Quantifizierung dieser Schwankung in den Pixelwerten ist mdglich, indem
die relative Standardabweichung der Einzel-Pixelwerte zur gemessenen
mittleren Fluoreszenzintensitat aller analysierten Bildpunkte berechnet wird.
Mit Hilfe dieser Analysemethode konnte bestimmt werden, innerhalb welchen
Zeitraums die Behandlung mit Calcium eine Wirkung auf die Organisation
bzw. auf die Immunanfarbung der untersuchten Proteine zeigt (Abbildung 26,
B und E). Zusatzlich wurde aber auch eine Quantifizierung des Cluster-
Effekts moglich (Abbildung 26, C und D). Fur die Quantifizierung wurde von
der berechneten relativen Standardabweichung der Pixelintensitaten der
jeweiligen Konditionen zusatzlich der Wert der direkt fixierten
Kontrollbedingung abgezogen. Anhand der ermittelten Daten konnte
festgestellt werden, dass der Ruckgang der Intensitat der jeweiligen
Immunanfarbung und die verstarkt geclusterte Anordnung der
Membranproteine zeitlich parallel verlauft. Sowohl bei Syntaxinl als auch bei

SNAP25 setzten beide Prozesse nach Inkubationszeiten von 1 bis 5 min ein.

Fir eine anschauliche lllustration des Effekts von Calcium auf die Clusterung
der Proteine wurden die aufgenommenen Fluoreszenzfarbungen der
unterschiedlichen Zeitpunkte jeweils auf den gleichen Intensitatsmittelwert

skaliert (Abbildung 26, A und B jeweils untere Zeile).
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Abbildung 26 Rickgang der Immunfluoreszenz-Intensitat nach Ca2+-BehandIung
geht einher mit einer verstarkt geclusterten Organisation von Membranproteinen

(A, D) Syntaxin (A) und SNAP25 (D) Immunanfarbungen an Membrane Sheets, zuvor
behandelt fur unterschiedliche Zeitintervalle mit 54 pM ca”. Die jeweils obere Zeile zeigt
Bilder gleicher Skalierung und verdeutlicht die schwécher werdende Immunanfarbung nach
langeren Ca”*-Inkubationen. Fiir die Bilder der unteren Zeilen von A und D wurden die
Skalierungen normalisiert, um zu zeigen, dass nach langeren Ca®*-Behandlungen ein
deutlicheres Clustern der Membranproteine stattfindet. Hierfir wurden die Bilder
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hintergrundkorrigiert und die jeweilige mittlere Bildintensitat auf die mittlere Intensitat der
direkt fixierten Kontrolle normalisiert und dann gleich skaliert. Sowohl fir Syntaxin (B, C) als
auch SNAP25 (E, F) wurde die mittlere prozentuale Fluoreszenzintensitéat (B, E) bestimmt.
Zusatzlich wurde die SD der mittleren Bildintensitat (normalisiert auf den jeweiligen mittleren
hintergrundkorrigierten Wert) berechnet und auf den Wert der direkt fixierten Kontrolle
bezogen (C, F). Dargestellt sind die Ergebnisse fir Ca**-Behandlung (griine Graphen) und
die jeweiligen Kontrollbedingungen (blaue Graphen). Die berechneten Mittelwerte aus drei
unabhéngigen Experimenten sind +/- SEM dargestellt. Pro Tag und Kondition wurden 26-74
Membrane Sheets ausgewertet. Eine veranderte Version der Abbildung ist in Zilly et al. 2011
veroffentlicht.

Ausschluss von Proteaseaktivitat als Mechanismus fir die Ca®'-abhingige

Abnahme der Immunanfarbung von SNARE-Proteinen

Die in Abbildung 26 dargestellten Reduzierungen der SNARE-
Immunanfarbung kénnten theoretisch auch ein Hinweis auf Ca®*-Aktivierung
von Proteasen sein. Die beschriebenen Experimente wurden an Membrane
Sheets durchgefuhrt und es konnte nicht ausgeschlossen werden, dass nach
der Erstellung der Membrane Sheets Protease-Aktivitat an der Membran
stattfindet. Um sicher zu stellen, dass der Rickgang der Intensitat der
Immunanfarbung nicht auf Proteaseaktivitat zurtiickzufuhren ist, wurden die
Experimente teilweise wiederholt. In parallelen Versuchen wurden wahrend
der Inkubation mit Calcium-lonen zusatzlich verschiedene
Proteaseinhibitoren mit in die Losungen gegeben. Zusatzlich zu Syntaxin und
SNAP25 wurde noch ein weiteres Membranprotein, Synaptophysin,
untersucht, das weniger empfindlich auf Ca** reagiert hat (Zilly 2006). Fur
alle drei untersuchten Proteine konnte nachgewiesen werden, dass es nach
Inkubation mit Calcium-lonen auch in der Gegenwart von Protease-
Inhibitoren gleichermallen zu einer Verringerung der Intensitat der

Fluoreszenzfarbungen kommt (Abbildung 27).
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Abbildung 27 Verédnderung der Immunanfarbung nach Ca**-Inkubation ist nicht
durch Proteaseaktivitat bedingt

Membrane Sheet-Préparationen von PC12 Zellen wurden fur 10 min bei 37 °C mit oder ohne
54 uM freiem Ca” inkubiert. In einem parallelen Ansatz wurde zusatzlich eine Mischung
verschiedener Proteaseinhibitoren zugegeben (complete Mini EDTA-free Cocktail (inhibiert
Serin- und Cystein-Proteasen), 1 mM 1,10-Phenanthroline (hemmt Metallo-Proteasen) und
1,46 pM Pepstatin A (Hemmung von Aspartyl-Protease-Aktivitat)). Die Intensitat von
Immunanfarbungen gegen Synaptophysin (A), Syntaxinl (B) und SNAP25 (C) wurde auf die
von Kontrollen (inkubiert ohne ca” und ohne Inhibitoren) normalisiert. Gezeigt sind die
Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten +/- SEM, es wurden pro Experiment und
Bedingung 42-74 Membrane Sheets ausgewertet. Die Abbildung wurde in abgewandelter
Form auch in Zilly et al. 2011 publiziert.

6.2.2 Die Calcium-bedingte Abnahme der Immunanfarbung von
SNARE Proteinen ist umkehrbar

Um festzustellen, ob die durch Calcium induzierte geringere Anfarbbarkeit
von Proteinen auch umkehrbar ist, wurde die intrazellulare Calcium-
Konzentration in lebenden Zellen kinstlich erhdht. Hierfir wurden die Zellen
in einer Pufferldosung mit erhdhter Calcium-Konzentration inkubiert.
Zusatzlich wurde lonomycin zugegeben, welches Calcium-lonen durch
Zellmembranen transportieren kann. Kontrollkonditionen wurden mit EGTA
versetzt, das die Calcium-lonen der Pufferlosung bindet. Fir eine
Regeneration der Zellen wurden diese nach der 5 min lonomycin-
Behandlung in Medium bei 37 °C inkubiert (siehe auch Abschnitt 5.3.5). Nach
unterschiedlichen Zeitintervallen wurden dann Membrane Sheets der Zellen
erstellt und Immunanfarbungen gegen Syntaxin und SNAP25 durchgeflhrt.
Die gemessenen Intensitaten der Fluoreszenzfarbungen wurden gegen die

jeweilige Kontrollkondition normalisiert und als prozentualer Wert dargestellt
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(Abbildung 28). Anhand der Untersuchungen war zu erkennen, dass der
Calcium-Effekt nach etwa 1 - 2 Std Regeneration nur noch sehr schwach in

den Zellen nachweisbar war.
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Abbildung 28 Ca**-bedingter Inmunfluoreszenzriickgang ist reversibel

PC12-Zellen wurden zuerst fiir 5 min mit lonomycin und zusétzlich mit und ohne Ca**-lonen
in einer Pufferldsung und dann in Medium fir die angegebenen Zeitintervalle bei 37 °C
inkubiert. Dann wurden Membrane Sheets generiert und gegen Syntaxinl (A, B) oder
SNAP25 (C,D) angefarbt. (B, D) Gezeigt sind die gegen die jeweilige Kontrollkondition
normalisierten relativen Fluoreszenzintensitdten. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM
aus drei unabhéangigen Experimenten. Fir jede Kondition der einzelnen Versuche wurden 17
- 50 Membrane Sheets ausgewertet. Die dargestellte Abbildung wurde leicht verandert
bereits in Zilly et al. 2011 veroffentlicht.



Ergebnisse 89

6.2.3 Intrazellulares Ca?* verandert die Mobilitdt von Syntaxin-
GFP

Um eine Auswirkung der Calcium-Konzentration auf Syntaxin auch direkt in
lebenden Zellen untersuchen zu konnen, wurde SyntaxinlA-GFP in Zellen
Uberexprimiert und die Dynamik des Proteins in der Membran mit Hilfe von
FRAP-Messungen analysiert. Hierbei wurden Diffusionsparameter wie die
Halbwertszeit und die maximal zuriickkehrende Fluoreszenz bestimmt (siehe
auch Abschnitt 5.4.4). Wie zu Beginn des Kapitels 6.2 bereits erortert, sollte
sich eine veranderte Organisation von Syntaxin-Molekilen auch in einer
Anderung der Mobilitat der Proteine in der Membran widerspiegeln. Der
Anteil mobiler Syntaxin-GFP Molekile entspricht hierbei dem bei den
Messungen berechneten Wert fir die maximal zuriickkehrende Fluoreszenz
(Recwmax) (Goehring et al. 2010). Eine Abnahme dieser Messgro3e korreliert
folglich mit einer verstarkten Immobilisierung der untersuchten Syntaxin-
Molekile in der Zellmembran. Zusatzlich ergibt sich bei FRAP-Messungen
durch die Bestimmung der Halbwertszeit (Ti7) der zurickkehrenden
Fluoreszenz auch die mittlere Diffusionsgeschwindigkeit der untersuchten
Proteine in der Membran (Canel et al.). Ein relativer Vergleich der RecCyax-
und Ty-Werte verschiedener experimenteller Bedingungen ermdglicht somit
auch Aussagen Uuber eine Veranderung im Clustergrad bzw. der
Diffusionsgeschwindigkeit untersuchter Proteine.

Fur die FRAP-Analysen wurde die Ca?*-Konzentration im Zytoplasma der mit
SyntaxinlA-GFP transfizierten Zellen - mit Hilfe des lonen-Transporters
lonomycin - erhoht. FRAP-Messungen wurden an der gleichen Zelle sowohl
vor, als auch nach der Behandlung mit Ca?‘/lonomycin durchgefiihrt
(genauer beschrieben in Abschnitt 5.3.5). Hierbei konnte eine Anderung der
Mobilitatparameter von Syntaxinl in der Membran untersuchter Zellen
festgestellt werden (Abbildung 29; B, C und D). Neben einer verstarkten
Diffusion nach Calcium-Behandlung (Abbildung 29; C und E) konnte auch
eine Verringerung des mobilen Anteils des Proteins in der Membran ermittelt
werden (Abbildung 29; D). Parallel wurden Kontrollanalysen durchgefiihrt, bei
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denen die Zellen in einem Puffer inkubiert wurden, der neben Calcium und
lonomycin auch EGTA enthielt. Die so behandelten Zellen zeigten vor und
nach der Behandlung keine deutlichen Unterschiede der Mobilitat von
Syntaxin-GFP (Daten nicht gezeigt).

Neben der Abnahme des Recuax- und einer Verringerung des Ti,-Wertes
konnte nach Ca®*-Behandlung auch ein leichter Riickgang der Fluoreszenz
beobachtet werden (vergleiche obere und untere Zeile in Abbildung 29 A,
siehe auch Abbildung 30). Dies kdnnte ein weiterer Hinweis auf ein
verstarktes Clustern der Syntaxin-GFP-Molekile durch den Einfluss von
Calcium-lonen sein. Infolge eines hoheren Clustergrades der Syntaxin-
Proteine kommt es auch zu einer rdumlichen Annaherung der gebundenen
GFP-Molekile. Hierdurch kénnte es zu einem Homo-FRET (Fdrster-
Resonanzenergietransfer) bzw. einem self-quenching zwischen den GFP-
Molekilen kommen, welches in einer Abnahme der zu beobachtenden
Fluoreszenz resultieren sollte. Vergleichbare Effekte sind bereits fur
verschiedene Fluorophore beschrieben (Hamann et al. 2002).

Ahnliche Ergebnisse wie fir Syntaxin-GFP konnten auch bei entsprechenden
Versuchen an GFP-SNAP25 beobachtet werden (Zilly et al. 2011).
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Abbildung 29 Messungen der Mobilitat von Proteinen in der Membran zeigen, dass
Ca2+—BehandIung den Anteil der immobilen Fraktion und die Diffusion der mobilen
Fraktion erhoht

In A sind FRAP-Messungen an PC12-Zellen gezeigt, die SyntaxinlA-GFP exprimieren. Wie
in Abschnitt 5.3.5 beschrieben, wurden Zellen zuerst in Ringerlésung (A, oben) und nach 5
min Inkubation mit Ca2+-Transporter lonomycin und erhéhter Ca**-Konzentration (A, unten)
gemessen. Die rickkehrenden Fluoreszenzintensitaten (B) zeigten nach Ca2+-BehandIung
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sowohl eine niedrigere Halbwertszeit (C), als auch einen geringeren Wert fir die ermittelte
maximal zurtickkehrende Fluoreszenz (D). Der berechnete Diffusionskoeffizient ist nach der
Behandlung mit Ca®* deutlich hoher als in Kontrollkonditionen (E). In analog durchgefiihrten
Kontrollen wurde Calcium durch zusatzliche Zugabe von EGTA cheliert. Hier wurden keine
Unterschiede aufgrund der verschiedenen Bedingungen festgestellt (Daten nicht gezeigt).
Dargestellt sind Ergebnisse von drei unabhangigen Versuchen mit 3 - 5 Zellen pro
Experiment und Kondition. Angegeben sind Mittelwerte +/- SEM (n=3). Die dargestellte
Abbildung wurde in geanderter Form auch schon in Zilly et al. 2011 veroffentlicht.

6.2.4 Calcium-Behandlung verringert die Fluoreszenz von GFP-
markierten SNARE-Proteinen

Wie zuvor beschrieben, wurde bei FRAP-Analysen festgestellt, dass das
Erhbéhen der intrazellularen Calcium-Konzentration die GFP-Fluoreszenz
Uberexprimierter SNAREs mdglicherweise Uber Homo-FRET-Effekte
beeinflusst. Um dieses Phanomen genauer zu quantifizieren, wurden die in
Abbildung 29 beschriebenen Versuche wiederholt und mit TIRF-Mikroskopie
analysiert (Abbildung 30). Fur die Messungen wurden sowohl Zellen
untersucht, die SyntaxinlA-GFP exprimierten, als auch Zellen, die mit GFP-
SNAP25 transfiziert waren. Ahnlich wie zuvor wurden die Zellen in einem
Puffer mit Calcium und lonomycin inkubiert, um die Calcium-Konzentration
im Inneren der Zellen zu erhéhen. Sowohl vor der Behandlung mit Calcium,
als auch nach 5 und 10 min Inkubation, wurden im TIRF-Modus Bilder der
basalen Membranen der Zellen aufgenommen (Abbildung 30; A und C). Fur
Kontrollen wurde zusatzlich EGTA mit in die Pufferlosung gegeben, um die
Calcium-lonen zu chelatieren. Die Fluoreszenzintensitdten der einzelnen
Messungen wurden ermittelt und auf die Kondition vor Calcium-Behandlung
normalisiert (Abbildung 30, B und D). Da bekannt ist, dass die Intensitat der
GFP-Fluoreszenz auch durch eine Anderung des pH-Werts beeinflusst
werden kann (Bizzarri et al. 2009), wurden die Zellen am Ende jeder
Messung in Ringerlosung mit zusatzlich 50 mM Ammoniumchlorid (NH4CI)
inkubiert und ein weiteres TIRF-Bild aufgenommen. Ammoniumchlorid-lonen
konnen in die untersuchten Zellen diffundieren, wirden einen potentiell

vorhandenen ph-Gradienten im Zytosol der Zellen abbauen (Holroyd et al.
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2002) und zu einer erneuten Anderung der GFP-Fluoreszenzintensitat
fuhren. Es zeigte sich jedoch bei keiner der Messungen eine Veranderungen
der Fluoreszenzintensitat durch Zugabe der Losung (Daten nicht gezeigt).
Somit konnte ein pH-Effekt ausgeschlossen werden.
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Abbildung 30 TIRF-Mikroskopie zur Messung der Ca”*-induzierten Abnahme von
Syntaxin-GFP- und GFP-SNAP25-Fluoreszenz in lebenden Zellen

PC12-Zellen, die SyntaxinlA-GFP (A, B) oder GFP-SNAP25 (C, D) exprimieren, wurden
zusammen mit lonomycin und extrazellularem ca* (A und C, unten) 5 und 10 min bei RT
inkubiert (A und C, zweite und dritte Spalte) und mittels TIRF-Mikroskopie, wie in Abschnitt
5.4.3 beschrieben, analysiert. Fir Kontrollbedingungen wurde freies Calcium durch Zugabe
von EGTA chelatiert (A und C, oben). Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM (n=3). Pro
Kondition und Einzelexperiment wurden 5 - 7 Zellen analysiert. Die Abbildung und gezeigten
Werte wurden in abgeénderter Darstellung schon in Zilly et al. 2011 verdffentlicht.
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6.2.5 Carbachol und Thapsigargin stimulierte Anstiege der
intrazellularen Calcium-Konzentration zeigten bei PC12-Zellen
keine Anderung der Membranprotein-Organisation

Fur die bisherigen Experimente an lebenden Zellen (Abbildung 29 und
Abbildung 30) wurde die Calcium-Konzentration im Zytoplasma der Zellen
durch den Einsatz des lonen-Transporters lonomycin erhoht. In einem
weiteren Experiment sollte die intrazellulare Calcium-lonen-Konzentration
ber Stimuli erhoht werden, die eher einem physiologischen Ca**-Anstieg
ahneln. Hierfir wurden die Zellen mit Carbachol und Thapsigargin behandelt.
Carbachol bindet an Calcium-Kanéle in der Plasmamembran und bewirkt ein
Offnen der Kaniale (Wang et al. 2009), wodurch lonen in das Zellinnere
einflieBen kdnnen. Die Inkubation mit Thapsigargin bewirkt dagegen, dass
Calcium aus Zellorganellen in das Zytoplasma ausgeschuttet wird (Giorgi et
al. 2010). Es wurden &hnlich wie in Abbildung 30 PC12-Zellen mit
SyntaxinlA-GFP transfiziert und die Fluoreszenzintensitat in der basalen
Membran der Zellen mit TIRF-Mikroskopie analysiert. In Vorversuchen
wurden Einzelinkubationen mit Carbachol und Thapsigargin getestet. Die
Zellen wurden hierfir bei 5 mM Calcium im Puffer mit verschiedenen
Inkubationszeiten sowohl bei RT als auch bei 37 °C behandelt. In keiner der
untersuchten Konditionen zeigte sich eine Veranderung der gemessenen
Fluoreszenzintensitat (Ergebnisse nicht gezeigt). Um den Effekt der
Stimulation zu verstarken, wurden die Zellen gleichzeitig mit Carbachol und
Thapsigargin behandelt, zusatzlich die extrazelluldre Ca**-Konzentration auf
10 mM erhéht und die Proben bei 37 °C inkubiert. Sowohl vor der
Behandlung, als auch nach 10 und 20 min Inkubation wurden TIRF-
Mikroskopie-Aufnahmen gemacht (Abbildung 31 A). Die gemessenen
Fluoreszenzintensitaten wurden gegen die Kondition vor der Behandlung
normalisiert (Abbildung 31 B). Ein Effekt der Stimulation auf die Fluoreszenz
von SyntaxinlA-GFP konnte nicht beobachtet werden. Im Rahmen der
gezeigten Versuche wurden nur wenige Zellen analysiert, wodurch die

ermittelten Daten statistisch nicht aussagekraftig sind. Falls jedoch ein
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starker Ca®*-Effekt vorgelegen hatte, ware dies zumindest in einer
entsprechenden Tendenz in der Anderung gemessener

Fluoreszenzintensitaten erkennbar gewesen.
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Abbildung 31 Ca”*-Einstrom durch lonenkanale und Ausschiuttung von ca* aus
intrazellularen Reservoirs sind nicht ausreichend fiir eine Anderung der Membranorga-
nisation

Mit SyntaxinlA-GFP transfizierte PC12-Zellen wurden in Ringerldsung mit 10 mM CacCl,, 5
mM Carbachol und 1 pM Thapsigargin bei 37 °C inkubiert und wie in Abschnitt 5.4.3
beschrieben, nach 10 und 20 min (A, zweites bzw. drittes Bild) im TIRF-Modus
mikroskopiert. (B) Quantifizierung der Fluoreszenzintensitat der basalen Membran nach
angegebenen Zeiten, normalisiert auf die 0 min-Kontrolle. Gezeigt sind Mittelwert +/- SD von
einem Versuchstag und drei analysierten Zellen.
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7 Diskussion

In der vorliegenden Dissertation wurden Mechanismen untersucht, die
Verteilung und Mobilitat von Proteinen in der Plasmamembran bestimmen,
sowohl an intakten Zellen, als auch mit dem Membrane Sheet-Assay. Im
ersten Teil der Arbeit sind hierbei die Interaktionen verschiedener
Bindungspartner mit dem humanen Insulinrezeptor (hIR) genauer
charakterisiert worden. In einem zweiten Projekt wurde der Einfluss von
ionischen Interaktionen auf die Organisation von SNARE-Proteinen in der

Zellmembran umfangreich analysiert.

7.1 Einfluss intra- und extrazellularer Bindungspartner auf
die Organisation des hIRs in der Plasmamembran

Der hIR gehdrt zur Familie der membrangebundenen Tyrosinkinasen. Zu
dieser Proteingruppe zahlen verschiedene Rezeptormolekile, die in
entscheidende zellulare Prozesse, wie beispielsweise die DNS-Replikation,
die Zellmotilitat und die Zelldifferenzierung involviert sind (Yarden und
Sliwkowski 2001; Bill et al. 2010). In friheren Studien konnte gezeigt werden,
dass viele dieser Rezeptor Tyrosinkinasen - auch der hIR - in abgetrennten
Mikrodoméanen der Plasmamembran vorkommen (Nagy et al. 1999; Uhles et
al. 2003; Yang et al. 2007; Szab et al. 2008). Es konnte weiter nachgewiesen
werden, dass Defekte in der Mikrodomanen-Formierung des hIRs in
Zusammenhang mit Diabetes mellitus Typ-2 gebracht werden konnen
(Inokuchi 2007; Kabayama et al. 2007). FUr eine genauere Charakterisierung
der Mechanismen, die den hIR organisieren, wurde in dieser Arbeit der
Einfluss potentieller Bindungspartner auf die Anordnung und Dynamik des
Rezeptors in der Zellmembran analysiert.

Zu diesem Zweck wurden im Rahmen der Analysen die generellen
Interaktionen mit intrazellularen Bestandteilen, die Wirkung der Stimulation
des Rezeptors und der Einfluss von Wechselwirkungen mit der Glykokalix

auf die Mobilitat des Membranproteins getestet. Um festzustellen, ob eine
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bestimmte Proteindomane des hiIRs fur die Dynamik des Rezeptors in der
Zellmembran relevant ist, wurden auch unterschiedliche Deletionsvarianten
des Proteins erstellt, in Zellen uberexprimiert und jeweils mit dem

Diffusionsverhalten des Wildtyps verglichen.

7.1.1 Wechselwirkungen mit intrazellularen Faktoren kontrollieren
nicht die Mobilitat des hIRs in der Plasmamembran

Wie bereits erwahnt, haben frihere Studien nachgewiesen, dass der hIR in
Mikrodomanen in der Plasmamembran anzutreffen ist. Membranproteine, die
geclustert vorkommen, werden hierdurch teilweise immobilisiert. Wird die
Bindung zum Cluster unterbunden, erhoht sich auch die Dynamik des
entsprechenden Proteins in der Membran (Sieber et al. 2007). Ein Vergleich
der jeweiligen Mobilitdt des hIRs in der Zellmembran unter verschiedenen
Bedingungen lasst deshalb auch Ruckschlisse auf die Organisation und das
Clusterverhalten des Proteins in der Membran zu. In den Untersuchungen
wurden deshalb Anderungen in der Mobilitat des Rezeptors als indirekter
Malistab fur eine Veranderung der Organisation des hIRs in der Membran
eingesetzt. Die verschiedenen Mobilitatsparameter des hIRs in der
Zellmembran wurden durch den Einsatz von FRAP-Messungen (Abschnitt
5.4.4) untersucht.

In Kombination mit dem eingangs beschriebenen Membrane Sheet-Assay
(Abschnitt 2.3.3) konnte dann in einem ersten Schritt gezeigt werden, dass
sich die Diffusion von untersuchten hIR-Molekilen in diesen
Plasmamembran-Préaparationen nicht von der Mobilitdt des Rezeptors in
Membranen intakter Zellen unterschied. Durch die Verwendung von
Membrane Sheets konnte somit eine Interaktion zwischen dem untersuchten
Membranprotein  und im  Zytosol vorkommenden  Bestandteilen
ausgeschlossen werden (Abbildung 13). Eine Kontrolle der Organisation des
Rezeptors in der Membran durch intrazellulare Faktoren ist deshalb
unwahrscheinlich. Dieses Ergebnis wurde weiter unterstitzt durch die

Tatsache, dass eine Deletionsvariante des hIRs - bei welcher der
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intrazellulare Anteil ganzlich fehlte - eine vergleichbare Dynamik in der
Membran wie die Wildtyp-Version des Rezeptors zeigte (Abbildung 14). Auch
die Behandlung des Rezeptors mit Insulin zeigte keine Auswirkung auf die
Mobilitat des Proteins in der Membran (Abbildung 15), obwohl bekannt ist,
dass es nach Stimulation zu einer Rekrutierung vieler intrazellularer

Bindungspartner an den Rezeptor kommt (Moloney et al. 2010).

7.1.2 Anteile der extrazellularen Domane des hlRs scheinen eine
Bedeutung fur die Dynamik des Rezeptors in der Plasmamembran
zu haben

Mit Hilfe von FRAP-Untersuchungen wurden in weiteren Versuchen auch
unterschiedliche extrazellulare Bindungspartner getestet, die einen Einfluss
auf die Diffusion des hIRs in der Membran haben konnten. Hierbei zeigte
sich, dass weder eine Stimulation mit Insulin (Abbildung 15), noch der Abbau
der Glykokalix (Abbildung 20) der untersuchten Zellen, die Dynamik des
Rezeptors in der Membran entscheidend andern konnten. Es muss jedoch
angemerkt werden, dass eine Wechselwirkung mit mdglichen
Glykokalixresten nicht ganzlich ausgeschlossen werden kann, da die
Glykokalix durch die angewandte Enzym-Behandlung nur teilweise abgebaut
wurde (Abbildung 20). Zusatzlich wird auch durch die verwendete WGA-
Farbung (siehe Abschnitt 5.3.10) — zum Nachweis des Glykokalix-Abbaus -
nur ein Teil der glykosylierten Membranbestandteile markiert (Wang et al.
2010). Wenn auch unwahrscheinlich, wére es deshalb mdglich, dass die
Glykokalix im Rahmen der entsprechenden Versuche weniger stark als
vermutet abgebaut wurde und der hIR mit den verbliebenen Resten der
Glykokalix in Interaktion getreten ist.

Keiner der untersuchten mdoglichen Bindungspartner des hiRs hatte in den
bisherigen Versuchen einen nachweisbaren Einfluss auf die Organisation
des hIRs in der Zellmembran. Es wurde deshalb in einem weiteren Schritt mit
Hilfe einer Deletionsanalyse versucht, eine Domane des Proteins zu

bestimmen, welche die Mobilitat des Rezeptors in der Membran kontrollieren
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kann. Die ermittelten Ergebnisse lieferten Hinweise, dass die extrazellularen
Doménen des hIRs fur die Diffusion des Proteins in der Membran
entscheidend sind (Abbildung 14). In weiteren Experimenten konnten sowohl
Bereiche in der mittleren Region der extrazellularen Doméne, (Abbildung 21)
wie auch membrannahe extrazellulare Aminosaure-Sequenzen (Abbildung
22) als entscheidend fir die Dynamik des Rezeptors in der Plasmamembran
identifiziert werden. Hierbei ergab sich jedoch ein Widerspruch, da die Lange
des deletierten extrazellularen Bereichs nicht mit einer Zunahme der Mobilitat
korrelierte. Wenngleich eine teilweise Deletion der extrazellularen Domane
des Proteins in einer Zunahme der hIR-Mobilitéat in der Membran resultierte,
so fuhrte eine weitere Deletion wieder zu einer verlangsamten Diffusion
(Abbildung 23). Offensichtlich Uberlagern sich hier Mechanismen, die fir die
unterschiedlichen Varianten verschieden stark ausgepragt sind. Weitere
Deletionskonstrukte des hIRs, die zur Klarung des Problems héatten beitragen
konnen, konnten bei tberexprimierenden Zellen nicht in der Plasmamembran
nachgewiesen werden (Abbildung 24).

Hierdurch war es einerseits nicht moglich, die beschriebene Problematik
aufzulésen, andererseits konnte auch die Lokalisierung entscheidender
Proteindoménen des hIRs nicht weiter eingegrenzt werden. Die erzielten
Ergebnisse geben somit nur Hinweise, dass eine oder mehrere Regionen der
extrazellularen Domanen des hIRs ausschlaggebend fiur das
Diffusionsverhalten des Rezeptors in der Zellmembran sind. Die
gewonnenen Erkenntnisse konnten aber ein Anhaltspunkt dafur sein, dass
der hIR tatsachlich Uber extrazellulare Mechanismen in seiner Dynamik
gesteuert wird.

Es gibt mehrere Uberlegungen, warum es bei der Analyse von hIR-
Deletionsvarianten zu teilweise nicht erklarbaren Ergebnissen gekommen ist.
Es ware zum Beispiel mdglich, dass bei umfangreicher Deletion die
Transmembranregion des hIRs sehr dicht in Cluster gepackt wird und dass
diese Cluster eine geringere Tendenz zur Dissoziation zeigen. Bei der

Wildtypvariante und den anderen getesteten Konstrukten ist dies durch die
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komplexe dreidimensionale Struktur der verschiedenen Protein-Doménen (de
Meyts und Whittaker 2002) nicht mdéglich. Man musste daher die genaue
Verteilung der unterschiedlichen Konstrukte in der Plasmamembran mittels
Antikdrperfarbung untersuchen - idealerweise mit hochauflosender STED-
Mikroskopie. Da jedoch keiner der getesteten kommerziell erhaltlichen
Antikérper eine verlassliche Spezifitat zeigt (Abbildung 19), war eine
genauere Aufklarung der zugrunde liegenden Mechanismen im Rahmen

dieser Arbeit nicht moglich.

7.1.3 Einzelmolekilanalysen von GFP-markierten hIR-Fusions-
konstrukten in der Plasmamembran

Um eine Erklarung fir die z.T. widerspruchlichen Ergebnisse der FRAP-
Untersuchungen zu finden und um ein besseres Verstandnis fir die Dynamik
der einzelnen hiR-Molekile zu erlangen, wurde versucht, Bewegungen von
Einzelmolekulen verschiedener Deletionsvarianten des Rezeptors in nativen
Membranen nachzuverfolgen. Bei FRAP-Messungen kénnen nur Diffusions-
parameter ermittelt werden, die einen Durchschnittswert zahlreicher
Bewegungsmuster darstellen. Durch Einzelmolekiluntersuchungen kann
dagegen tatsachlich das Diffusionsverhalten und die Geschwindigkeit
einzelner Proteine unterschieden werden. Mit dieser Technik ist somit die
Detektion von Subpopulationen, die Uber verschiedene Diffusionsmuster
verfigen, moglich. Beispielsweise kdnnte auch die Bewegung von Molekilen
in Membranmikrodomanen und die dortige Verweilzeit auf diesem Weg
nachgewiesen werden.

Im Vorfeld konnte im Rahmen von FRAP-Versuchen bereits ausgeschlossen
werden, dass es Unterschiede zwischen der Mobilitat des hIRs in Membrane
Sheet-Praparationen und in Membranen intakter Zellen gibt (Abbildung 13).
Es wurde deshalb entschieden, die Einzelmolekilanalysen an Membrane
Sheets durchzufiihren, da diese Methode einige gute Voraussetzungen fur
die Untersuchung des Diffusionsverhaltens von einzelnen

membranstéandigen Molekillen bietet. Einerseits ermoglicht der Einsatz von
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Membrane Sheets die Detektion von sehr leuchtschwachen Objekten, da
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen dieser Plasmamembran-
Praparationen ein sehr gutes Signal-zu-Hintergrund-Verhéaltnis aufweisen
(siehe auch Abschnitt 2.3.3). Das Verwenden von Membrane Sheets konnte
es deshalb auch erlauben, selbst die geringe emittierte Fluoreszenz von
GFP-markierten Einzelmolekilen vom Grundrauschen des verwendeten
Systems zu differenzieren. Die Membrane Sheet-Technik ist des Weiteren
von Vorteil, da es fur die Detektion einzelner Molekule nétig ist, ein Grolitell
der Fluorophore in der analysierten Probe auszubleichen (siehe auch
Abschnitt 6.1.3). Versuche, die GFP-markierten Proteine in der basalen
Membran von intakten Zellen zu bleichen, erwiesen sich - durch Diffusion
von Fluorophoren in den und aus dem Membranbereich aul3erhalb der
Fokusebene - als ineffektiv. Das Ausbleichen von Membrane Sheet-
Praparationen war, infolge der nahezu zweidimensionalen Anordnung der
fluoreszenzmarkierten Molekule, deutlich einfacher. Bei Vorversuchen erwies
sich weiterhin die Kombination der Membrane Sheet-Technik mit TIRF-
Mikroskopie als vorteilhaft. Ein Grund hierfir kdnnte sein, dass der Einsatz
von TIRF-Mikroskopie den Einfluss von stdérenden Lichtsignalen, die
aulRerhalb der Fokusebene liegen, weiter reduziert (siehe auch Abschnitt
2.3.2). Wie in Abschnitt 6.1.3 beschrieben, konnten durch die Verbindung der
beiden Methoden mdglicherweise Messungen an Einzelmolekilen gemacht
werden. Es wurde hierfir versucht Einzelmolekil-Bewegungen uber drei
Charakteristika zu identifizieren. Einerseits Uber das — fir einzelne GFP-
Molekile typische — Blinken mit einer Frequenz von 10 Hz, zusatzlich einer
konstant emittierten Fluoreszenz zwischen den Blinkintervallen und einem
stufenlosen Ausbleichen des Objekts nach langerer Laserexposition. Eine
zuverlassige Bestimmung der nétigen Parameter war jedoch im Rahmen der
Versuche nur bedingt mdglich, wodurch letztlich unsicher ist ob tatsachlich
Bewegungsverlaufe einzelner Moleklle in der Membran detektiert werden.
Mit Hilfe der so ermittelten Daten konnten mean square displacement (MSD)-

Berechnungen zum Bewegungsverlauf der untersuchten Molekile
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durchgefiihrt werden. MSD-Analysen helfen klarzustellen, ob die Bewegung
von Partikeln einem freien, eingeschrankten oder gerichteten
Diffusionsmuster folgt (Michalet 2010). Fur eine weitere statistische
Auswertung konnten jedoch nicht ausreichend Ergebnisse gesammelt
werden. Anhand der MSD-Analysen war es aufgrund starker Schwankungen
der Resultate nicht moglich, zwischen freier* oder ,eingeschrankter
Diffusion® in den verschiedenen untersuchten Konditionen zu unterscheiden.
Auch eine Differenzierung der untersuchten hIR-Varianten anhand
bestimmter Diffusionsmuster war somit nicht mdglich. Es konnte
dementsprechend gezeigt werden, dass die angewandte Technik vermutlich
grundséatzlich die Detektion von GFP-markierten Einzelmolekilen in
Zellmembranen ermoglicht, diese jedoch sehr aufwendig und unzuverlassig

ist.
7.1.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Im ersten Teil der Dissertation wurden Hinweise gefunden, dass Domanen
im extrazellularen Bereich des hIRs einen Einfluss auf die Dynamik des
Rezeptors in der Zellmembran haben. Eine entscheidende Rolle von
Interaktionen mit intrazellularen Bestandteilen, mit dem Bindungspartner
Insulin oder relevante Effekte durch Wechselwirkungen mit der zellularen
Glykokalix konnten des Weiteren ausgeschlossen werden. Zusétzlich konnte
die Machbarkeit einer Methode zur Einzelmolekuldetektion von GFP-
markierten Membranproteinen mittels TIRF-Mikroskopie gezeigt werden. Im
Rahmen der Untersuchungen wurde zusatzlich verifiziert, dass die
Diffusionsparameter von Proteinen in der Membran intakter Zellen mit denen

von Membrane Sheet-Praparationen vergleichbar sind.

Insbesondere die Analyse von Mobilitdtsparametern unterschiedlicher hiR-
Fusionskonstrukte in der Plasmamembran hat zu teilweise widersprichlichen
Ergebnissen gefihrt. Es miussten weitere Deletionskonstrukte des Rezeptors

untersucht werden, um eine eindeutige Aussage Uber die Proteindoméanen



Diskussion 103

des hIRs machen zu konnen, die entscheidend fir die Dynamik des
Rezeptors in der Zellmembran sind. Hierbei sollten jedoch nur kleine
Bereiche des Proteins deletiert werden, um zu vermeiden, dass die
Tertiarstruktur des Rezeptors zu stark abgewandelt wird. Auch die hier
beschriebene Methode zur Einzelmolekll-Analyse hat sich als problematisch
und nicht effektiv genug herausgestellt. Bei einer Wiederholung
entsprechender  Experimente sollte deshalb vermieden  werden,
Membranproteine mit GFP-Markierung zu verwenden. Es erscheint
aussichtsreicher, Fluoreszenz-Farbstoffe einzusetzen die leuchtstarker sind,

nicht blinken und fur die Einzelmolekil-Detektion optimiert wurden.

7.2 Calcium-lonen verandern uber elektrostatische
Wechselwirkungen die Verteilung und Organisation von
Proteinen in der Plasmamembran

Das Verstandnis der Organisation von Lipiden und Proteinen in der
Plasmamembran ist gepragt durch eine Reihe von unterschiedlichen
Membranmodellen. Hierzu zahlen bis heute das schon 1972 formulierte
Fluid-Mosaic Modell von Singer und Nicolson (Singer und Nicolson 1972)
und die moderneren und bereits deutlich differenzierteren Ansatze der Picket
Fence- (Sheetz et al. 1980; Sheetz 1983) und der Lipid Raft-Hypothesen
(Simons und van Meer 1988; Simons und Ikonen 1997). Viele der in diesen
Theorien beschriebenen Darstellungen und Schlussfolgerungen liefern
Erklarungen fur Prozesse, die im Rahmen von Experimenten an
Plasmamembranen beobachtet worden sind. Wie eingangs beschrieben,
sind jedoch auch Phdnomene an Membranen entdeckt worden, die mit
diesen Modellen nicht oder nur unvollstandig zu erklaren sind. Da sich die
gangigen Hypothesen hauptséchlich auf die direkten Wechselwirkungen
zwischen Lipiden und Proteinen beschranken, konnte es sein, dass diese
Sichtweise nur ein unvollstdndiges Bild des Spektrums mdglicher Prozesse
an der Membran in Betracht zieht. Ein von den derzeitigen

Modellvorstellungen vernachlassigter Aspekt sind mdgliche elektrostatische
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Wechselwirkungen von Membranbestandteilen mit im Zytoplasma gelosten
Elektrolyten. Aufbauend auf Vorarbeiten (Zilly 2006) konnten im Rahmen
dieser Arbeit deutliche Indizien dafir gefunden werden, dass auch ionischen
Interaktionen des Ca®*-lons einen direkten Einfluss auf die Ausbildung von

Protein-Mikrodoméanen haben.

7.2.1 Mogliche elektrostatische Effekte zwischen Calcium-lonen
und Membranproteinen

Im Zytoplasma von Zellen kommen zahlreiche Kationen und Anionen vor, die
potentiell elektrostatisch mit Membranbestandteilen in Wechselwirkung treten
konnen. In relevanten Konzentrationen konnen beispielsweise positiv
geladene Kalium-, Natrium-, Calcium- und Magnesium-lonen gefunden
werden, sowie negativ  geladene  Chlorid-, Phosphat-  oder
Hydrogencarbonat-lonen (Tabelle 1).

Zytoplasmatische Extrazellulare
Konzentration [mM] Konzentration [mM]

Na" 5-15 145
K* 140 5

Mg** 0,5 1-2
ca** 10™ 1-2
cr 5-15 110
PO,* 65 4

HCOj3 10 28

Tabelle 1 Konzentrationen unterschiedlicher lonen im zytoplasmatischen und
extrazellularen Bereich (abgewandelt aus Alberts 2008)

Von den aufgefiihrten Elektrolyten weisen nur Magnesium- und Calcium-
lonen jeweils eine mehrfache Ladung und daher eine hohe Ladungsdichte
auf. Andere im Zytoplasma vorkommende lonen sind entweder nur einfach

geladen oder die Ladung ist Uber die Molekulstrukturen raumlich stérker
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verteilt. Es ist gut denkbar, dass starke lokale Ladungen die Wechselwirkung
mit Membranbestandteilen begiinstigen, weshalb Mg®* und Ca?** die
wahrscheinlichsten Kandidaten fur solche Interaktionen sind. Fir
Magnesium-lonen konnten allerdings bei entsprechenden
Vergleichsversuchen keine Auswirkungen auf die Organisation von
Membranproteinen entdeckt werden (Zilly et al. 2011). Eine Erklarung fur die
Beobachtung, dass trotz scheinbar &hnlicher physiko-chemischer
Eigenschaften von Calcium- und Magnesium-lonen nur die Konzentration
von Calcium fur die Membranorganisation entscheidend ist, kdnnte der
Aufbau der Hydrathille der lonen sein. Alle geladenen Teilchen werden in
wassrigen Losungen von Wassermolekilen umlagert. Dies gilt sowohl fur
lonen, als auch fur Bestandteile von Membranen (Disalvo et al. 2008).
Magnesium-lonen zeigen eine deutlich starkere Tendenz, Wasser an sich zu
binden, als es bei Calcium der Fall ist. Bei Magnesium-lonen bildet sich
deshalb in wassrigen Lésungen eine etwas gréRRere Hydrathiille als bei Ca?*
aus. Die Wassermolekiile sind in der Mg?*-Hydrathiille im Vergleich jedoch
etwa um den Faktor 1000 starker gebunden (Maguire und Cowan 2002). Es
ist deshalb wahrscheinlich, dass Magnesium weniger z.B. mit Proteinen
interagiert, da die angelagerte Hydrathille nur schwer entfernt werden kann

und somit eine Bindung an eine negativ geladene Gruppe erschwert wird.

7.2.2 Experimentell beobachtete Auswirkungen erhdhter Calcium-
Konzentrationen auf die Organisation von Membranproteinen

Mit unterschiedlichen methodischen Ansétzen konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass Anderungen der zytoplasmatischen Calcium-Konzentrationen
vom nanomolaren in den mikromolaren Bereich die Anordnung von Proteinen
in der Plasmamembran beeinflussen. Als Resultat der Behandlung mit
Calcium-lonen konnte anhand von immunhistochemischen Farbungen an
Plasmamembran-Praparationen eine vermehrt geclusterte Anordnung der
untersuchten Proteine gemessen werden. Im Rahmen der Dissertation wurde

hierflr eine Analysemethode etabliert, die eine objektive Quantifizierung von
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Anderungen im  Verteilungsmuster  untersuchter Membranproteine
ermdglichte (genauere Beschreibung in Abschnitt 6.2.1). Neben der
geanderten Verteilung wurde auch eine verringerte Immunogenitat Ca*'-
behandelter Membranproteine beobachtet (Abbildung 26). Die geringere
Detektion der untersuchten Proteine durch Antikdrper - nach entsprechender
Calcium-Behandlung — kénnte auf eine schlechtere Zuganglichkeit von
Proteinepitopen innerhalb von enger gepackten Clusterstrukturen
zuruckzufiihren sein (Zilly 2006). Der zeitlich parallele Verlauf von
gemessener Immunfluoreszenz und der Anderung der Proteinanordnung
(Abbildung 26) sprechen dafiir, dass beiden Beobachtungen dieselbe
Erklarung zugrunde liegt und dass nicht zwei unterschiedliche Prozesse
ablaufen. Eine Umkehrung der Calcium-induzierten Cluster-Bildung der
Membranproteine konnte durch die Inkubation der behandelten Zellen im
Medium bewirkt werden. Es konnte jedoch erst nach einem Zeitraum von 30
- 60 Minuten beobachtet werden, dass sich die Intensitat entsprechender
Immunanfarbungen denen unbehandelter Kontrollen anglich (Abbildung 28).
Untersuchungen an lebenden Zellen, die fluoreszenzmarkierte Varianten
entsprechender Membranproteine Uberexprimierten, zeigten, dass nach
Anstieg der Calcium-Konzentration im Zytoplasma der Zellen eine schnellere
Diffusion und eine hohere immobile Fraktion der untersuchten Proteine
nachweisbar waren. Auch fir diese Ergebnisse ist eine madgliche
Begriindung, dass die untersuchten Proteine nach der Behandlung mit einer
erhdhten Ca®-Konzentration verstarkt in Clustern in der Membran
anzutreffen waren (siehe auch Abschnitt 6.2.3). Dies wirde die gemessene
Zunahme immobiler Proteine erklaren. Des Weiteren kann sich indessen die
reduzierte mobile Proteinpopulation, die in den Bereichen aul3erhalb der
Proteincluster verbleibt, mit einer hoheren Geschwindigkeit in der
Zellmembran bewegen, weil in diesen Arealen weniger Hindernisse die
Diffusion stéren. Zusatzlich wurde bei den Analysen ein allgemeiner
Ruckgang der Fluoreszenz registriert (Abbildung 29 und Abbildung 30). Die

Organisation der untersuchten Proteine in Mikrodomanen liefert auch fir
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diese Beobachtung eine Erklarung. Eine Ansammlung von Proteinen in
geclusterten Strukturen hat unter anderem kleinere Abstdnde zwischen den
Einzelproteinen zur Folge. Da fir die Messungen GFP-markierte Proteine
untersucht wurden, kann es bei einer Clusterung der Proteine zu self-
guenching-Prozessen zwischen den GFP-Molekilen kommen, die eine

reduzierte Fluoreszenzemission zu Folge hatten (siehe auch Abschnitt 6.2.3).
7.2.3 Mechanismus der Wirkung von Ca?" auf die Cluster-Bildung

Dem Einfluss von Ca®" auf Membranproteine konnte eine Vielzahl von
Vorgangen zugrunde liegen, die nur Sekundareffekte der Erhdhung der

intrazellularen Calcium-Konzentration darstellen.

So wurde beobachtet, dass nach Erhdéhung der Calcium-Konzentration
untersuchte Membranproteine weniger mittels Antikdrperfarbung zu
detektieren waren (Abbildung 26). Auch Zellen, die GFP-markierte
Membranproteine iiberexprimierten, zeigten nach Ca®-Inkubation eine
Verringerung in der ausgestrahlten Fluoreszenzintensitat. Dies konnte darauf
zurlckzufihren sein, dass die Menge der Proteine in der Membran
abgenommen hat. Durch die Anderung der intrazellularen Calcium-
Konzentration konnten beispielsweise auch Endozytose-Prozesse ausgeldst
worden sein, durch welche ein Teil der untersuchten Proteine von der
Plasmamembran entfernt wurde. In verschiedenen Studien konnte gezeigt
werden, dass die Konzentration von Calcium-lonen einen Einfluss auf den
Endozytose-Mechanismus an der Membran hat (MacDonald et al. 2005;
Cabeza et al. 2010; Rosa et al. 2011). Eine Internalisierung der untersuchten
Proteine wiurde erklaren, warum bei Immunanfarbungen - nach der
Behandlung der Proben mit Calcium - weniger Epitope an der Membran
detektiert wurden, bzw. warum sich die GFP-Fluoreszenz uberexprimierter
Fusionskonstrukte reduzierte. Eine weitere Hypothese, die insbesondere das
veranderte Clusterverhalten der untersuchten Membranproteine erklaren

kénnte, ware eine Calcium-bedingte Veranderung des Aktin-Zytoskeletts der
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behandelten Zellen. Es ist bekannt, dass viele Proteine, die eine regulierende
Aufgabe bei der Modulation des zellularen Zytoskeletts haben, Calcium-
abhangig sind (Brinig et al. 2004; Oertner und Matus 2005). Wie im Picket
Fence-Modell beschrieben, kdnnte sich hierbei eine Veréanderung der Aktin-
Strukturen auch auf die Anordnung von Membranproteinen auswirken. Die
zytoplasmatischen Elemente der in der Plasmamembran diffundierenden
Proteine konnten Uber umgeformte Kompartimente des Zytoskeletts neu
angeordnet werden und geclusterte Strukturen in der Membran ausbilden.
Eine vergleichbare Erklarungsmoglichkeit kdénnte auch das Rekrutieren
anderer zytosolischer Proteine an die Membran liefern. Durch Interaktion mit
den untersuchten Membranproteinen konnte ein verstarktes Clusterverhalten
erklart werden. Solche Proteinansammlungen konnten auch die
Zuganglichkeit von Epitopen fur Antikorper reduzieren und die geringere
Immunogenitat, sowie die beobachtete verringerte Mobilitat erklaren.

Gegen einen Einfluss von Endozytosereaktionen oder eine Ca**-induzierte
Anderung des Aktin-Zytoskeletts spricht jedoch, dass die beschriebenen
Auswirkungen erhdhter Calcium-Konzentrationen auf Membranproteine bei
Experimenten an Membrane Sheets zu beobachten waren (Abbildung 26).
Bei Membrane Sheet-Praparationen sind die flr einen Endozytoseprozess
oder die fir eine Anderung des Zytoskellets notwendigen intrazellularen

Faktoren nicht mehr vorhanden.

Bisher wurde nicht diskutiert, inwiefern die in den Experimenten eingesetzten
Calcium-Behandlungen proteolytische Prozesse auslosen konnen. Viele
Proteasen sind abhéngig von der Anwesenheit von Calcium, kénnen durch
eine hohere Calcium-lonen-Konzentration verstarkt aktiviert werden
(Dargelos et al. 2008) und koénnten somit zu den beobachteten Ca**-Effekten
beitragen. Bei Experimenten an Membrane Sheets (siehe z.B Abbildung 26)
konnten beim Generieren der Membran-Praparationen zytoplasmatische
oder membranstandige Proteasen freigesetzt worden sein, die durch spatere
Calcium-Inkubation noch zusatzlich aktiviert wurden. Dies kdnnte den Abbau

von entscheidenden Epitopen der beobachteten Membranproteine bewirken
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und damit zu einer Abnahme der Antigenizitat, einem schlechteren Binden
von Antikérpern und letztendlich zu einer verringerten Immunanfarbung
fuhren. Bei Versuchen, die an lebenden Zellen durchgefthrt wurden, ist die
intrazellulare Calcium-Konzentration artifiziell erhoht worden (Abbildung 29
und Abbildung 30). Auch dieses Vorgehen kdnnte zu einer Aktivierung von
Proteasen und zum Abbau der untersuchten GFP-markierten Proteine
gefuihrt haben. Dies kdnnte theoretisch die gemessene Abnahme von GFP-
Fluoreszenz in Ca®*-behandelten Zellen erklaren.

Um auszuschliel3en, dass Proteasen einen Einfluss auf die Ergebnisse
ausuben, wurden in einem Kontrollexperiment unterschiedliche Protease-
Inhibitoren zugesetzt und Protease-Aktivitat unterbunden. Hierbei wurde kein
Unterschied zwischen Konditionen mit oder ohne Inhibitoren-Zugabe
festgestellt (Abbildung 27).

Es ware auch denkbar, dass die Calcium-lonen an spezielle Proteindomanen
binden, die nur in einer kleinen Subpopulation der Membranproteine
anzutreffen ist. Es ist bekannt, dass sich Calcium an bestimmte Proteine
iber Ca?*-Bindungsstellen anlagert (Lewit-Bentley und Réty 2000) und
dadurch Konformationsdnderungen der betroffenen Proteine auslésen kann
(Hoffman et al. 2011). Eine solche Anderung der Proteinstruktur kénnte
Auswirkungen auf die Anordnung der Proteine in der Plasmamembran haben
und mdglicherweise auch den Aufbau von Mikrodomanen verandern. Dass
ein solcher Prozess den in dieser Arbeit beschriebenen Phanomenen
zugrunde liegt, ist jedoch unwahrscheinlich, da fur die hier untersuchten
Proteine keine speziellen Calcium-Bindungsstellen beschrieben sind (Jahn
und Scheller 2006).

Mdoglich ware auch, dass Calcium Uber das Binden an Membranlipide ein
Clustern der untersuchten Proteine verursacht. Es konnte gezeigt werden,
dass sich Calcium-lonen an negativ geladene Lipide in der Plasmamembran
anlagern konnen und dabei die Formierung von Lipid-Mikrodoméanen
bewirken (Ellenbroek et al. 2011). Wie eingangs im Rahmen der Lipid Raft-
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Hypothese beschrieben, kénnte eine Anderung der Lipid-Anordnung Uber
eine Wechselwirkung der Lipide mit Protein-Transmembranregionen auch
Einfluss auf die Verteilung von Proteinen in der Membran haben. Sollte diese
Erklarung den beobachteten Ergebnissen zugrunde liegen, wirden die
registrierten  Veranderungen der  Membranprotein-Anordnung  nur
Sekundéreffekte der Interaktion zwischen Calcium und bestimmten
Membranlipiden darstellen. Gegen diese Vermutung spricht allerdings die
Tatsache, dass in dieser und in friheren Studien gezeigt werden konnte,
dass der Calcium-Effekt bei strukturell sehr unterschiedlich aufgebauten
Membranproteinen nachgewiesen werden konnte. Eine Lipid-Protein-
Interaktion kann nur dber die membrannahen Domanen der Proteine
stattfinden, weshalb diese Proteinstrukturen entscheidend fur das Ausmald
des Calcium-Effekts sein missen. Es konnte jedoch kein Zusammenhang
zwischen der Form der Membranverankerung und dem Ausmal} des
Calcium-Effekts bei den in dieser Arbeit genannten und weiteren
untersuchten Membranproteinen entdeckt werden (Zilly 2006).

Zusammenfassend betrachtet zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass
Calcium-lonen einen Einfluss auf die laterale Organisation der hier
untersuchten Membranproteine Syntaxin und SNAP25 ausiben kdnnen.
Hierbei korreliert eine Zunahme zytoplasmatischer Ca?*-Konzentration mit
einem erhdhten Clustergrad der Proteine in der Zellmembran. Es konnte des
Weiteren ausgeschlossen werden, dass dieser Effekt auf indirekten - durch
Calcium-lonen induzierten - Prozessen beruht. Anhand der Resultate und da
Calcium-lonen  physikochemische  Eigenschaften  aufweisen, die
entsprechende Interaktionen mit Membranproteinen beglnstigen, konnte
geschlossen werden, dass die beobachteten Phanomene auf direkten
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Calcium-lonen und den
untersuchten Proteinen beruhen. Es wird hierbei davon ausgegangen, dass
die Anlagerung der positiv geladenen Calcium-lonen an Membranproteine
zur Neutralisierung einiger negativ geladener Aminosauregruppen fuhrt.

Hierdurch werden Absto3ungsreaktionen zwischen negativ geladenen
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Proteindoménen verringert und die Formierung von Clustern beginstigt
(genauer erlautert in Abschnitt 7.2.5). Unterstitzt wird diese These auch
durch weitere Arbeiten aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Lang, bei
denen gezeigt wurde, dass der Effekt der Calcium-Behandlung um so starker
nachweisbar war, je ausgepragter die negative Gesamtladung der
intrazellularen Domanen untersuchter Membranproteine war (Zilly et al.
2011).

7.2.4 Biologische Signifikanz der elektrostatischen Wechsel-
wirkungen zwischen Calcium-lonen und Membran-Proteinen

Die Konzentration von Calcium-lonen im Zytoplasma ist unter normalen
Bedingungen niedrig und liegt mit 100 nM deutlich unter den 1-2 mM, die
durchschnittlich im extrazellularen Bereich gemessen werden (Machaca
2010). Lokale Messungen im Offnungsbereich von lonenkanélen konnten
Calcium-Konzentrationen von bis zu 100 puM nachweisen (Rizzuto und
Pozzan 2006). Im Verlauf einer Zell-Stimulation kann es somit dazu kommen,
dass angrenzend an Calcium-Kanéale Bedingungen anzutreffen sind, die mit
den Konditionen von Experimenten dieser Arbeit und den Studien von (Zilly
2006) vergleichbar sind. Bei Experimenten an frisch préaparierten
Plasmamembranen wurden diese mit Pufferldésungen behandelt, die 800 nM
(Zilly 2006) oder 54 uM (in dieser Arbeit) freies Calcium enthielten. Die zuvor
den normalen zytoplasmatischen Calcium-Konzentrationen ausgesetzten
untersuchten Membranproteine zeigten nach Behandlung die anfangs
beschriebene Anderung der Proteinanordung (Abbildung 26). Inwiefern der
beschriebene Ca®*-Einfluss auf die Organisation von Membranproteinen von
biologischer Relevanz ist und tats&chlich in vivo zum Tragen kommen, bleibt
spekulativ. Es existieren jedoch verschiedene zellulare Prozesse, bei denen
die Menge an intrazellularen Calcium-lonen deutlich zunimmt. Beispiele
hierfir sind unter anderem die Signalweiterleitung bei neuronaler
Transmission oder bei Muskel-Kontraktionen (Berridge et al. 2000), aber

auch bei der T-Zellen-Aktivierung (Quintana et al. 2011) sowie beim
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gesteuerten Zelltod (Murgia et al. 2009) ist ein Ansteigen der Calcium-
Konzentration im Zytoplasma von Zellen nachgewiesen worden. Theoretisch
konnte es dementsprechend im Rahmen dieser Prozesse auch zu einem
verstarkten Clustern von Membranproteinen kommen. In Folgeschritten
konnte dies die Rekrutierung von zytoplasmatischen Faktoren unterstitzen
und vielleicht zur Ausbildung von Signalling-Plattformen fuhren. Diese
konnten die intrazellulare Fortsetzung einer Signalkaskade unterstitzen,

verstarken oder auch erst méglichen machen.

Es ist in dieser Arbeit auch versucht worden nachzuweisen, dass der
beschriebene Einfluss von Calcium-lonen auf die Anordnung von
Membranproteinen tatséchlich als Teil natirlicher zellularer Ablaufe auftritt.
Hierfir wurde die intrazellulare Calcium-Konzentration Uber verschiedene
Stimuli  physiologisch erhéht. Zellen wurden einerseits mit Carbachol
behandelt, was dazu fiihrt, dass Calcium-Kanéle in der Plasmamembran von
Zellen geoffnet werden (Thiel et al. 2010). Zusatzlich wurde auch
Thapsigargin verwendet (Rogers et al. 1995), das den Transport von Calcium
in Zellorganellen unterbindet. Jedoch konnte selbst nhach Kombination beider
Substanzen kein Indiz gefunden werden, dass es bei untersuchten Zellen zu
einer Organisation von Membranproteinen in Mikrodomé&nen kommt
(Abbildung 31). Eine Erklarung hierfir kénnte sein, dass die letztendlich
erreichte  Erhdhung der zytoplasmatischen Calcium-lonen-Konzentration
nicht ausreichend war, um einen Effekt entlang der gesamten
Plasmamembran der behandelten Zellen auszulésen. Es ware jedoch
moglich, dass es nur punktuell im Bereich von getffneten lonen-Kanalen zu
einer verstarkten Clusterung von Membranproteinen gekommen ist. Ein
solcher Effekt wirde mit der hier verwendeten Methodik nicht nachweisbar
sein. Auch wurde in einer friheren Studie gezeigt, dass die hier verwendeten
PC12-Zellen z.T. nur wenige Ca*-Kanale aufweisen (Lang et al. 1997),
wodurch es nur zu geringem Einstromen von Ca®*-lonen aus dem
extrazellularen Bereich kommen kann. Wenn bovine chromaffine Zellen

durch Depolarisation stimuliert werden, kann allerdings die Anordnung von
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Proteinen in der Plasmamembran geéndert werden (Zilly et al. 2011). In der
zitierten Arbeit konnte zusatzlich gezeigt werden, dass die vermehrte
Anwesenheit von Calcium-lonen einen Einfluss auf Protein-Protein-
Interaktionen zwischen verschiedenen SNARE-Proteinen hat. Diese
Ergebnisse sind zwar kein direkter Beweis fir eine biologische Signifikanz
des beschriebenen Calcium-lonen-Effekts, sie machen es aber
wahrscheinlich, dass der Effekt — wenn er stattfinden wirde - im Rahmen von

zellularen Prozessen eine Rolle spielen kdnnte.

7.2.5 Modell zur Erklarung des Einflusses der Calcium-lonen-
Konzentration auf die Formierung von Proteinmikrodomanen in
der Plasmamembran

In anderen Arbeiten konnte bereits nachgewiesen werden, dass die in dieser
Arbeit untersuchten membranstandigen Proteine SNAP25 und Syntaxinl als
geclusterte Multimere in der Membran vorkommen (Lang et al. 2001; Ohara-
Imaizumi et al. 2004; Knowles et al. 2010). Bei der Formierung von
Proteinmikrodomanen scheint sich ein Gleichgewicht zwischen schwachen
anziehenden homophilen Interaktionen tber Oligomerisationsdomanen der
Proteine und abstoRenden Kréften einzustellen, wodurch Cluster ahnlicher
mittlerer Gro3e entstehen. Fir die Ausbildung von Syntaxinl-Clustern sind
insbesondere zunehmende sterische Hinderungen als limitierender Faktor fir
die ClustergroRe vermutet worden (Sieber et al. 2007). Ein weiterer Einfluss,
der sich hemmend auf das Clusterwachstum auswirken kdnnte, ist die lokale
Ansammlung gleichartig geladener Proteindomé&nen. Die in dieser Arbeit
untersuchten Membranproteine weisen jeweils negative Gesamtladungen der
zytoplasmatischen Bereiche auf (Zilly et al. 2011). Bei steigender Anzahl der
Einzelproteine innerhalb eines Clusters koénnte es ab einer bestimmten
ClustergrofRe zu einem Gleichgewicht den anziehenden homophilen Kréaften
der Oligomerisationsdomanen und den abstoenden sterischen und
zusatzlich durch negative Ladungen elektrostatischen Wechselwirkungen. Da

dann die Anlagerung von weiteren Proteinen erschwert wirde, ware die
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Menge von Einzelproteinen innerhalb eines Clusters auf eine maximale
Anzahl limitiert und ein weiteres Anwachsen des Clusters ware ab einer
bestimmten Grol3e nicht mehr mdglich. Durch die Anwesenheit von Calcium-
lonen konnte der beschriebene Gleichgewichtszustand also noch auf einer

anderen Ebene beeinflusst werden (nédher beschrieben in Abbildung 32).

A energetisches Gleichgewicht zwischen
anziehenden und abstolRenden Kraften

Oligomerisierungs-
Domane \ﬁl
_ _ N jf‘{
\ geladene - 1 o
Regionen

Mom'Jmer Di.rlner Tet-r'ér'ner Oktamer

Monomer Dimer Tetramer Oktamer

lokale Akkumulation netto negativer Ladungen

Abbildung 32 Auswirkung der Anwesenheit von Calcium-lonen auf die Gr6R3e von
Proteinclustern in der Plasmamembran - Modellvorschlag.

(A) Einzelproteine verbinden sich Uber Oligomerisierungsregionen zu Multimeren hoherer
Ordung. Mit zunehmender Zahl der Proteine kommt es zur lokalen Ansammlung von
gleichartigen Ladungen und letztlich zu einer AbstoRungswirkung, die weiterer
Oligomerisierung entgegenwirkt. (B) Bei Anwesenheit von positiv geladenen Calcium-lonen
kann ein Teil der akkumulierten Ladungen ausgeglichen werden, wodurch die Anlagerung
weiterer Proteinmolekile an den Cluster ermdglicht wird. (Die Abbildung stammt von Prof.
Thorsten Lang und wurde fiir die vorliegende Arbeit abgewandelt.)
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Die grundsatzlichen Uberlegungen dieses Modells konnten auch
dahingehend erweitert werden, dass durch einen Anstieg der Calcium-lonen-
Konzentration die Zusammenlagerung mehrerer kleiner Proteincluster zu
gréReren Mikrodoménen begunstigt wird. Eine weitere mogliche Auswirkung
der verstarkten Anwesenheit von Calcium-lonen kdnnte auch sein, dass es
zu geringeren Abstanden der Proteine innerhalb der Clusterstrukturen
kommt, da auch Abstof3ungsreaktionen zwischen einzelnen Proteinen
verringert werden. Inwiefern diese Prozesse - einzeln oder in Kombination -
tatsachlich ablaufen, ist anhand der erzielten Daten nicht differenzierbar. Das
fur Calcium-lonen erstellte Modell kann jedoch nur auf eine kleinere
Teilpopulation aller in der Plasmamembran vorkommenden Proteine
zutreffend sein, da die meisten Membranproteine eine positive
Gesamtladung ihrer zytoplasmatischen Bereiche aufweisen (Wallin und von
Heijne 1998). Sie folgen damit der ,Positiv-innen-Regel’, wonach
normalerweise mehr positiv geladene Aminosauren in den zytoplasmatischen
Domanen von Membranproteinen zu finden sind als negativ geladene (von
Heijne und Gavel 1988).

In friheren Studien wurde auch bereits die Méglichkeit der Einflussnahme
elektrostatischer Wechselwirkungen auf die Ausbildung von Mikrodoméanen
in Betracht gezogen (Calloway et al. 2009). Hier wurde spekuliert, dass sich
die positiv geladenen Kopfgruppen einfacher amphiphiler Verbindungen an
Proteincluster anlagern und sich auf Protein-Protein-Interaktionen sowie auf
die Formierung von Nanodomanen auswirken. Die in dieser Arbeit gezeigten
Daten weisen ebenfalls darauf hin, dass geladene Substanzen
elektrostatisch mit Membranproteinen interagieren und einen direkten
Einfluss auf die Ausbildung von Mikrodomanen haben kénnen. Desweiteren
konnten Jahn et al. 2011 zeigen, dass Interaktionen zwischen bestimmten
Membranlipiden und -proteinen eine Formierung von Proteindoménen in der
Plasmamembran verursachen, die nicht mittels der Lipid Raft-Hypothese zu
erklaren ist, sondern offensichtlich auf elektrostatische Wechselwirkungen

zwischen den untersuchten Membranbestandteilen beruht (van den Bogaart
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et al. 2011). Im Gegensatz zu den in dieser Dissertation beobachteten
generellen und insbesondere auf Ladungsverhéltnissen beruhenden
Interaktionen zwischen Calcium-lonen und Membranproteinen, werden in
den zitierten Arbeiten jedoch sehr spezifische Wechselwirkungen zwischen

bestimmten Membranbestandteilen beschrieben.
7.2.6 Schlussfolgerung

Zusammen mit Ergebnissen friherer Studien (Zilly 2006) konnten deutliche
Hinweise gefunden werden, dass Calcium-lonen im Zytoplasma von Zellen
die Organisation von Proteinen in der Plasmamembran beeinflussen und
eine steigende Ca?'-Konzentration zu einem verstarkten Clustern von
Membranproteinen fiihrt. Dass die beobachteten Veranderungen in der
Anordnung von Membranproteinen eine Folge von Sekundareffekten einer
veranderten  Calcium-Konzentration darstellen, kann anhand der
vorliegenden Resultate und auch durch andere Arbeiten (Zilly et al. 2011) als
unwahrscheinlich ausgeschlossen werden. In diesem Zusammenhang
konnte bewiesen werden, dass Auswirkungen durch Endozytosereaktionen,
durch die Aktivitat von Proteasen, zytoplasmatische Proteinstrukturen oder
durch die Interaktion mit Membranlipiden keine entscheidende Rolle zu
spielen scheinen. Auch durch spezifische Bindung verursachte Effekte
zwischen Calcium-lonen und untersuchten Proteinen oder Auswirkungen
durch protokollbedingte Artefakte sind nicht wahrscheinlich.

Die Ergebnisse der Arbeit zeigen, dass eine steigende Calcium-lonen-
Konzentration im Zytoplasma von Zellen tber direkte Wechselwirkungen zu
einem verstarkten Clustern von Proteinen in Membranen fiihrt. Basierend auf
diesen Erkenntnissen wurde ein Modell erstellt, mit dessen Hilfe die
Formierung von Protein-Mikrodomanen durch elektrostatische Interaktionen
zwischen den positiv geladenen Calcium-lonen und negativ geladenen
Bestandteilen von Membranproteinen zu erklaren ist. Das beschriebene
Modell stellt eine Erweiterung der bisherigen Theorien zum Aufbau und zur

Organisation der Plasmamembran dar.
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7.2.7 Ausblick

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse liefern deutliche Indizien fir eine
bisher nicht beschriebene Form der Membranorganisation. Fir ein
genaueres Verstandnis der biologischen Relevanz sollten noch
weiterfihrende Experimente gemacht werden. Ein gutes Modellsystem
hierfir ware beispielsweise die neuronale Signalweiterleitung. Hier kdnnte
nach physiologischer Stimulation von Nervenzellen in der Nahe von Calcium-
Kanalen untersucht werden, ob ein verstarktes Clustern von Proteinen
nachweisbar ist und ob das Clustern einen Einfluss auf die neuronale
Aktivitat hat.
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