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2 Einleitung

2.1 Bedeutung der PTPasen

In jeder Zelle laufen eine grof3e Anzahl komplexer Vorgange und Interaktionen ab.
Dabei folgen die Reaktionen einem Ubergreifenden Grundplan mit zahlreichen
gleichen Prinzipien. Ein zentrales Element besteht in der Weitergabe von Signalen
durch Phosphorylierung von Proteinen. Auf diese Weise ist es mdoglich, Proteine
reversibel zu aktivieren oder zu deaktivieren. Reversible Phosphorylierung ist eine
typische Form der Signaltubertragung innerhalb von Signalkaskaden. Der
Phosphorylierungsstatus jedes einzelnen Proteins wird von der Aktivitat der
Proteinkinasen und Phosphatasen bestimmt und damit auch reguliert. Uber 30% der
intrazellularen Proteine werden durch diese reversible Phosphorylierung gesteuert
(Barford et al. 1998), und regulieren damit zum Beispiel die Aktivitaten verschiedener
Enzyme oder steuern die interzellulare Kommunikation. Sie kontrollieren anabole,
katabole und mitogene Prozesse und deren intrazellulare Organisation. Das
Saugetiergenom kodiert allein ca. 2000 Proteinkinasen (Hunter 1995), wobei
Serin/Threonin und Phosphotyrosin-Proteinkinasen am besten charakterisiert sind.
Vergleicht man die Aktivitaten von Kinasen fur Serin bzw. Threoninreste mit den
entsprechenden Phosphatasen, so zeigt sich ein ausgewogenes Aktivitatsbild. Fur
die Regulation der Tyrosinphosphorylierung jedoch sind Phosphatasen
verantwortlich, deren Aktivitaten die der Tyrosin-Kinase um 3-4 Potenzen Ubersteigt
(Mustelin et al. 1989), wodurch das Gleichgewicht zugunsten der
Dephosphorylierung zu erkennen ist. Die in den letzten Jahren vermehrt
untersuchten Funktionen, aber auch die Folgen einer Fehlfunktion der PTPasen
zeigen, dass sie eine Ubergeordnete Rolle in der Zelle spielen. In hdheren
Eukaryoten fuhren Defekte in der Aktivitit von PTPasen zu nachweisbaren
Dysfunktionen. Der grof3en Enzymfamilie der PTPasen, der immer wieder neue
Isoformen zugeordnet werden, gehéren drei groRe Molekulfamilien an, welche sich in
ihrer Tertiarstruktur und ihrem katalytischen Mechanismus sehr &hnlich sind (Neel et
al. 1997). Nach Aufbau, Funktion und Lokalisation in der Zelle werden
transmembranére, zytoplasmatische und dualspezifische (rezeptoréhnliche) Formen
der PTPasen unterschieden. 75 dieser klassischen Enzyme sind bisher

charakterisiert, Schatzungen auf Grund von Genomsequenzierungen lassen
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mindestens 500 weitere humane PTPasen erwarten. Speziell die Gruppe der
rezeptordhnlichen PTPasen hat eine Struktur, die einem Transmembranrezeptor
ahnlich ist. Es wird vermutet, dass diese Enzyme malgeblich an der Zell-Zell-
Interaktion beteiligt sind (Pulido et al. 1995). Aufgrund der verschiedenen
Strukturelemente kénnen die PTPasen unterschiedlichen Lokalisationen innerhalb
der Zelle zugeordnet werden. Man findet Sequenzsignale sowohl fur eine nukleére,
membranassoziierte, als auch fur eine cytoskeletale Assoziation. Die Kkleinere
Splicevariante der PTPasen findet sich bevorzugt nuklear, die gro3ere im Zytosol am
endoplasmatischen Retikulum  (Mosinger et al. 1992), (Reddy et al. 1995),
(Champion-Arnaud et al. 1991). SH3- und PEST-Sequenzen deuten darauf hin, dass
die Proteine an bestimmte Zellkompartimente binden koénnen, um diese zu
regulieren. Als eine der ersten PTPasen wurde die PTP 1B isoliert und charakterisiert
(Burke et al. 1998). Sie gehort zur Non-Rezeptor Subklasse und besitzt
regulatorische Funktion. Die PTP 1B steht mit ihrem C-terminalen Ende in direkter
Verbindung zum endoplasmatischen Retikulum und ihre katalytische Doméne ist
zum Cytoplasma hin gerichtet. Eine Phosphorylierung ist an Serin-Resten mdglich.
Bei einem der Interaktionspartner der PTP 1B handelt es sich um eine Serin-
Threonin Kinase. Eine weitere PTP Unterklasse, die T-Zell PTP wird in zwei
Splicingvarianten gefunden. Die 45kDA Form wird im Nucleus gefunden, die 48kDa
Form ist wie die PTP 1B mit dem endoplasmatischen Retikulum assoziiert. Es
handelt sich bei beiden Splicingformen um nicht transmembranare PTPs, die zuerst
aus T-Zellen isoliert wurden. Die katalytische Domane der ER-assoziierten TC-PTP
ist an der cytoplasmatischen Seite lokalisiert, wodurch ihr eine Reihe von
cytoplasmatischen Substraten zugénglich sind. Beide Formen der TC-PTP wurden in
verschiedenen Organen (Ovarien, Hoden, Thymus, Niere, Pankreas) gefunden
(Ibarra-Sanchez et al. 2000)



2.2 Potentieller Interaktionspartner P30

Bei der Suche nach potentiellen Interaktionspartnern der T-cell PTPase bzw. der ihr
sehr ahnlichen PTP1B mithilfe des Yeast-Two-Hybrid-Sytems (Gyuris et al. 1993),
wurden 2 maogliche Interaktionspartner identifiziert. Einer dieser moglichen Partner
war das Protein P30, dessen Name sich aus einer fortlaufenden Nummerierung der
untersuchten Klone ergab (Porsche 2001). Das Protein ist inzwischen in seiner
Basen- und Aminosauresequenz bekannt und zeigt nur sehr geringe Ahnlichkeit mit
anderen bekannten Proteinen. Es handelt sich bei P30 um ein Protein bestehend aus
562 Aminosduren mit einem Molekulargewicht von 58,4 kDa. Das erstmalig aus
menschlichem Gehirn isolierte Protein 30 (Nagase et al. 1998) findet sich in der
Datenbank SwissProt (www.expasy.org) unter der Bezeichnung KIAA0796,
KIAA1262 und KIAA1756, wobei diese synonym verwendet werden. Eine Domé&nen-
Analyse des Proteins mit dem BLAST-Vergleichsalgorhythmus (Altschul et al. 1990)
zeigte das Vorkommen von Spektrin-Repeats, durch die sich P30 in die Gruppe der
Strukturproteine  einordnen laRt. Charakteristisch fur alle Mitglieder der
Spektrinfamilie sind deren Kkontinuierlich wiederkehrende Motive der 90-110
Aminosauren, die unter anderem eine Calponin-Homologie Doméne besitzen, mit der
sie zur Bindung an Aktin befahigt sind (Hartwig 1994; Pascual et al. 1997). Es ergab
sich eine partielle Ahnlichkeit mit einer Gruppe von Strukturproteinen, zu denen unter
anderem Dystrophin, a-Spektrin und Utrophin zahlen. Diese Proteine, wie auch P30,
beinhalten zahlreiche sogenannte Spectrin-Repeats, deren Funktion unter anderem
die Organisation und Erhaltung der strukturellen Integritit des Membranskelettes
innerhalb der Zelle ist (Grum et al. 1999). Weitere Synonyme fir P30 sind Myne und
Syne-1, deren Lokalisation und Funktionsbereich dem Cytoskelett, sowie der
Zellkernmembran und dem Golgi-Apparat zugeordnet werden (Gough et al. 2003).
Vorhersagen tber die Sekundarstruktur von P30 (Expasy Molecular Biology Servers)
zeigen, dal3 das Protein zu 68,7% aus alpha-Helices, zu 3,1% aus beta-Faltblattern
und zu 28,1% aus Loops besteht. Die spezielle Anordnung der alpha-Helices zu
einem antiparallelen Coiled-coil-Motiv hin geben dem Molekil eine hohe Flexibilitat
(Cohen et al. 1994). Unter Zuhilfenahme der Software zur Suche nach
Transmembrandomé&nen von P30 (Sonnhammer et al. 1998) wurde gezeigt, dal3

Position 1-1029 extrazellular und Position 1049-1080 intrazellulér lokalisiert sind.


http://www.expasy.org/

Diese Feststellung legt nahe, dalR es sich im Falle von P30 um ein Typ I-
Transmembranprotein handeln kdnnte. An Position 134-141 wurde zusatzlich eine
Tyrosin-Phosphorylierungsstelle gefunden, die eine direkte Assoziation zur
intrazellular vorkommenden Gruppe der Tyrosinkinasen als Effektormolekile méglich
macht. Eine Vielzahl dieser Phosphorylierungskaskaden wird der unmittelbaren

Nachbarschaft zur Zellmembran zugeordnet.

2.3 Zielsetzung

Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist noch sehr wenig uber die Expression von P30 in
verschiedenen Organen und Geweben bekannt und auch seine Funktion ist nur
ansatzweise charakterisiert. Ziel dieser Arbeit war es, eine morphologische
Charakterisierung tber immunhistochemische Verfahren fur Lichtmikroskopie und
Elektronenmikroskopie, sowie Uber Western Blotting zu erreichen. Damit soll eine
Ubersicht tber Organe und Gewebe erstellt werden, die das Protein exprimieren.
Zusatzlich sollte die zellulare und subzelluldre Lokalisation des Proteins in diesen
Organen untersucht werden. Daruber hinaus sollte spezifiziert werden, welche
Stellung das P30 Protein innerhalb der intrazellularen Funktionsablaufe einnehmen

kénnte und welche Folgen eine Dysfunktion von P30 haben kdnnte.



3 Material und Methoden

3.1 Gewebegewinnung und Gewebverarbeitung

Die zu untersuchenden Gewebe wurden von AVB-Mausen (Harlan—Winkelmann,
Borchen; n=5) mit einem Gewicht von 25-30g und Wistar-Ratten (Tierstall des
Physiologischen Instituts, Universitat Giel3en; n=5) mit einem Gewicht von 200-300g
entnommen. Nach Totung der Tiere durch Inhalation von Halothan (Rusch,
Boblingen) wurden die Tiere thorakotomiert und der Herzbeutel ertffnet. Far
histologische Untersuchungen wurde der linke Ventrikel kanuliert und das Blut mit
Vorspullosung  (25g/l  Polyvinylpyrrolidon MG 40000, 9g/l NaCl, 5 g/l
Procainhydrochlorid in ag. bidest., eingestellt auf pH 7,4) aus dem Kreislauf
gewaschen. Zuvor wurde Uber einen kleinen Schnitt im rechten Vorhof ein Abfluss
geschaffen, um so die orthograde Durchstromung und die retrograde Durchstromung
des kleinen Kreislaufs zu ermdglichen. AnschlieBend wurde das Tier durch die
liegende Kanile mit Zamboni-Fixativ ((150 ml/l gesattigte Pikrinsaure (Merck,
Darmstadt), 50 ml/l Formaldehyd (37 %; Roth, Karlsruhe), 500 ml/l Phosphatpuffer
(0,2 M, pH 7,4), mit Aqua bidest. auf 1000 ml aufgefillt) perfundiert und die
bendtigten Gewebe entnommen. AnschlieBend wurden die Gewebeproben in
Zamboni-Lésung fur durchschnittich 3-4 h bei Raumtemperatur nachfixiert.
Anschlielend wurden die Proben mindestens viermal fir eine Stunde in 0,1 M
Phosphatpuffer (PB) pH 7,4 gewaschen. Zur Kryoprotektion wurden die Proben tber
Nacht in Saccharose-L6sung (PB + 18% Saccharose (Merck, Darmstadt)) Uberfihrt,
in dem Gefriereinbettmedium Tissue Tek (Sarkura, Zoeterwoude, Niederlande)
orientiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Alle Gewebe wurden bis zur
weiteren Verwendung bei —80°C aufbewahrt. Humane Hautproben etc. wurden mir
freundlicherweise vom Institut fir Pathologie des Universtéatsklinikums Giessen unter
der Leitung von Prof. Dr. Andreas Schulz und von Leichenmaterial des Instituts ftr
Anatomie und Zellbiologie des Universitatsklinikums Giessen unter der Leitung von
Prof. Dr. Wolfgang Kummer zur Verfigung gestellt. Fur weitere histologische
Untersuchungen wurden die entnommenen humanen Hautproben in Zamboni-Fixativ
fur durchschnittlich 4-6 h bei Raumtemperatur immersionsfixiert und anschliel3end

analog zu den Gewebeproben von Maus und Ratte verarbeitet.



Gewebeproben fur Western Blot-Analysen wurden in schmelzendem Isopentan
schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei —80°C gelagert.

3.2 Lichtmikroskopische Immunhistochemie

Studien zur Lokalisation des Protein P30 in den zu untersuchenden Geweben,

wurden mittels der lichtmikroskopischen Immunhistochemie durchgefihrt.

3.3 Einfache Immunofluoreszenz

3.3.1 Durchfuhrung

Es wurde die Technik der indirekten Immunofluoreszenz gewahlt, bei der im
Gegensatz zur direkten Immunofluoreszenz nicht der Prim&rantikérper, sondern der
sekundare Antikorper mit einem Fluorochrom markiert wird, wodurch eine grol3ere
Sensivitdt und eine hohere Flexibilitatt beim Einsatz der Detektionssysteme
ermdglicht wird. Gefrierschnitte mit einer Dicke von 7-10um wurden am Kryostat
(Leica Modell 1900M, Nussloch; Boxtemperatur je nach Gewebe —18 bis -22°C,
Praparattemperatur je nach Gewebe -21 bis -25°C, s. Abb. 1) angefertigt und auf mit
Chromalaun/Gelatine  beschichtete  Objekttrager (Kaliumchromsulfat-12-Hydrat
(Riedel-de-Haen, Seelze) aufgenommen. Nach einer Stunde Lufttrocknung bei
Raumtemperatur wurden die Schnitte mit einem Pap Pen (SCI Sciences Sevices,
Munchen) umfahren. Das Blocken unspezifischer Bindungen erfolgte parallel zur
Inkubation. Hierzu wurde der Primarantikérper gegen das Protein P30 in der optimal
ausgetesteten Verdunnung in der Blocklosung (10 % normales Ziegenserum,. 5 %
Rinderserumalbumin (Serva, Heidelberg), 0,1 % Cold Water Fish Skin in PB mit 9g/I
NaCl (Roth,)) verwendet (Hauri & Bucher, 1986). Die Inkubation der Schnitte erfolgte
Uber Nacht in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur.

Nach der Inkubation wurden die Schnitte dreimal zehn Minuten in Phosphate
buffered Saline gewaschen. Der Nachweis des P30 Antikdrpers erfolgte mit dem

jeweiligen Sekundarantikorper gelost in Inkubationspuffer in entsprechender



Verdinnung (s. Tab.). Nach der Inkubation (1 h) mit dem Sekund&rantikbrper in
Dunkelheit wurde erneut dreimal zehn Minuten mit PBS gespdult. Alle Schnitte wurden
in gepuffertem Glycerol (pH 8,6) als Medium eingedeckelt und zur Stabilisierung der

Immunofluoreszenz imKuihlschrank bei 4°C aufbewabhrt.

Abb 1. Kryostat (Leica
Modell 1900M, Nussloch)

3.3.2 Priméarantikorper

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete polyklonale Antikdrper gegen P30 wurde
von Herrn Prof. Dr. W. Hofer hergestellt (Welte, 2000) und wurde von Frau Welte
charakterisiert und auf seine Spezifitat untersucht. Die Herstellung erfolgte mittels
eines gereinigten und rekombinanten Proteins. Zur Immunisierung wurde einem
Kaninchen iber einen Zeitraum von 35 Tagen hinweg in steigenden Dosen das
entsprechende Antigen injiziert. Die Immunisierung fuhrte zu einer kontinuierlichen
Zunahme von anti-P30-1gG. In meinen eigenen Versuchsreihen mit den Antiseren
konnte eine optimale Verdinnung des P30- Antikorpers fur die Immunhistochemie
von 1:250 ermittelt werden. Weitere verwendete Primarantikdrper und deren optimale
Verdinnung sind in Tabelle 1 aufgelistet.



Konjugat Wirtsspezies Verdinnung Quelle
. Abcam,

Anti PDI Maus 1:100 )
Cambridge
Molecular

Anti Golgin Maus 1:250 Probes,
Eugene, USA
Arbeitsgruppe

Anti P30 Kaninchen 1:250 Hofer,
Konstanz

Reca 1 Maus 1:20 Serotec , USA
Dako

Anti CD14 Maus 1:100 Cytomation,
Danemark

Tabelle 1 Liste der verwendeten Primérantikorper

3.3.3 Spezifitatskontrollen

Kontrollen auf unspezifische Bindungen wurden durch eine Préaabsorption des
polyklonalen P30-Antiserums Uber Nacht bei 4°C mit korrespendierendem P30-
Protein (Konzentration: 20 pg Antigen/ml Antiserum) durchgefuhrt. Mit diesem
praabsorbierten Antikérper wurde eine
Standardprotokoll durchgefiihrt. Eine Positivkontrolle mit nicht praabsorbiertem
Antikorper wurde mitgeftihrt. Als Negativkontrolle wurde fiir jede Serie eine

Inkubation ohne Priméarantikérper nach Standardprotokoll durchgefiihrt, um mégliche

immunhistochemische Reaktion nach

unspezifische Bindungen durch den Sekundarantikérper auszuschliel3en.



Konjugat Wirtsspezies Verdinnung Quelle
Fluorescein- Organon
Isothiocyanat Ziege 1:500 Teknika,
(FITC) Eppelheim
Molecular
Alexa Fluor Ziege 1:1000 Probes, Leiden/
Niederlande
Molecular
Alexa Fluor Ziege 1:500 Probes,
Leiden/NL
Fluorescein- .
) Dianova,
Isothiocyanat Esel 1:400
Hamburg
(FITC)

Tabelle 2 Liste der verwendeten Sekundéarantikdrper

3.3.4 Doppelimmunofluoreszenz

Zur simultanen Darstellung zweier unterschiedlicher Antigene im selben Schnitt
wurden Doppelimmunofluoreszenzen durchgefuhrt. Das Vorgehen entspricht im
Prinzip dem Verfahren der einfachen Immunfluoreszenz. Dabei wurde ein Gemisch
beider Primarantikdrper verwendet, die jeweils von unterschiedlichen Spezies
stammen. Die Endkonzentration entspricht dem jeweiligen Verdinnungsoptimum bei
einfacher Immmunofluoreszenz. Dieses wurde in Blocklosung auf den Schnitt
aufgetragen. Zur Detektion kamen FITC (Fluoresceinisothiocyanat), Alexa rb555 und

Alexa mouse 488 markierte Sekundarantikorper zum Einsatz.

3.3.5 Kernfarbung

Die Farbung der Zellkerne wurde mit dem DNA-spezifischen Fluoreszenzfarbstoff
4',6-Diamidin-2-phenyl-indol (DAPI) durchgefihrt., der jeweils nach Abschluld der
Immunofluoreszenz auf die Schnitte gegeben wurde. Die Einwirkzeit betrug 10
Minuten an einem dunklen Ort, danach erfolgte die Spulung in Pufferlésung und die

Einbettung der Objekttrager in Glycerol oder Mowiol.



3.3.6 Fluoreszenzmikroskopie

Die Auswertung der Immunfluoreszenzen erfolgte mittels
Auflichtfluoreszenzmikroskop (BX 60 F Fotofluoreszensmikroskop der Firma
Olympus, Hamburg) oder mit dem Auflichtfluoreszenzmikroskop Universalmikroskop
Axioplan 2 Imaging der Firma Carl Zeiss Jena GmbH, (Jena; s. Abb.). Diese
Methode beruht darauf, dass verschiedene Fluorchrome durch Bestrahlung mit
kurzwelligem oder ultraviolettem Licht angeregt werden und Licht einer langeren
Wellenlange emittieren. Zur Kontrolle autofluoreszierender Strukturen wurden
Sperrfilter und Anregungsfilter mit unterschiedlichen Wellenlangen wie auch UV Filter
verwendet (Tab.) Je nach Filterkombination passiert nur emittiertes Licht eines

bestimmten Wellenlangenbereichs den Sperrfilter.

Fluorchrom Erregerfilter Sperrfilter
FITC band pass bandpass
470-490 nm 515-550 nm
Texas-Rot band pass long pass
545-580 nm 610 nm
Cy-3 band pass band pass
525-560 nm 420-460 nm
UV-Filter band pass 475nm
390-560nm longpass

Tab 2 Verwendete Filterkombinationen
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3.3.7 CLSM-Mikroskopie

Einige Praparate wurden neben der einfachen Fluoreszenzmikroskopie zusatzlich mit
einem CLSM Mikroskop der Firma Leica ausgewertet. Es handelt sich dabei um ein
Laser Scanning Mikroskop, mit dem immunhistochemische Praparate in einer sehr

hohen Auflosung betrachtet werden kénnen.

Abb. 2 LEICA TCS SP2 AOBS CLSM
Laserscanning-Mikroskop

3.3.8 Dokumentation

Die Dokumentation der Untersuchungsreihe erfolgte mittels eines an das Mikroskop
angeschlossenen Computers. Die mikroskopischen Bilder wurden mit einem
Videodokumentationssystem (Scion-Image, Jena) als TiFF-Dateien gespeichert.
Diese Bilder wurden mit einer Bildverarbeitungssoftware (Adobe Photo-Shop)

nachbearbeitet.

Abb 3 Universalmikroskop Axioplan
2 imaging der Firma Carl Zeiss Jena
GmbH, Jena).
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3.4 In vivo Stimulation von Rattenmuskeln

Die in dieser Arbeit verwendeten stimulierten Rattenmuskeln, an denen der
Umdifferenzierungsprozess untersucht wurde, stammen von Wistar-Ratten mit einem
Korpergewicht von 400g-470g. Fur die standardisierte Stimulation wurden den Tieren
zwei Elektroden seitlich an den N. peroneus implantiert. Die chronische
Elektrostimulation des M. tibialis anterior (TA) erfolgte mit einer tonischen
Impulsfrequenz von 10Hz (1/0,2ms) fur 12h, 2d, 4d, 8d, 10d, 20d, 21d, 22d, 23d, 28d
und 33d. Der Impulsgeber wurde auf dem Rucken der Ratten befestigt und tber
Photozellen gesteuert. Stimuliert wurde 24h pro Tag. Untersucht wurden die Mm.
tibialis anterior, extensor digitorum longus und soleus, die nach erfolgter Stimulation
auf Alufolie gestreckt und anschlief3end in Stickstoff Uberflihrt wurden.

Diese stimulierten Muskeln wurden mir freundlicher Weise von Prof. Dr. D. Pette

(Universitat Konstanz) zur Verfiigung gestellt.

3.5 Zellkultur

3.5.1 Zelllinien

Zur Untersuchung des Vorkommens von P30 in verschiedenen Zelllinien wurden
folgende Zelllinien verwendet: INR1G9 Zellen eines Hamsterglucagonoms, zur
Verfligung gestellt von Dr. Wulbrand ( Philipps-Universitat, Marburg);

Immortalisierte humane Keratinocyten-Zellinie (HaCaT, Boukamp et al., 1988). Diese
Zelllinie wurde uns freundlichst von Herrn Prof. Dr. H.-J. Teschemacher der
Abteilung Pharmakologie der Justus—Liebig-Universitat GieRen Uberlassen; NS20Y-

Zelllinie aus dem Neuroblastom einer A/Jax Maus.
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3.5.2 Kulturbedingungen
3.5.2.1 HaCaT:

Zur Anzucht wurden 75 cm? Zellkulturflaschen (Falcon, Heidelberg) fir 1 Stunde mit
fetalem Kalberserum (FKS; PAA, Marburg) beschichtet. Danach wurden die Zellen in
RPMI 1640 Medium (SIGMA, Deisenhofen), das je 500 ml mit 50 ml fetalem
Kalberserum und 5 ml Penicillin/Streptomycin/Amphotericin  (PSA; Invitrogen)
angereichert wurde, suspensiert. Die HaCaT-Zellen wurden dreimal wdchentlich

einem Mediumwechsel unterzogen und bei 37°C und 5 % CO, inkubiert.

3.5.2.2 INR1G9

Die Kultivierung wurde in RPMI 1640-Medium durchgefihrt, unter Zusatz von 10%
fetalem Kélberserum, 100U/ml Penicillin und 100ug Streptomycin.

3.5.2.3 NS20Y

Die Zellen wurden unter Verwendung von DMEM und 10% fetalem Kéalberserum,
sowie 100U/ml Penicillin und100ug Streptomycin kultiviert.

13



3.6 Western Blot

3.6.1 Durchfiuhrung

Nach dem Auftauen wurde den Proben 0,2% Mercaptoethanol zugegeben, um die in
den Proteinen enthaltenen Disulfidbriicken aufzuspalten. Zur Inkubation wurden die
Proben erneut 10min bei 95°C belassen. Anschlielend wurde kurz anzentrifugiert.

Als Trenngel wurde ein SDS-Polyacrylamid-Gel (10% Acrylamid) verwendet und auf
Immobilon-PVDF-Membran  (Millipore, Schwalbach) geblotet. Unspezifische
Proteinbindungen wurden mit 10% Magermilchpulver, geldst in TTBS (0,025M Tris-
HCI, pH 8,0, 0,15 M NaCl, Tween 20 0,05% (v/v)), fur 1h geblockt und anschlieRend
mit Anti-P30-Anti Serum (1:500) in TTBS mit 2,5% Magermilchpulver tUber Nacht
inkubiert. Nach einem Waschschritt mit TTBS (3x10min) erfolgte die Inkubation mit
anti-Kaninchen IgG-Antikorper, gekoppelt an alkalische Phosphatase (1:10000;
Promega, Mannheim), in TTBS mit 2,5% Magermilchpulver fur 1h, gefolgt von einem
weiteren Waschschritt mit TTBS (2x10min). AbschlieRend wurde nochmals 1x10min
mit TM (0,1M Tris-HCI, pH 8,0, 0,1M NaCl, 5 mM MgCI2) gespult. Dann wurde die
Aktivitat der an das Sekundarreagenz gekoppelten alkalischen Phosphatase mit
BCIP/NBT Phosphatase Substrate 1-C (KPL, Maryland USA) durch Farbreaktion

nachgewiesen.

3.7 Elektronenmikroskopie

Zur elektronenmikroskopischen Untersuchung wurden in Unicryl eingebettete
ultradiinne Gewebeschnitte der Milz verwendet. Anti-P30 wurde durch einen mit Gold
kunjugierten Antikorper von Ziege gegen Kaninchen IgG mit einer Partikelgréf3e von
20nm detektiert (Aurion). Die Auswertung und Fotodokumentation erfolgte am

Transmissionselektronenmikroskop LEO 902.

14



4 Ergebnisse

HaCaT cells
Testis
Spleen
Kidney

o
>
Ll

58 kD -

i, = s : 4 Ty

Abb 4 Westernblot von Auge, HaCat-Zellen,

Hoden, Milz und Niere mit Protein 30

Der Western Blot (Abb. 4) zeigt eine Ubersicht mehrerer Organe der Ratte (Auge,
Hoden, Milz, Niere) und einer Zellkultur (HaCat) mit Detektion von P30. Die Bande
bei 58 kD stellt P30 dar, bei der 25 kD Bande handelt es sich um eine durch

alternatives Splicen enstandene Variante des Proteins.
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4.1 Muskulatur

4.1.1 Skelettmuskel

Bei der quergestreiften Skelettmuskulatur handelt es sich um Gewebe, welches sich
aus dem paraxialen Mesoderm differenziert hat. Das Ausgangsgewebe fir die
Entwicklung der Skelettmuskulatur ist das Mesoderm. Im Bereich von Kopf und Hals
das unsegmentierte, am Rumpf und an den Gliedmaf3en das zu Urwirbeln (Somiten)
segmentierte paraxiale Mesoderm. Der einzelne Myocyt besteht aus Myofibrillen, die
vom Sarkolemm umgeben werden. Die einzelne Muskelfaser enthalt mehrere
Zellkerne. Durch die Gliederung der Myofibrillen in einzelne Sarkomere kommt es zur
speziellen Querstreifung der Skelett- und Herzmuskulatur. Die motorische Endplatte,
welche ausschlief3lich am Skelettmuskel vorkommt, leitet die neuronalen Reize an
die Muskulatur weiter. Der Nachweis des Protein 30 in Schnitten von quer gestreifter
Skelettmuskulatur zeigt das Protein 30 spezifisch im Bereich der Kernmembran,
sowie im Sarkolemm . In Abb. 5 sind zum Teil mehrere Kerne je Faserquerschnitt
angeschnitten, das Caryoplasma reagiert nicht. Das Endothel der zwischen den

einzelnen Muskelfasern befindlichen Kapillaren ist ebenfalls P30 positiv.

Abb.5 a) P30 Reaktion im Skelettmuskel der Ratte (630fach vergréRert) b) DAPI Kernfarbung
des identischen Muskelschnittes
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Die in Abbildung 6a dargestellte Muskelspindel weist ebenfalls eine positive Reaktion
mit dem Antikdrper gegen P30 auf. Die neuronalen, sowie die muskularen Anteile der
Muskelspindel sind P30 positiv. Im Kapselraum der Spindel erkennt man die
Zellkerne der intrafusalen Muskelfasern, deren Kernmembran eine positive Reaktion
aufweist. Diese intrafusalen Fasern werden unterschieden in Kernsack- und
Kernkettenfasern, welche sich vor allem durch ihre Gréf3e und die Anordnung der
Zellkerne unterscheiden. Kernkettenfasern (siehe Pfeil) sind schmal und die
Zellkerne sind kettenformig Ubereinander angeordnet, Kernsackfasern sind
wesentlich dicker und langer und die Zellkerne befinden sich zentral ungeordnet
nebeneinander, weshalb im vorliegenden Praparat mehrere Kerne gleichzeitig in
einer Faser erkennbar sind (siehe Stern). Das Cytoplasma der intrafusalen Faser
weist keine Reaktion auf. Deutlich reaktiv ist ebenfalls die Kapsel, die die komplette
Muskelspindel umgibt. Um zu Uuberprifen, ob die Expression des P30 im
Skelettmuskel durch eine Anderung, hier eine Reduktion, der Thyroidkonzentration
beeinflult wird, wurden Schnitte von musculus soleus von hypothyreoter Ratte
angefertigt und auf das Vorkommen von P30 analysiert. Wie Abbildung 6b zeigt, wird
auch unter reduzierten Thyroidkonzentrationen P30 exprimiert. Im Vergleich zur
Muskulatur eines stoffwechselnormalen Tieres ist die Exprimierung von P30 im

hypothyreoten Muskel jedoch deutlich reduziert.

Abb.6 a) Muskelspindel der Ratte 400fach vergréRRert, b) hypothyreoter Rattenmuskel 400x
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4.1.1.1 Stimulierter Skelettmuskel

Durch Training bzw. Stimulation kénnen sich Gro3e und Volumen der Muskelfaser
infolge einer Myofibrillenvermehrung und eines geénderten Expressionsmusters an
die neuen Bedingungen anpassen. Deshalb bietet die Fasertyptransformation ein
geeignetes Modell, das Expressionsmuster des P30 bei Anderung des
Aktivitatsprofils und in Folge des Fasertyps zu untersuchen. In Abb. 7 sind in a) der
unstimulierte Musculus tibialis anterior und in b) der stimulierte Musculus tibialis
anterior (Stimulationsdauer von 20 Tagen) desselben Tieres nach Markierung mit
dem Antikorper gegen Protein 30 dargestellt. Im stimulierten Muskel zeigt sich
deutlich ein verstarktes Vorkommen von P30 an der Zellmembran und der

Kernmembran.

Abb 7 a) unstimulierter Skelettmuskel der Ratte (200fach), b) 8 Tage stimulierter
Rattenmuskel (200fach)

Um den Einflul3 der Entwicklung auf die Auspragung des P30 zu untersuchen, wurde
in 18 Tage alten M&useembryonen die Verteilung des P30 untersucht. Im sich
differenzierenden Skelettmuskel, hier am Beispiel des M. intercostalis gezeigt, findet
sich bereits in diesem Stadium eine Expression des P30. Im Gegensatz zum adulten
Muskel kann das Protein nur in der Kernmembran nachgewiesen werden, wahrend

das Sarcolemm areaktiv ist (Abb. 8).
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Abb 8 a) embryonale Intercostalmuskulatur der Ratte in 100 facher Vergré3erung b) embry-
onale Muskelanlage 200 fach vergrofZert

4.1.2 Herzmuskulatur

Als ein weiterer Typ der quergestreiften Muskulatur wurde die Herzmuskulatur
untersucht. Bei Betrachtung der Herzmuskulatur der Ratte zeigt sich eine mit der
Skelettmuskulatur vergleichbare Lokalisation des P30. Sowohl die Membran der
mittelstandigen Kerne, als auch das Plasmalemm der Herzmuskelzelle sind P30
positiv. Im Bereich der mechanischen Zellkontakte, der Glanzstreifen/Disci
intercalares ist jedoch keine P30 Reaktion nachzuweisen. Die stark ausgepragten

kardialen Gefal3e weisen in ihrem Endothel ebenfalls P30 auf (Pfeil in Abb. 9).

Abb 9 Herzmuskulatur der Ratte in 200
facher VergroRerung
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4.1.3 Glatte Muskulatur

Bei der Suche von P30 in den verschiedenen Organen und Geweben wurde P30
auch in glatter Muskulatur des Gefal3systems, des Bronchialsystems, des Uterus,
sowie wahrend der Embryonalentwicklung nachgewiesen.

4.1.3.1 Gefalmuskulatur

Hier wurde das Vorkommen von P30 im Gefal3system an verschiedenartigen
Gefallen untersucht und ist hier exemplarisch fur die Arteria carotis, einem Gefal3
des muskularen Typs, dargestellt. Dabei handelt es sich um das Blutgefal3, welches
den Groliteil des Kopfes mit sauerstoffreichem Blut versorgt. Arterielle GefalRe wie
die Arteria carotis bestehen aus drei Schichten. Der Intima, bestehend aus einer
Schicht Endothelzellen unterlagert von einer Schicht feinmaschigen Bindegewebes,
der Media, einer Schicht aus glatten Muskelzellen, sowie elastischen Fasern und der
Adventitia, die aus Bindegewebe aufgebaut ist. Der Nachweis des P30 in Schnitten
eines A. carotis Praparates der Ratte zeigt eine deutliche Reaktion des Antikdrpers
mit der Tunica media (Abb. 10). Es sind die einzelnen Schichten der glatten
Muskelzellen deutlich (* in Abb. 10b) zu erkennen. Das zwischen den jeweiligen
Muskelschichten gelegene Bindegewebe weist keine Reaktion des Antikdrpers auf
(+). Gleiches qilt fir die Membrana elastica interna, einer Schicht aus verdichteten
elastischen Fasern, sowie fur die Adventitia. Die Endothelzellen weisen im
vorliegenden Préparat eine niedrige Konzentration an P30 auf. Diese Lokalisation
findet sich so in allen untersuchten arteriellen Geféal3en, sowohl vom muskularen, als
auch vom elastischen Typ. Im Gegensatz hierzu wies die Reaktivitit des
untersuchten Proteins im Endothel eine groR3e Variabilitat auf. In Abbildung 10a ist
das Endothel mit Hilfe der Doppelmarkierung durch P30 und Recal markiert,
wodurch Uber die Kolokalisation des Proteins deutlich wird, dass P30 im arteriellen
Endothel zu finden ist. Bei den P30 positiven glatten Muskelzellen findet sich eine
starke Reaktion der Kernmembran, wahrend das Cytoplasma eine fein granulierte
schwache Reaktion aufweist. Teilweise sind auch fein fasrigeffibrillare Strukturen zu
erkennen. Wie die Gegenfarbung mit DAPI zeigt, verbleibt das Karyoplasma negativ.
Die stark variierende Grol3e der Zellkerne ergibt sich aus den unterschiedlichen

Schnittebenen in denen die einzelnen Kerne getroffen wurden.
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Ein entsprechendes Verteilungsmuster des P30 laf3t sich in vendsen GefalBwanden
nachweisen. Auch hier wird P30 analog zur Lokalisation in den Arterien in der glatten
Muskulatur der Media gefunden, wobei die Intensitat der Reaktion aufgrund des
geringeren Muskelanteils wesentlich geringer ausgepragt ist. Bereits wahrend der
Embryonalentwicklung der Maus wird P30 in Arterien eines 18 Tage alten
Mauseembryos exprimiert (Abb. 10c).

Abb 10 a) Doppelféarbung einer Arterie mit P30 und Recal b) P30 in der Arteria carotis der
Ratte (kl. Bild: DAPI Markierung der Zellkerne) c) Arterie eines Mauseembryos 400 fach
vergrof3ert d) P30 Reaktion in embryonalem Darm der Maus

4.1.3.2 Verdauungstrakt

Das Vorkommen von P30 im Verdauungstrakt wurde am Beispiel des Dunn- und

Dickdarmes des Mauseembryos untersucht.
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Bei Betrachtung von embryonalen Praparaten des Mausedarmes wurde P30 nur in
der Lamina muscularis mucosae, sowie in der Tunica muscularis nachgewiesen. Bei
beiden Schichten handelt es sich um glatte Muskulatur. Wahrend der
Embryonalentwicklung der Maus, hier am Beispiel des Tag 18, findet man am sich
entwickelnden Mausedarm eine positive Reaktion an der Zellkernmembran der
Myocyten (Abb. 10d). Bindegewebe und Drisen bleiben reaktionslos.

4.2 Peripheres Nervensystem

4.2.1 Peripherer Nerv

Die Axone der sensiblen Ganglienzellen beginnen am Soma (Zellkérper) der
Nervenzelle und verlaufen in dicht aneinander liegenden Faserbtindeln. In Abbildung
12 ist der N. ischiadicus einer Ratte nach Anfarbung des P30 Antigens als Beispiel
fur einen peripheren Nerven dargestellt. Im Bild 12a handelt es sich um einen
Langsschnitt und in Bild b um einen Querschnitt eines peripheren Nerven. Die Axone
weisen das Protein 30 in granuldrer Form im Axoplasma jeder einzelnen Zelle auf.
Die Schwann‘schen Zellen der Myelinscheide sind in der Immunreaktion areaktiv. Im
Querschnittsbild des Nervenstranges finden sich Axone verschiedener Querschnitte

mit jeweils zentral erkennbarer Reaktion mit P30 im Axoplasma (Pfeil).

Abb 12 a) peripherer Nerv langs geschnitten, 400 fache VergroRerung b) P30 Reaktion im
Querschnitt eines Nerven in 630 facher VergréRerung
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4.2.2 Ganglion trigeminale

Im Ganglion trigeminale liegen die Perikaryen des sensiblen Anteils des V.
Hirnnerven. Es entspricht somit in seiner topographischen Lage, sowie der Histologie
und Qualitat den sensiblen Ruckenmarksganglien. Wie Immunreaktionen mit dem
Antikorper gegen Protein 30 zeigen (Abb. 11 a, b), ist das Protein in den Perikarien
sowohl des Ganglion trigeminale (V), als auch der Spinalganglien nachzuweisen. Die
Reaktion ist auf die einzelnen, pseudounipolaren Ganglienzellen beschrankt. Eine
Kernmarkierung mit DAPI (ohne Abbildung) macht deutlich, dass die Zellkerne keine
Reaktion im Karyoplasma aufweisen, jedoch ist ein deutlicher Fokus im Bereich der
Kernmembran zu erkennen (Pfeil). In diesem Bereich ist das ER lokalisiert.

Satellitenzellen, welche um die Nervenzelle angeordnet sind, sind nicht reaktiv.

Abb 11 a) P30 Reaktion im Rickenmarksganglion der Ratte, 400fache VergréRerung b)
einzelne Ganglienzelle in 1000 facher VergréRerung (Ganglion trigeminale)
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4.2.3 Ependym und Plexus choroideus

Lokalisationsstudien im ZNS umfassten auch die Analyse des Plexus choroideus,
sowie des Ependyms. Der Plexus choroideus ist ein speziell geformtes
arterioventses Gefal3konvolut in den Hirnventrikeln, das fur die Produktion von
Liguor verantwortlich ist. Er wird von spezialisierten Ependymzellen, die auch den
gesamten restlichen Liquorraum ausgekleiden, bedeckt. Ependymzellen gehdéren zur
Gruppe der Gliazellen, die in direktem Kontakt mit dem Liquorraum stehen. Es
handelt sich um kubisch bis hochprismatische Zellen, die apikal Mikrovilli und
Kinozilien aufweisen und eine wichtige Rolle in der Phagozytose und dem
Stofftransport spielen (Sterba et al. 1967). Auf Frontalschnitten des GroR3hirns im
Bereich des Seitenventrikels (Stern in Abb. 16a) lasst sich eine starke Reaktion des
Antikorpers gegen P30 in den Ependymozyten, die den Ventrikel auskleiden
erkennen. Die Reaktion ist auf einzelne Zellen und hier auf den apikalen
Cytoplasmabereich beschrankt (Abb 16b Pfeil). In diesem Bereich befinden sich die
Kinocilien mit ihren Basalkorperchen, die eine Art Verankerung der Mikrotubuli
innerhalb der jeweiligen Zelle darstellen. Bei den nicht reaktiven Zellen, die
regelmanig zwischen den Kinozilien tragenden gelegen sind, handelt es sich um die

Tanyzyten, die weder Gber Mikrovilli, noch Uber Kinozilien verfigen.

Abb. 16 a) Ependym eines Grof3hirnventrikels beim Meerschweinchen (200fache
VergréRerung) b) Kleinhirnependym der Ratte (400fach vergrof3ert), Ependymocyt siehe Pfeil
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Die Ependymzellen gehen in das Plexusepithel Uber, welches das GefalRkonvolut
des Plexus choroideus umgibt und ihn vom Liquorraum trennt. Die Kapillargefalie
des Plexus weisen ebenfalls eine deutliche Reaktion des Antikorpers gegen P30 im
Endothel auf (ohne Abbildung). Die Ependymzellen des Plexus zeigen im Gegensatz
zu den Zellen der Ventrikelauskleidung keine hohere Konzentration des Proteins im
apikalen Bereich, wobei in einzelnen Zellen im gesamten Cytoplasma P30 enthalten

ist.
4.3 Auge
4.3.1 Retina

Die Netzhaut als rezeptiver Bereich des Auges lasst sich in zehn einzelne Schichten
mit jeweils unterschiedlichen Zelltypen und Funktionen unterteilen. Von Zentral
werden folgende Schichten unterschieden. Innere Grenzmembran (Membrana
limitans interna), Nervenfaserschicht (Stratum neurofibrarum), Ganglienzellschicht
(Stratum ganglionare fasciculi optici), Innere plexiforme Schicht (Stratum plexiforme
internum), Innere Kornerschicht (Stratum nucleare internum), AuRere plexiforme
Schicht (Stratum plexiforme externum), AuRere Koérnerschicht (Stratum nucleare
externum), AuRere Grenzmembran (Membrana limitans externa),
Photorezeptorenschicht (Stratum neuroepitheliale), Pigmentepithelschicht (Stratum
pigmentosum retinae) und peripher die Lamina choroidea, die die versorgenden
Blutgefal3e beinhaltet. In den verschiedenen Schichten der Retina ist eine grof3e
Anzahl an Zelltypen zu unterscheiden, die an dieser Stelle kurz erlautert werden
sollen. Die Nervenfaserschicht beinhaltet die Fasern des 1. Neurons, durch welches
die Informationen der Fotorezeptoren verschaltet werden, die Ganglien des Nervus
opticus an sich befinden sich in der Ganglienzellschicht. Der Immunnachweis des
P30 im Auge der Maus zeigt eine deutliche Reaktion in den verschiedenen Schichten
der Retina. In Abbildung 13a ist die Lokalisation von P30 in den einzelnen
Ganglienzellen sichtbar (Pfeil). Von dort werden die Signale Uber den
Neuronenplexus der inneren plexiformen Schicht zu den optischen Zentren des
Gehirnes weitergeleitet, wahrend sie unter Mitwirkung von Amakrinzellen moduliert

werden.
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In der inneren Kornerschicht befinden sich die Zellkdrper von Bipolar-, Amakrin- und
Horizontalzellen. Innerhalb der &ufReren plexiformen Schicht werden die Dendriten
der Bipolar- und Horizontalzellen mit den Photorezeptoren verschaltet, wahrend in
der Ubergangszone zur nachsten Schicht das tiefe Netz der retinalen
Versorgungskapillaren liegt. In der &ufReren Kornerschicht befinden sich die
Zellkorper der Photorezeptoren, deren Aul3ensegmente bis hin zum Pigmentepithel
reichen und mit Auslaufern von Miller-Zellen eine direkte Verbindung eingehen.
Neben den Ganglienzellen findet sich auch eine Immunreaktion des P30 in den
GefalRen der Choroidea. Der Stern in Abbildung 13a kennzeichnet die Reaktion mit
P30 in den Blutgefal3en. Die Doppelfarbung mit einem 2. Antikbrper gegen Recal
(Endothelzellmarker) in Abbildung 13c zeigt die Lokalisation des gesuchten Proteins

im Bereich des Endothels der versorgenden Gefalie.
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Abb 13 Retina der Maus 200 fach vergréRert a) P30 Reaktion b) Kernfarbung mit DAPI c)
Endothelfarbung mit Recal d) Schichtenbau der Retina (Quelle: Deltagen Inc.)
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4.3.2 Cornea

Die Hornhaut des Auges dient einerseits als Schutz, beeinflusst aber andererseits als
Teil des optischen Apparates die Brechung. Sie besteht aus einem vorderen und
hinteren Epithel, sowie der Bowman- und Descemet-Membran und der Substantia
propria, die das corneale Gerlust bildet. Das vordere Hornhautepithel, ein
unverhorntes Plattenepithel, ist funf- bis sechsschichtig und besteht aus drei
verschiedenen Zelltypen, den Basal-, Fligel- und Schuppenzellen. Beim hinteren
Hornhautepithel handelt es sich um Endothel, das als einschichtige, lickenlose
Zelllage die Hinterflache der Cornea bedeckt. Es liegt einer dicken, spezifisch
zusammengesetzten Basalmembran (Descemt-Membran) auf. Dieses Endothel dient
mit seinem Gehalt an Aquaporinen und tight junctions als Diffusionsbarriere und ist
somit verantwortlich fur die Transparenz der Hornhaut. Die stoffwechselaktiven
Endothelzellen besitzen groRe Kerne und eine groRe Anzahl an zytoplasmatischen
Organellen wie Mitochondrien, endoplasmatischem Retikulum, freien Ribosomen und
Golgi-Apparaten. Der Immunnachweis des Protein 30 in der Cornea einer adulten
Maus ist positiv. Wie im Schnitt (Abb. 14a) zu sehen ist, reagiert der Antikorper
gegen Protein 30 mit beiden Epithelien der Cornea. Im vorderen Hornhautepithel
wird P30 in allen drei Zelltypen exprimiert und ist dort im Zytoplasma lokalisiert,
wobei sich ein Fokus im Bereich der Kernmembranen zeigt. Im Ubergang zwischen
vorderem Hornhautepithel und dem Stroma der Cornea erkennt man die areaktive
Bowman-Membran. Auch die breite Substanzia propria (Stern), welche aus
kollagenem Bindegewebe und Corneofibrozyten besteht, zeigt groRtenteils keine
Reaktion. Dort findet sich P30 lediglich im Bereich der Fibrozytenzellkerne. Die
darunterliegende Descemet-Membran weist wie die Bowman Membran kein P30
Antigen auf. Das hintere einschichtige Cornealepithel zeigt nur eine geringe
Fluoreszenz, die ebenfalls im Zytoplasma der Epithelzellen lokalisiert ist (Pfeil). Die

Kerne sind P30 negativ.
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4.3.3 Augenmuskulatur

Abbildung 14b zeigt das Vorkommen von P30 in der auf3eren Augenmuskulatur (+),
wobei die Reaktion eine identische Verteilung in den Muskelfasern aufweist, wie
bereits fur Skelettmuskulatur beschrieben wurde. Protein 30 ist in den

Kernmembranen und dem Sarkolemm lokalisiert.

Abb. 14 a) P30 Reaktion in der Cornea einer Maus, 200 fache Vergro3erung b) Anschnitt
von Augenmuskel (+)

4.4 Haut

Von besonderem Interesse war es, das Vorkommen des Proteins in der Haut zu
untersuchen, da es sich bei der Haut um das grofte und schwerste Organ des
Korpers handelt. Die Haut dient sowohl der Abgrenzung, als auch dem Schutz des
Organismus vor zahlreichen Umwelteinflissen. Zusatzlich Ubernimmt sie wichtige
Stoffwechselfunktionen in der Homoostase des Organismus. Die aul3ere Haut (Cutis)
gliedert sich in 3 Hauptschichten: Oberhaut (Epidermis), Lederhaut (Dermis oder
Corium) und die Unterhaut (Subcutis). Die Epidermis wird wiederum in 5 Schichten
unterteilt: Hornschicht (Stratum corneum), Glanzschicht (Stratum lucidum),
Kodrnerschicht (Stratum granulosum), Stachelzellschicht (Stratum spinosum) und

Basalschicht (Stratum basale).
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In dieser Schicht findet die Proliferation statt, die fiir die standige Regeneration der
Epidermis sorgt, und deshalb Uber eine gute Versorgung verfugt. Es handelt sich
dabei um ein mehrschichtig verhornendes Plattenepithel, das auf Grund seiner
unterschiedlichen Funktionen aus verschiedenen spezialisierten Zellen besteht. Etwa
90 Prozent stellen die Keratinocyten dar, die die Barriere fir mechanische und
chemische Noxen bilden. Zuséatzlich finden sich Melanocyten, die den physikalischen
Schutz vor UV Strahlung ermdglichen. Langerhans Zellen wiederum sind in die
Abwehr von Antigenen involviert und Merkel Zellen, die als Rezeptoren fungieren.
Die Dermis, unterteilt in Stratum papillare und reticulare, besteht vorwiegend aus
Bindegewebsfasern und dient der Erndhrung und Verankerung der Epidermis,
auBerdem verlaufen hier die Versorgungsstrukturen wie Nervenfasern und
Blutgefal3e. Das fein kapillarisierte Blutgefa3system versorgt hier die Grenzzone zur
Epidermis. Uber die Subcutis erreichen die gréReren BlutgefaBe und Nerven die
oberen Hautschichten. Sie besteht aus Fettzellen und lockerem Bindegewebe. In
Schnittpraparaten humaner Haut konnte das Protein 30 in der Epidermis lokalisiert
werden. In der Dermis finden sich einzelne P30 haltige Zellkerne (Abb. 15a, b Pfeil),
die unter morphologischen Gesichtspunkten und durch Doppelmarkierung mit DAPI
als Zellkerne der Fibrozyten identifiziert werden konnten. Die Subcutis weist P30
innerhalb seiner versorgenden BlutgefalRe auf, sowie analog zur Dermis, innerhalb
der zwischen den Adipocyten gelegenen Fibrocytenzellkerne. Eine néahere
Betrachtung der Epidermis zeigte, dass das Protein in allen Schichten und deren
verschiedenen Zellen (Melanocyten, Merkel- und Langerhanszellen) zu finden ist,
allerdings unterscheiden sich die Zellen in der Konzentration von P30 voneinander.
Einzelne Zellen des Stratum basale weisen starkere Reaktionen in dem zur Dermis
hin orientierten Zellkompartiment auf (siehe Stern). In ebenfalls untersuchten Haaren
zeigt sich P30 in allen Schichten der Haarwurzel, wobei die Konzentration von P30
eine unterschiedliche Auspréagung zeigt. Ein deutlicher Focus ist im Bereich der
Huxley Schicht der inneren Wurzelscheide zu erkennen (siehe Pfeil in Abb. 15d). Die
Zellen der Haarpapille und des Cortex zeigen deutlich die Lokalisation von P30 im
Cytoplasma, wéahrend die Zellkerne reaktionslos verbleiben. In parallel untersuchten
embryonalen Hautpraparaten wurde P30 in identischen Bereichen wie in adulter
Haut gefunden (Abb. 15c¢).
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4 _ ‘t AA
Abb. 15 a) P30 Reaktion in humaner Haut b) DAPI Kernfarbung c) embryonale Haut der
Ratte d) humaner Haarfollikel ( alle Abbildungen in 200 facher Vergré3erung)

4.5 Respiratorisches Epithel

Das Vorkommen des Protein 30 in Atmungsorganen wurde an Schnittpraparaten von
Trachea und Lunge mit ihren luftleitenden (Bronchialbaum) und gasaustauschenden
Anteilen (Alveolen) untersucht. Die [uftfihrenden Hohlrdume werden von
respiratorischem Epithel ausgekleidet, welches aus mehrreihig hochprismatischem,
kinozilientragendem Epithel und intermittierend angeordneten Becherzellen besteht.
Die Becherzellen stellen etwa 15-20% des Epithels. Die kinozilientragenden Zellen
stellen den Hauptteil der Zellen. lhre Kinozilien am apikalen Zellpol sind bewegliche
Ausstilpungen der Zellmembran, die etwa 7-10 pum lang sind und einen
Durchmesser von etwa 0,3um haben. lhre Motilitdt wird durch Mikrotubuli
gewdahrleistet. Der Zilienschlag erfolgt in Richtung Rachen zum Transport des

Schleims mit anhaftenden Fremdkérpern und Mikroorganismen.
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Unterhalb der Tunica mucosa befindet sich die Tunica muskularis, die den gesamten
Bronchus umschliel3t. Distalwarts verringert sich die Dicke der Muskulatur und die
Anzahl elastischer Fasern nimmt zu. Wie in Abbildung 17 gezeigt, reagiert der
Antikdrper gegen P30 mit Strukturen des respiratorischen Epithels, namlich den
kinozilien tragenden Zellen, wahrend Becherzellen als nicht reaktive Lucken
erscheinen (Pfeil). Analog zu den Zellen des Ependyms findet sich P30 konzentriert
in den apikalen Zellkompartimenten der kinozilien tragenden Zellen. In der Tunica
muscularis findet sich das Protein in den Zellen der glatten Muskulatur , wie die
Doppelimmunreaktion mit dem Antikdrper gegen smooth muscle actin (SMA), einem
spezifischen Antigen glatter Muskelzellen, zeigt. In den Abbildungen 17 a) und b) ist
eine Doppellokalisation dieser beiden Antikdrper in glatten Muskelzellen zu erkennen
(Stern).

Abb. 17 a) P30 Reaktion im Bronchus der Ratte(200fach) b) Farbung der glatten Muskulatur
mit SMA (smooth muscle aktin) c) DAPI Kernfarbung d) Flimmerepithel in der Rattentrachea
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4.6 Niere

4.6.1 Glomerulum

Das Protein 30 findet sich in der Niere nur in den Glomerula, welche sich im Cortex
renalis befinden (Abb. 18a). Das Tubulussystem ist nicht reaktiv. Die Glomerula der
Niere haben die Funktion, ein Ultrafiltrat des Blutes zu erzeugen und somit den
Primarharn zu produzieren, der im Verlauf des Tubulussystemes, bis hin zum
Nierenbecken, konzentriert und durch Sekretion und Resorption verandert wird. Die
Reaktion mit dem markierten Protein 30 ist in den Glomerula am Gefal3pol in der
Arteriola glomerularis afferens zu erkennen, die sich aus Verzweigungen der Arteria
renalis bildet. P30 findet sich hier im Gefal3endothel des Vas afferens. (Stern in Abb.
18b). Im Inneren des Corpus renale erkennt man die positiv markierten Querschnitte
der Kapillarschlingen (gelb), die das Gefalkonvolut bilden, aus dem der Primarharn
abfiltriert wird. Die Podozyten sind diesem Gefal3knauel aufgelagert und bilden das
innere Blatt der Bowman-Kapsel, welches P30 reaktiv ist. Eine Reaktion mit P30
wurde auf3erdem im gesamten &aul3eren Blatt der Bowman-Kapsel gefunden (Abb.
18a,b Pfeil), welches aus einschichtigem Plattenepithel aufgebaut ist. Das parietale
Blatt der Bowman-Kapsel umschlief3t das gesamte Nierenkorperchen und bildet mit
dem visceralen Blatt ein schmales Lumen, in das der Harn als Ultrafltrat des Blutes
abfiltriert wird.

Abb. 18 a) P30 Reaktion in Glomerula der Ratte 200fache VergréRerung b) Doppelfarbung
eines Glomerulum der Ratte mit P30 (rot) und Recal (griin), Uberlagerung (gelb), CLSM
Mikroskop
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4.7 Glandula suprarenalis

Die paarigen Nebennieren (Glandulae suprarenales) bestehen aus zwei sowohl
entwicklungsgeschichtlich als auch funktionell verschiedenen Bereichen, dem Mark
und der Rinde. Das Mark ist ein sogenanntes Paraganglion des sympathischen
Nervensystems. Das Parenchym des Nebennierenmarks besteht aus einem
epithelartig angeordneten Gewebe, welches der Neuralleiste entstammt
(ektodermale Herkunft). Die Nebennierenrinde produziert in drei verschiedenen
Zonen, Zona glomerulosa, Zona fasciculata und Zona reticularis, Steroidhormone.
Das Protein P30 laRt sich im Bereich der Organkapsel, in der Rinde, sowie im
Nebennierenmark nachweisen (Abb. 19). Dabei handelt es sich um die Kapillaren,
bzw. das Endothel des stark ausgepragten Gefal3systems. In der Zona glomerulosa
reagieren die Endothelzellen der Gefalie/Sinusoide (Glomeruli) mit dem Antikorper
gegen das Protein 30 (Stern in Abb. 19a). Reaktionslos bleiben die in Nestern
zusammen gelagerten Epithelzellen. In der Zona fasciculata, deren Gefal3e zwischen
den Zellsaulen geradlinig Richtung Mark verlaufen, weist wiederum deren Endothel
eine Reaktion mit dem gesuchten Protein auf (Abb. 19a Kreuz). Die Reaktion setzt
sich in den sinusartigen Gefal3en der Zona reticularis fort. Im Nebennierenmark
finden sich drei verschiedene Typen chromaffiner Zellen, die die Katecholamine
Adrenalin und Noradrenalin bilden und in geringer Zahl sogenannte ,small granule
chromaffin cells (SGC)“, sowie Ganglienzellen. Abbildung 19c zeigt die Reaktion des
P30 Antikorpers im Ubergang der Nebennierenrinde zum Mark. Das Protein 30 laRt
sich den in Gruppen liegenden chromaffinen Zellen, sowie den grof3en und mit glatter
Muskulatur ausgestatteten Sinusvenen zuordnen. Innerhalb der chromaffinen Zellen
findet man P30 im Bereich der Zellkernmembran, sowie im Cytoplasma (Pfeil). Das
Karyoplasma bleibt reaktionslos. Eingebettet in die chromaffinen Zellverbande finden
sich die Ganglienzellen, deren Reaktivitat mit P30 die gleiche Auspragung aufweist,
wie sie bereits bei den Zellen des Ganglion trigeminale beobachtet wurde (Punkt in
Abb. 19d) Im Cytoplasma erkennt man einzelne, granulére Elemente, die P30 positiv
sind, der Zellkern wiederum bleibt reaktionslos. Die Aufgabe dieser
Markganglienzellen ist es, efferente sympathische Signale umzuschalten und die

Sekretion der Katecholamine zu stimulieren.
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Die von den Ganglienzellen ausgehenden Neurone verlaufen in Faserbiindeln
innerhalb des Nebennierenmarkes in direkter Nachbarschaft zu den chromaffinen
Zellen und Sinusoiden, was die starke Reaktion mit P30 in diesen Bereichen erklart
(siehe # in Abb. 19d). Analog zu anderen Organen reagiert auch das Endothel der

grofRen Sinusgefalie.

Abb. 19 a) P30 Reaktion der Nebennierenrinde der Ratte (400fach) b) Endothelreaktion mit
Recal c) Nebennierenmark, 200fach vergroRert d) Mark mit chromaffinen Zellen und
Ganglienzellen (400fach)
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4.8 Weibliche Geschlechtsorgane

4.8.1 Ovar

Im aktiven Ovar reifen kontinuierlich Eizellen heran, die von Follikelepithelzellen
umgeben sind. Zusatzlich werden weibliche Geschlechtshormone produziert und
sezerniert. Diese Aufgaben bedingen einen komplexen Aufbau: Tunica serosa
(Keimepithel), Tunica albuginea, als bindegewebige Kapsel, die Rinde und das Mark.
Das Stroma der Rinde besteht aus spezifischem spinozellularem Bindegewebe,
wahrend das Mark lockeres Bindegewebe enthélt. Die Follikelreifung findet in der
Rinde statt. Es differenzieren sich Bindegewebszellen zu Thekazellen und
organisieren sich um die die Eizelle umgebenden Follikelepithelzellen, deren Zahl im
Laufe der Reifung zunimmt. Ein Nachweis des P30 im Ovar laf3t sich erst im Stadium
des Tertiarfollikels erbringen, wahrend die Serosa permanent reaktiv ist. In friheren
Stadien wird das gesuchte Protein nicht exprimiert. Der Tertiarfollikel unterscheidet
sich von den friheren Reifungsstadien durch das Vorhandensein des Cumulus
oophorus, welcher aus Granulosazellen besteht, sowie dem Liquor gefullten Antrum
folliculi, umgeben von der Theka interna und externa. Mit Beginn des Tertiarfollikels
kann Protein 30 im Cytoplasma im Zellmembranbereich der Oozyte nachgewiesen
werden. Der Zellkern (Abb. 20a Pfeil), sowie die Zona pellucida zeigen keine
Reaktion. Das spinozellulare Bindegewebe der Rindenzone, in der sich die
verschiedenen Follikelstadien befinden, weist einzelne Zellen auf, die eine positive
Reaktion mit dem Antikdrper gegen P30 zeigen (ohne Abbildung). Bei diesen Zellen
handelt es sich um die Fibrocyten des umgebenden bindegewebigen Stromas. Eine
starke Reaktion des Antikdrpers findet sich in der Tunica serosa, dem Teil des
Peritoneums, der das Ovar zum Bauchraum hin begrenzt (Abb. 20a Stern). Die hier
kubischen Zellen bilden den einschichtigen Teil des Mesothels. P30 liegt hier im
Cytoplasma vor, nicht aber im Kern (nicht gezeigt). Die Zellen der Serosa sind

sekretorisch und resorptiv aktiv.
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Abb.20 a) P30 Reaktion des Tertiarfollikels im Ovar der Ratte in 100 facher Vergréfl3erung
(Pfeil) b) Cumulus Oophorus eines Tertiarfollikels 1) Antrum follikuli 2) Granulosazellen 3)
Zona pellucida 4) Zellkern

4.8.2 Tuba uterina

Die Tuba uterina stellt die Verbindung vom Cavum uteri zum Ovar her. Nach der
Befruchtung wird die Zygote durch den Zilienschlag der Epithelzellen mit dem
Sekretstrom und peristaltischer Kontraktionen der Tubenmuskulatur zum Uterus
transportiert. Die Tunica mucosa besteht aus einem einschichtigen kubisch bis
hochprismatischem Epithel, das zyklusabhéangig mehr oder weniger Kinozilien
tragende Zellen aufweist. Zwischen diesen Flimmerzellen liegen Drusenzellen. Die
Lamina propria besteht aus lockerem Bindegewebe mit zahlreichen glatten
Muskelzellen und vielen Blutgefal3en. Die Serosa bedeckt die Tube nach aul3en. Das
Protein 30 kann nur in den Kinozilien tragenden Zellen des Flimmerepithels
nachgewiesen werden, und hier nur im apikalen Zellpol (Abb 21d Pfeil), sowie in der
die Tube umgebenden Tunica serosa. Die Driisenzellen enthalten kein P30. Eine
geringe Reaktion des Antikorpers findet sich auch in der angrenzenden Lamina
propria in den Fibrocyten, sowie in der Serosa des visveralen peritonealen Blattes
und den versorgenden Blutgefallen.
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Abb. 21 a) P30 Reaktion der ovariellen Serosa, 200 fach vergrol3ert b) DAPI Kernfarbung c)
Querschnitt des Eileiters der Ratte (200fach) d) P30 im Flimmerepithel des Eileiters
(400fach)

4.8.3 Mamma lactans

Die weibliche Brustdrise besteht aus 15-20 verzweigten tubolo-alveolaren
Einzeldrisen, organisiert in kleineren Lappchen und Lappen. Die Einzeldriisen
werden von einem gemeinsamen Bindegewebsstroma umschlossen und sezernieren
nach Stimulation in gemeinsame Ausfihrungsgange. Die Schwangerschaft und
deren hormonale Verdnderungen bedingen eine starke Proliferation des epithelialen,
apokrinen Brustdrisengewebes, wodurch die Gesamtdrise an Volumen zunimmt.

Zur Untersuchung des Vorkommens von Protein 30 in laktierender Mamma wurden
Schnitte von Brustgewebe einer seit 3 Tagen entbundenen/laktierenden Ratte

verwendet.
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Wie in Abbildung 22 zu sehen ist, ist das gesuchte Protein 30 in den
Alveolen/Endsticken der laktierenden Drise zu finden. Das umgebende
Bindegewebe zeigt eine Reaktion innerhalb der Fibrozyten und das noch verbliebene
Fettgewebe ist immunreaktiv negativ. Die hdohere Auflosung zeigt zwischen den
Epithelzellen des Endstiicks und der Basalzellschicht der Driisen eine Reaktion mit
P30 (Pfeil). An dieser Stelle sind Myoepithelzellen angeordnet, welche durch
Kontraktion die Entleerung des fetthaltigen Sekretes férdern. Die Dicke des
Drisenepithels ist abhangig von seinem Funktionszustand. Im vorliegenden Praparat
ist das Epithel grof3tenteils stark abgeflacht und zeigt nur eine geringe Reaktion mit
P30, da sich die Abschnitte der im Praparat untersuchten Brustdrise zum Zeitpunkt
der Entnahme in der Erschopfungsphase befunden haben. Protein 30 findet sich
aulRerdem in den Endothelzellen der Kapillaren des Driisenlappchens (Stern), wobei
die Reaktion cytoplasmatisch lokalisiert ist. Zwischen den einzelnen Drisenlappchen
und im Bindegewebe gelegene versorgende Blutgefal3e sind ebenfalls reaktiv.

Abb. 22 a) P30 im Drusenlappen einer laktierenden Mamma der Ratte (100 fach) b)
Drisenlappchen, (200 fach)
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4.8.4 Placenta und Uterus

Besonders interessant war die Untersuchung des P30 in der Placenta, da der
Mutterkuchen (Placenta) sich aus dem fetalen Trophoblasten und einem Teil des
dezidualisierten Endometriums entwickelt. Dies ermoglicht die Versorgung des
Embryos mit Sauerstoff und N&ahrstoffen. Die Placenta steuert ihr eigenes Wachstum
und bildet auRerdem das Hormon humanes Choriongonadotropin (HCG). Die fetale
Seite bildet die Chorionplatte, die mit dem einschichtigen Amnionepithel bedeckt ist.
Im Gegensatz zur humanen Placenta verfugt die hier untersuchte Placenta der Maus
nicht Uber Zotten, sondern Uber ein stark verzweigtes Labyrinthsystem. Dieses
besteht aus zahlreichen Gefal3en, sowie aus mit maternalem Blut gefullten Lakunen,
die von einschichtigem Epithel bedeckt sind. Eine Reaktion mit P30 ist in der
Placenta der Maus auf endothelialer Ebene zu finden. In Abbildung 23a sind
Anschnitte sowohl von Arterien und Venen, als auch von placentaren Lakunen
(Stern) zu erkennen. In allen Epithelien der Lakunen und GeféaRe lie3 sich das
Protein nachweisen. Eine deutliche Reaktion mit dem markierten Protein zeigte sich
im Zytoplasma der Zellen, die ein einschichtiges Epithel bilden und maf3geblich am
Stoffaustausch zwischen Mutter und Fetus beteiligt sind. Das Stroma der Placenta,
bestehend aus Mesoderm, weist eine Reaktion auf Ebene der Fibrocytenzellkerne
auf, die das bindegewebige Stroma ausbilden (DAPI Farbung nicht gezeigt). Bei
Abbildung 23d handelt es sich um einen Anschnitt des maternalen Teils der Placenta
und angrenzendem Uterusgewebe. Hier finden sich gehauft grol3lumige GefalRe. Im
Endothel dieser groRlumigen Gefal3e ist eine starke Reaktion mit dem Antikorper
gegen P30 zu erkennen (Pfeil). Weiterhin findet sich das P30 Antigen im
Uterusmyometrium (Abb. c). Diese Reaktion ist wie auch in anderen muskularen
Organen im Cytoplasma der Myocyten zu finden, sowie fokussiert im Bereich der
Kernmembran. Das Karyoplasma bleibt auch hier reaktionslos.
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Abb. 23 a) P30 in Placenta der Maus (50 fach vergréRert) b) Placentalakunen (200fach) c)
glatte Uterusmuskulatur der Maus (200fach) d) Versorgungsgefafl3e des Uterus

4.9 Mannliche Geschlechtsorgane

49.1 Hoden

Der Hoden ist ein paariges Organ, welches sich zusammen mit dem Nebenhoden
innerhalb des Scrotums befindet. Er wird von der Tunica albuginea, einer straffen
Bindegewebskapsel umgeben. Von dieser Kapsel strahlen Bindegewebssepten in
das Innere des Hodens ein und teilen ihn in ca. 300 Lappchen, die jeweils 1-4
Samenkanélchen (Tubuli seminiferi) beinhalten. Die Tubuli minden in das Rete testis
und werden von Bindegewebe umgeben, in welchem sich die Leydig-Zwischenzellen
befinden, die nach Stimulation durch das Hormon LH das Androgen Testosteron

produzieren.
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Innerhalb der Tubuli seminiferi sind die Sertoli-Zellen, die eine Stitz- und
Ernahrungsfunktion einnehmen, von den Keimzellen (Spermatogonien) zu
unterscheiden. Innerhalb der Tubuli seminiferi findet die Spermatogenese statt. Die
Spermatogenese geht von der Typ-A Spermatogonie aus, welche aufgrund ihrer
Fahigkeit, sich homonym zu teilen als eine Art Stammzelle angesehen wird. Nach
einer heteronymen und einer mitotischen Teilung entstehen aus ihnen die Typ-B
Spermatogonien, die sich wiederum mitotisch in primare (I) Spermatozyten teilen.
Aus diesen gehen nach der ersten meiotischen Teilung zwei sekundare (II)
Spermatozyten hervor. Sie treten daraufhin in die zweite Reifeteilung ein, aus der
erst sekundare und danach primdre Spermatiden hervorgehen. Unter starker
Stimulation durch die Sertoli-Zellen reifen die Spermatiden tber mehrere Wochen im
Hoden zu Spermien heran. Eine Reaktion mit P30 im humanen Hoden ist nur auf
Ebene der elongierenden Spermatiden | (frihe Spermatiden) zu finden, was in
Abbildung 24a (Pfeil) zu erkennen ist. Diese beschrénkt sich ausschliel3lich auf die
Akrosomenanlage (Akroblast) im Kopf der Spermatide. Das Akrosom entspricht
einem Lysosom, welches durch Abschnirungen des Golgi-Apparates entsteht. Es
legt sich wahrend seiner Entwicklung in der Spermatide dem Zellkern an und
verschmilzt schlie3lich mit der Kernmembran. Die Sertolizellen sind P30 areaktiv.

Abb. 24 a) humanes Hodenkanalchen mit Doppelmarkierung von P30 (griin) und DAPI(blau)
b) 1. Basalmembran, 2: Myofibroblast 3: Fibrozyt 4: Sertolizelle 5: Spermatogonie A 6:
verschiedene Keimzellstadien 7: Spermium 8: Lumen
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4.9.2 Spermium

Das Spermium (Spermatozoon) besteht aus einem Kopfteil, der den haploiden
Zellkern und zwischen 2682 und 2886 verschiedene mRNA-Molekile enthalt und
einem Mittelstiick mit einer grof3en Anzahl von Mitochondrien, die dem Spermium die
zur Fortbewegung nétige Energie in Form von ATP zur Verfigung stellen. Der
Schwanzteil des Spermiums ist beweglich und setzt sich aus einem System
langsverlaufender Mikrotubuli zusammen. Die Immunreaktion zeigt das markierte
Protein P30 im Bereich des Mittelstickes, in dem sich die Mitochondrien des
Spermatozoons befinden, sowie im Kopf und im beweglichen Schwanz. Die
Mitochondrien sind nebeneinander um das zentral liegende Axonema angeordnet,
von dem sie durch die dichten &ufReren Langsfasern getrennt werden. Wie in
Abbildung 25 deutlich zu sehen ist, weist das Axonema des Spermiums keine
Reaktion mit P30 auf. Es ist als dunkler Streifen zwischen den Mitochondrien
sichtbar. Der komplette Halsbereich zeigt keine Reaktion, er stellt sich als
kragenformige Abgrenzung zum Kopf dar. Im Kopfteil findet sich P30 im Bereich der
Plasmamembran, die sich um den Kern erstreckt. Das an der Spitze grol3flachig dem
Kern aufsitzende Akrosom, welches dem Spermium das Eindringen in die Eizelle
ermdglicht, zeigt keine Reaktion mit dem markierten Protein P30. Alle Spermien
zeigen im Verlauf des Schwanzes eine granuldre Reaktion. Der Schwanz des
Spermiums dient der Fortbewegung, die durch ein langsverlaufendes Fibrillensystem
aus Mikrotubuli ermoglicht wird. In dessen Umgebung befinden sich Lysosomen,

sowie im Abbau befindliche Teile des Golgi Apparates.

Abb. 25 Spermien in humanem Ejakulat (400
fache VergroRRerung) A: Kopf B: Hals C:
Mittelstiick D:Hauptstiick D: Endsttick
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Die Reaktionen im Spermienkopf kbnnen dem Bereich der postakrosomalen Scheide
zugeordnet werden, sowie dem im Halsanteil des Kopfes verbliebenen

Cytoplasmasaum.

4.10 Pankreas

Neben den aus Zellkultur gewonnenen Glucagonzellen des Pankreas, wurde auch
das Organ selbst auf das Vorkommen von P30 untersucht. Das Pankreas ist eine
rein serdése Verdauungsdrise, die ein speziell an die Nahrung angepasstes
Verdauungssekret in den Darm abgibt. Neben dieser exokrinen Driisenfunktion
werden vom endokrinen Driisenanteil auch Hormone direkt ins Blut abgegeben.
Ungefahr 5% der Zellen sind inselformig zusammengefasst und werden als
Inselapparat bezeichnet, der Uber das gesamte Organ verteilt ist. Er besteht aus
unterschiedlichen Zellen, die die Hormone Insulin, Glucagon, Pankreatisches
Polypeptid und Somatostatin bilden und sezernieren. Der exokrine Anteil weist eine
septale Gliederung in Lobuli auf, welche wiederum aus den einzelnen Azini
bestehen. P30 ist in den Azinuszellen nachzuweisen (Abb. 26). Das Protein ist
konzentriert im apikalen Bereich der azindren Zellen zu finden (Pfeil). In diesem
Bereich befindet sich der Golgi-Apparat und sogenannte Zymogengranula, die
inaktive Vorstufen der Verdauungsenzyme enthalten und priméren Lysosomen
entsprechen. Sie werden erst nach Abgabe in den Darm in ihre aktive Form
umgebaut. Die Zellkerne der Azinuszellen und das Ausfihrungsgangsystem des

Organes zeigen keine Reaktion mit P30.

. ot N

Abb. 26 Azinuszellen des Pankreas (siehe
Pfeil), 200 fache VergréRerung
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4.11 Milz

Die Milz, das grof3te lymphatische Organ des Korpers, ist direkt in den Blutkreislauf
eingeschaltet und Ubernimmt so eine wichtige Filterfunktion, bei der dem Blut
Erythrocyten und Thrombocyten entnommen und abgebaut werden. Das Organ wird
von einer kollagenfaserigen Kapsel umgeben, von der aus sich Bindegewebsstrange
in das Organ fortsetzen. Diese Strange bilden die so genannten Milztrabekel, welche
die zugehdrigen BalkengefalR3e enthalten. Die zwischen den Trabekeln befindlichen
Raume werden durch retikulares Bindegewebe gebildet, das von zahlreichen
Blutgefal3en durchsetzt ist. Dieser Bereich wird als rote Pulpa bezeichnet. Die
Milzknétchen, die aus lymphoretikularem Gewebe bestehen, werden dagegen als
weilde Pulpa bezeichnet. Die Sinusraume der Milz stehen in direktem Kontakt mit
dem Blut, wobei der Querschnitt der Blutstrombahn stark vergréert wird und der
Blutstrom so verlangsamt in die Retikulummaschen gelangt. Ein Vorkommen von
P30 in der Milz konnte einerseits mittels Immunoblotting, als auch mit Hilfe von
Immuncytochemie gezeigt werden. Wie der Immunblot/Western Blot zeigt, kommt
P30 in hoher Konzentration vor. Der Immunnachweis ergibt sowohl fir Maus, Ratte
und Meerschwein eine identische Lokalisation. Eine Reaktion mit P30 findet sich im
gefensterten Endothel, welches die Milzsinus bildet. Es stellt die selektive Barriere
der Milz dar, durch deren Fensterung Zellen gezielt aus dem Blut herausgefiltert
werden konnen. Aufgrund der ebenfalls zahlreich vorhandenen arteriellen Gefalie,
die der Milz das zu reinigende Blut zufuhren, ist die insgesamt hohe Konzentration
an P30 in diesem Organ zu erklaren. In Abbildung 27a ist die P30 Reaktion im stark
verzweigten Sinussystem der roten Milzpulpa und deren Endothel (Pfeil) deutlich zu
erkennen. Zur detaillierten Analyse der Lokalisation auf subzellularer Ebene wurden
Dunnschnitte angefertigt und nach der Immunreaktion am Elektronenmikroskop
untersucht. Das gesuchte Protein wurde mit Goldpartikeln markiert. P30 konnte im

Cytoplasma der Endothelzellen gefunden werden. (siehe Stern in Abb. 27c,d)
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Abb. 27 a) P30 im Milzsinus (Pfeil) innerhalb der roten Pulpa (400x) b) DAPI Kernfarbung c)
EM Préparat eines Milzsinus (P30 mit * markiert) d) P30 in Endothelzellen eines Milzsinus

4.12 Zellkultur

Zusatzlich zu den Organen und Geweben wurde das Vorkommen des P30 in
Zellkulturen verschiedener Herkunft untersucht. Es wurden hierzu folgende Kulturen
verwendet: INR!G9 (Glucagon sezernierende Zellen), HaCaT (Keratinocyten),
NS20Y (neuronale Zellen). In allen untersuchten Ziellinien war Protein 30
nachweisbar.
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4.12.1INR1G9 Zellen

Bei den INR1G9 Zellen handelt es sich um eine Hamsterglucagenom Zelllinie. Eine
Reaktion mit P30 Antikorper findet sich im Cytoplasma der Glukagonzellen, wobei
der Zellkern keine Reaktion zeigt. Um den Kern herum ist ein Cytoplasmasaum im
Bereich der Kernmembran zu erkennen, der ebenfalls reaktiv erscheint. In
Zellkernnahe findet sich ein Focus mit starker Reaktion des P30 Antikdrpers. Eine
Doppelfarbung mit einem Antikorper gegen Golgin zeigt eine partielle Uberlappung
der Reaktionen. Wie in Abbildung 28 zu erkennen ist, gibt es Bereiche, die eine
Doppellokalisation aufweisen (Pfeil). P30 findet sich genau dort, wo auch der Golgi-
Apparat nachzuweisen ist (gelb), es sind jedoch auch Anteile des Golgi-Apparates zu

erkennen, die keine Doppellokalisation mit P30 aufweisen (grun).

Abb. 28 Doppellokalisation (Pfeil) von P30
und Golgin in 2 nebeneinander gelegenen
Glucagonzellen, Zellkerne ohne Reaktion
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4.12.2 HaCaT-Zellen

Bei den HaCat Zellen handelt es sich um eine Linie humaner Keratinozyten. Sie
entsprechen den Zellen der Epidermis. P30 war in diesen Keratinozyten im
Zytoplasma, nicht aber innerhalb des Zellkerns nachzuweisen. Die cytoplasmatische
Lokalisation erscheint granular. Eine deutlich starkere Reaktion mit P30 findet sich
an der Membran des Zellkerns, in deren Nahe sich das Endoplasmatische Retikulum
(ER) befindet (Abb 29).

Abb. 29 Doppellokalisation (gelb) von P30
und PDI (rER)in humanen Keratinozyten
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4.12.3 NS20Y-Zellen

Bei der NS20Y-Zelllinie handelt es sich um eine Zelllinie, die aus dem Neuroblastom
einer A/Jax Maus isoliert wurde. Diese Zellen kdnnen noch sekretorisch aktiv sein,
sie sezernieren Acetylcholin. Auch in diesen Zellen findet man P30 im Cytoplasma
der NS20Y Zellen, wobei wiederum der Zellkern areaktiv bleibt. Die cytoplasmatische
Reaktion erscheint granuliert und lasst eine vermehrte Fokussierung im Bereich der
Zellkernmembran erkennen (Abb. 30 Pfeil).

Abb. 30 P30 Reaktion in NS20Y Zellen (400x)
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4.13 Weitere untersuchte Organe
4.13.1 Leber

Die Leber ist die gré3te Drise und das grof3te innere Organ. Histologisch ist die
anatomische Grundeinheit der Leber das Leberlappchen. Dabei ist die Zentralvene
im Mittelpunkt eines Lappchens. Zwischen den in Balken angeordneten Hepatozyten
liegen die Sinusoide, welche durch ein gefenstertes Endothel ohne Diaphragma
begrenzt sind. Die Hepatozyten sind vom Sinusendothel durch einen schmalen
perisinusoidalen Raum abgetrennt. Neben den Hepatocyten des Leberparenchyms
sind in der Leber Makrophagen, Kupffer‘'sche Sternzellen und Ito-Zellen vorhanden,
welche Abwehr- und Stoffwechselfunktion in Kooperation mit dem Parenchym
Ubernehmen. Bei der Untersuchung von Rattenleber auf das Vorkommen von P30
wurde das Protein sowohl in den Hepatocyten, als auch in Non-Parenchymzellen
gefunden (Pfeil in Abb. 31). P30 findet sich innerhalb der Hepatocyten im
Cytoplasma, wahrend der Zellkern areaktiv bleibt. In den Nonparenchymzellen
reagieren auch die Zellkerne mit dem Antikdrper gegen P30. Um welche Gruppe der

Non-Parenchymzellen es sich dabei handelt konnte bisher nicht spezifiziert werden.

' RS, - .
Abb. 31 a) einzelne P30 positive Nonparenchymzellen (Pfeil), sowie Leberparenchym in der
Rattenleber b) DAPI Farbung zur Markierung der Zellkerne (a+b 200fach vergréRRert)
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4.13.2 GroRRhirn

Im GrolR3hirnkortex der Ratte konnte P30 in einzelnen Zelltypen (Abb. 32a), sowie in
dendritischen Strukturen (Abb. 32b) gefunden werden, wobei die genaue

Lokalisation in dieser Arbeit nicht weiter untersucht wurde.

Abb. 32 a) P30 positive Zellen im GroR3hirn (Kortex) der Maus b) GroRhirnrinde (jeweils 400
fach)
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4.13.3 Kleinhirn

Das Kleinhirn wird anatomisch in Rinde und Mark unterteilt, welche aus jeweils
unterschiedlichen Schichten und Zelltypen bestehen. Die Rinde (Kortex) besteht aus
drei Schichten, dem Marklager (Markblatter), dem Stratum granulosum und dem
Stratum moleculare. In der Kleinhirnrinde befinden sich die folgenden Zelltypen:
Sternzellen, Korbzellen, Purkinjezellen, Kérnerzellen, Golgizellen. P30 wurde in den
Markblattern und dem Stratum granulosum gefunden. Das nach aul3en angrenzende

Stratum moleculare zeigt keine positive Reaktion mit dem gesuchten Protein.

Abb. 33 a) einzelne P30 positive Zellen im Kleinhirnmarkblatt der Ratte (400x) b) 1:
Markblatter 2: Stratum granulosum 3: Stratum moleculare (200fach)
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4.13.4 Blutausstrich

Im humanen Blutausstrich wurde P30 ausschlie3lich in den Leukozyten gefunden
(Abb. 34), wobei die zum Teil segmentierten Zellkerne keine Reaktion zeigen (ohne
Abbildung). Zur genauen Differenzierung der Zelltypen wurde eine Doppelfarbung

mit CD14-Antikdrper gegen Leukozyten durchgefuhrt.

Abb. 34 a) Blutausstrich 200fach vergroRRert b) Doppel Farbung mit CD14 Antikdrper gegen
Leukozyten
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5 Diskussion

Das Protein 30 wurde als Interaktionspartner der cytosolisch lokalisierten Protein
Tyrosin Phsophatasen von der Arbeitsgruppe Hofer (Biochemie, Universitét
Konstanz) beschrieben. Erste Untersuchungen weiterer Arbeitsgruppen zu Proteinen
mit identischer Gensequenz fuhrten dazu, dass fiur P30 auf Grund unterschiedlicher
Lokalisationen in der Zelle, sowie seinem Vorkommen in unterschiedlichen Organen,
verschiedene Namen synonym verwendet werden. Nuclear envelope spectrin repeat
protein 1 (Nesprin-1) bezeichnet seine Lokalisation im Bereich der Zellkernmembran
zahlreicher Gewebetypen wie Herz, Placenta, Skelettmuskel, Milz und Hoden (Zhang
et al. 2001). Es wurde aulRerdem beobachtet, dall das Protein vermehrt im
postsynaptischen Bereich der motorischen Endplatte exprimiert wird, was in dieser
Arbeit jedoch nicht uneingeschrankt bestatigt werden konnte. Die daraus
resultierende Bezeichnung fur das Protein ist Synaptic nuclear envelope protein 1
(Syne-1) (Apel et al. 2000). Durch seine spezielle Lokalisation an der myocytaren
Kernmembran wird P30 auBerdem als Myocyte nuclear envelope protein 1 (Myne-1)
(Mislow et al. 2002) oder Enaptin bezeichnet. Die bisher erfolgten Untersuchungen
zu P30 basierten grof3tenteils auf molekularbiologischen Grundlagen und wurden mit
Hilfe der PCR, Western- und Northernblots durchgefiihrt. Es existiert keine Ubersicht,
die mittels Immuncytochemie einen umfassenden Uberblick iber das Vorkommen
von P30 in verschiedenen Geweben und Organen gibt. Diese Arbeit sollte dartber
hinaus zeigen, in welcher Lokalisation P30 in diesen untersuchten Organen und
Geweben P30 exprimiert wird, sowie dessen subzellulare Lokalisation analysieren.
Immunhistochemisch unter Verwendung eines speziell fir P30 hergestellten
Antikdrpers wurde ein Organ- und Gewebescreening durchgefihrt, welches ein
weitreichendes Verteilungsmuster des gesuchten Proteins ergab. Es ist wie seine
Synonym verwendeten Formen (Syne-1, Myne-1, Nesprin-1, Enaptin) in Strukturen
zu finden, die reich an F-Actin sind (Padmakumar et al. 2004). Nach seiner
Entdeckung im Rahmen der Suche nach Interaktionspartnern der TC-PTP/PTP1B
mit dem Two-Hybrid-System wurde gezeigt, dass P30 in vitro durch die Src-Kinase
phosphoryliert werden kann und damit als Substrat fur diese Phosphatasen in Frage
kommt. Die Proteinphosphorylierung ist ein wichtiger post-translationaler

Kontrollimechanismus in der Signaltransduktion der Zelle.
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Hierzu gehdrt die Regulation der Aktivitat von Enzymen oder Transkriptionsfaktoren,
wobei die Phosphorylierung durch Ladungsveranderungen das Zielprotein
aktivieren/inhibieren oder seine subzellulare Lokalisierung determinieren kann. Die
physiologischen Mechanismen der Proteinphosphorylierung hangen vom jeweiligen
Substrat der Kinase ab. Fur P30 konnte mit Hilfe der Affinitatschromatogaphie
(Trennverfahren zur Isolation eines Analyten aus einer Losung verschiedener Stoffe)
eine Interaktion mit der TC-PTP/PTP1B nachgewiesen werden, die aus

Schweinelymphocyten isoliert wurde (Porsche 2001).

5.1 Lokalisation von P30

Im Uberblick und organunabhangig findet sich das gesuchte Protein 30
ausschliellich intrazelluléar. Dort ist es mit der Membran des Zellkernes assoziiert, die
eine direkte Verbindung zum Endoplasmatischen Retikulum hat und eine wichtige
Rolle im Stoffaustausch zwischen Kern und Cytoplasma spielt. Bei naherer
Betrachtung der Assoziation von P30 und dem perinukledren Bereich, sowie der
Kernmembran, konnte ein gesteigertes Vorkommen von P30 abhangig vom
Aktivitats- und Differenzierungsgrad des jeweiligen Gewebes nachgewiesen werden.

5.1.1 P30 in Assoziation mit Aktin

Aktin ist ein Strukturprotein, das in allen eukaryotischen Zellen vorkommt. Es ist
Bestandteil des Zytoskeletts und gleichzeitig eines der funf haufigsten Proteine in
Eukaryonten. Diese Filamente dienen als Bestandteil des Zytoskeletts der
Stabilisierung der aufReren Zellform, intrazellularen Transporten und sind zentraler
Bestandteil des Kontraktionsapparats der Muskeln. P30 (Nesprin-1) besitzt eine
einzelne Transmembrandomane an seinem C-Terminus und hat Einflu3 auf die friihe
Muskeldifferenzierung, wobei es wahrend der Differenzierung eine Kolokalisation mit
Lamin A/C zeigt (Mislow et al. 2002). Die Untersuchungen von kultivierten
Glucagonzellen, Keratinocyten und Tumorzellen (NS20Y) zeigten, dal3 P30 in allen
untersuchten Zelllinien exprimiert wird. Diese Zellkulturen wurden deshalb gewahlt,

da sich aufgrund der Zellgrol3en und ihrer hohen Proliferationsaktivitat die
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intrazellularen Vorgange und Strukturen deutlicher darstellen lie3en, als in
organisierten Gewebeverbanden und Organen. Hier fand sich allerdings nicht
ausschlieBlich eine Assoziation zur Zellkernmembran, sondern zusatzlich in
unterschiedlichen Kompartimenten des Cytoplasmas und der Zellorganelle.
Doppelfarbungen mit Antikérpern gegen Golgin zeigen in hohem Mal3e eine
Kolokalisation von P30 und dem cytoplasmatischen Golgi Apparat. Die parallele
Farbung mit PDI-Marker zeigte auRerdem eine teilweise Uberlagerung mit dem
Endoplasmatischen Retikulum. Der Golgi-Apparat steht direkt mit dem ER in Kontakt,
in dem sekretorische Proteine in Form kleiner Membranblaschen abgeschnurt
werden und das Lumen des ER als Transportvesikel in Richtung Golgi-Apparat
verlassen. Bei Erreichen des Golgi-Apparates verschmilzt die Membran des
Transportvesikels mit der Membran des Dictyosoms und der Inhalt des Vesikels
entleert sich. Vorstufen von funktionellen Proteinen, aber auch membranstandige
Phospholipide koénnen an der cis-Seite des Golgi-Apparates zur weiteren
chemischen Abwandlung aufgenommen werden. Der Transport innerhalb der Vesikel
ist abhéngig von der Interaktion zwischen verschiedenen Proteinen, die sowohl die
korrekte Transportrichtung, als auch die Aufnahme des Vesikels an seinem Ziel
regulieren (Spang et al. 2001). Syne-1 wird eine wichtige Rolle in der Regulation des
retrograden Transportes vom Golgi-Apparat zurlick zum ER zugeordnet, bei dem es
zur weiteren Interaktion mit regulatorisch aktiven Proteinen kommt (Gough et al.
2004). Der Kurzstreckentransport der Vesikel orientiert sich an cytoplasmatischen
Aktinfilamenten, zu denen eine direkte Verbindung mit Syne-1 besteht. Diese
Tatsache weist darauf hin, dass P30 sowohl an der Integritat (Kobayashi et al. 2006)
als auch an der Interaktion der Zellorganelle, sowie dem Stofftransport innerhalb der
Zelle verantwortlich sein kdnnte, da es auch in cytoplasmatischen Bereichen
nachgewiesen wurde, in denen sich keine Assoziation zum Golgi-Apparat oder dem
ER nachweisen lait. Eine weitere Funktion von P30 im Bezug auf seine
cytoplasmatische Lokalisation, kdnnte im Rahmen plastizitarer Veranderungen des
Cytoskeletts zu sehen sein. Das Cytoskelett der Wirbeltiere wird von drei
Proteinfamilien dominiert: den Mikrofilamenten (Aktine), den Makrofilamenten
(Tubuline) und den Intermediarfilamenten (IF-Proteine). IFs gehdren zur
schwerstloslichen Proteinfraktion in der Zelle und sind fur deren Form verantwortlich.
Sie umspannen den Zellkern und durchziehen gerustartig das Cytoplasma. Durch

Desmosomen haben sie auf3erdem eine Verbindung zur Plasmamembran der Zelle.

55


http://de.wikipedia.org/wiki/Sekretion
http://de.wikipedia.org/wiki/Proteine
http://de.wikipedia.org/wiki/Phospholipid

FUr das Syne-Protein 2 ist eine direkte Interaktion mit dem cytoplasmatischen F-Aktin
sowohl in vitro, als auch in vivo nachgewiesen, wodurch es eine Verbindung
zwischen Nucleus und Cytoskelett herstellt (Starr et al. 2002). Proteinen der
Spektrin-Familie, zu denen auch P30 zahlt, werden zahlreiche Funktionen in der
Organisation und Funktion des Cytoskeletts und der Kommunikation mit den
Zellorganellen zugeordnet, was das spezifische cytoplasmatische Vorkommen von
P30 erklaren konnte, wahrend ebenfalls deutlich die Assoziation zur
Zellkernmembran und somit die Verbindung zwischen Zellkern und Cytoplasma in
den Vordergrund tritt (Warren et al. 2005).

5.1.2 Muskulatur

Der 20 Tage stimulierte Muskel der Ratte wies eine deutlich gesteigerte Reaktion mit
P30 im Bereich der Kernmembran im Gegensatz zum unstimulierten Muskel auf. Die
untersuchte embryonale Muskulatur in den Somiten des Rattenembryos zeigte eine
deutlich schwachere Reaktion mit dem untersuchten Protein 30. Dieses laf3t sich auf
den Differenzierungsgrad der unterschiedlichen Proben zurtckfihren. Der
embryonale Muskel bildet in komplexen Umbauprozessen die spatere Struktur der
Sarkomere, indem Aktin-Filamente nach einem definierten Muster in den Myocyten
angeordnet werden. Im adulten Muskel ist dieser Aufbauprozess abgeschlossen,
wird dieser jedoch stimuliert, erfolgt ein erneuter Umbau der Muskelstrukturen.
Schnelle Muskelfasern werden bedingt durch die niedrige Stimulationsfrequenz (10
Hz) zum groRen Teil in langsame Typ | Fasern umgewandelt. Das vermehrte
Vorkommen von P30 in stimulierter Muskulatur macht deutlich, dafl} es eine Rolle
wahrend des Umbauprozesses und der Reorganisation der Aktinfilamente spielen
konnte. Das verstarkte Vorkommen von P30 in den Myocyten der neuromuskularen
Junktionszone, wie von Apel et al (2000) beschrieben, konnte jedoch nicht bestatigt
werden. In allen untersuchten Muskeln zeigte sich ein homogenes Verteilungsbild
von P30 ohne jeglichen Fokus. Sowohl Skelett-, Herz- als auch glatte Muskulatur
zeigten eine identische Lokalisation von P30 im Bereich der Kernmembran und im

Bereich des Sarkolemms.
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5.1.3 Gefal3system

Sowohl im arteriellen, als auch im vendsen Gefal3system ist P30 zu finden. Die
Lokalisation und Intensitat der Reaktion mit P30 ist sowohl vom Gefaldtyp (Arterie
und Vene), als auch vom Kaliber des Gefal3es abhangig. Die Lokalisation von P30 in
den Myocyten der arteriellen gro3en Gefal3e ist analog zum Vorkommen in den
Ubrigen Muskeltypen, jedoch findet sich das Protein zusatzlich im Endothel des
Gefalllumens, sowohl vendser, als auch arterieller Gefal3e. Weil Kapillaren aus
Endothel bestehen sind auch sie P30 positiv. Die flachen Endothelzellen im
GefalBlumen besitzen ebenfalls ein Cytoskelett aus den bereits genannten 3
Filamenttypen, welches ihnen die Fahigkeit zur Formveréanderung gibt. Mit 10,1%
besitzen die Endothelzellen einen wesentlich hoheren Anteil an Aktin, als alle
anderen Zellen des Korpers. Es existieren eine Reihe Aktin-bindender Proteine, die
den dynamischen Umsatz des Aktins kontrollieren kdnnen und unter anderem Lage
und Lange, Aktivierung und Abbruch der Aktinpolymerisation bestimmen. In einer
Gruppe von Aktin-assoziierten Proteinen, Filamin und Spectrin, konnten zwei F-
Aktin-Bindungsstellen nachgewiesen werden, die durch Quervernetzung von
Mikrofilamenten die Bildung von intrazellularen Netzwerken ermoglichen. In
Endothelzellen bilden Aktinfilamente mit den filamentaren Hauptkomponenten in der
Zellperipherie in engem Kontakt mit der Plasmamembran ein dichtes Netzwerk, den
Zellkortex. Es zeigt sich hier also erneut die Assoziation von P30 mit dem
Cytoskelett, dessen Funktion es durch verschiedene Mechanismen beeinflussen
kann. Eine Sonderstellung neben den Endothelien in den GefalR3lumina nehmen die
Endothelien in Milz, Placenta und Nebennierenmark ein, da es sich hier um
spezialisierte und funktionsadaptierte Endothelien handelt. Auch diese Endothelien

exprimieren P30.

5.1.4 Haut
In der humanen Haut kann die Expression von P30 mit dem Aktivitatsgrad des

Gewebes in Verbindung gebracht werden, da einzelne Zellen des Stratum basale

starkere Reaktionen in dem zur Dermis hin orientierten Zellkompartiment aufweisen.
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Denkbar wéare eine Assoziation mit den in Teilung begriffenen Zellen bzw. mit
spezifischen Zellen der Epidermis. Da auch die kernlosen Hornplattchen des Stratum
corneum positiv reagieren, kann davon ausgegagen werden, dass das Protein im
Zuge der Differenzierung der Zellen zu Hornschuppen nicht abgebaut, bzw. die

Expression des Proteins eingestellt wird.

5.1.5 Nebenniere

In der Nebenniere, in der man P30 in den Rindenplexus der subkapsuléaren Zone und
den Arteriendsten findet, die in die Tiefe ziehen, zeigt sich ebenfalls eine hohe
Reaktivitdt im Nebennierenmark. Neben den zahlreichenden Kapillaren verfligen die
das Mark durchziehenden Drosselvenen Uber zusatzliche Polster glatter Muskulatur,
wodurch die starke Anreicherung von P30 in diesem Bereich erklart werden kann.
Die Drosselvenen haben die Fahigkeit zur Kontraktion und kénnen so den Blutzufluf3
im Mark regulieren. Die Myocyten der glatten Muskulatur weisen aufgrund ihrer
kontraktilen Elemente und ihres dynamischen Cytoskeletts eine Assoziation mit P30
auf, welches auch hier EinfluB auf deren Funktion und auf die Regulation des
Blutflusses innerhalb des Nebennierenmarks hat. Der komplette Marksinusraum wird
von P30 positivem Endothel ausgekleidet, welches zu einem grof3en Teil fenestriert
ist und die Sekretion der gebildeten Hormone in die Sinusrdume ermdglicht und

regulieren kann.

5.1.6 Kinozilien tragende Epithelien (Ependym und respiratorisches Epithel)

Da P30 im Ependym nicht kontinuierlich in jeder Zelle des einschichtigen Epithels
vorkommt und das Protein hier ebenso wie im Epithel von Bronchien und Tube im
apikalen Zellkompartiment zu finden ist, kann davon ausgegangen werden, dass es
sich dabei nur um die kinozilientragenden Zellen handelt. Kinozilien sind
Zellfortsatze, die zu aktiver Bewegung befahigt sind und aus einem System von
Mikrotubuli und Dynein gebildet werden. Es wird deutlich, dass P30 mit hoher
Wabhrscheinlichkeit mit diesem System assoziiert sein muf3, da es sich im apikalen
Zellkompartiment findet, in dem auch die Kinetosomen als Basis der Zilien

angeordnet sind.
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Auch das respiratorische Epithel, welches den Grofiteil des Respirationtraktes
lumenseitig auskleidet, zeigt eine deutliche Reaktion im apikalen Bereich der
Kinozilien tragenden Zellen. Wie auch beim Ependym sind in dieser Stelle die
motorischen Elemente der Zellen zu finden. Becherzellen sind als Licken zwischen
den einzelnen Epithelzellen abzugrenzen, da sie nicht Gber kontraktile Elemente
verfugen und somit reaktionslos bleiben. Gleiches gilt fur die Tuba uterina, die
ebenfalls von Kinozilien tragendem Epithel ausgekleidet wird. Die Funktion von P30
kann unter Berlcksichtigung seiner Zugehorigkeit zur Familie der Spectrine in der
Vernetzung der cytoplasmatischen mit den motorischen Proteinen der Epithelzellen
gesehen werden. Diese Funktion wurde fur Spectrin als Strukturprotein in
verschiedenen Arbeiten beschrieben (De Matteis et al. 2000), (Bennett et al. 2001).

5.1.7 Hoden und Spermien

P30 ist im Hoden lediglich in den Spermatiden | zu finden. In diesem Stadium
differenziert sich die Akrosomenkappe aus dem Akroblasten und verlagert sich aus
Kernnahe in die Akroblastenkappe. Der Akroblast entwickelt sich aus dem Golgi-
Apparat, indem eine Aufteilung des Golgi und der Weitertransport in Richtung der
zuklnftigen Akrosomenkappe vollzogen wird (Ferner et al. 1961). Zu diesem
Zeitpunkt finden zahlreiche Umbauprozesse statt, in denen sich die abgeschnirten
Golgi-Granula direkt dem Zellkern anlagern, konfluieren und in die endgiltige
Position an der Akrosomenkappe verlagert werden. Eine direkte Verbindung zum
Zellkern bleibt weiterhin bestehen. Zu diesem Zeitpunkt entspricht das Akrosom
einem Lysosom und enthalt entsprechende lysosomale Enzyme. P30 ist nur wahrend
der Bildung der Akrosomenkappe in der Spermatide | zu finden, die noch zum
Grol3teil dem Golgi-Apparat entspricht. Dies entspricht auch den Beobachtungen in
den Glucagon sezernierenden INR1G9-Zellen, bei denen P30 wahrscheinlich am
Sekretionsprozel3 der Golgi Vesikel beteiligt ist. Je weiter sich die Differenzierung
zum reifen Spermium vollzieht, also sich der Golgi Apparat in eine Art Lysosom
differenziert, desto weniger P30 wird im Bereich der Akrosomenkappe exprimiert.
P30 scheint hier direkt vom Entwicklungs- und Differenzierungsstadium des Golgi-
Apparates abhéngig zu sein. Wahrend der Umwandlung des Golgi Apparates zum

Lysosom sind verschiedene Cytoplasmabestandteile an Transport und Regulation
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beteiligt (Thorne-Tjomsland et al. 1988). Mit Hilfe von mikrotubuli-und actinbasierten
Motorproteinen wird der Vesikeltransport ermoglicht (Kierszenbaum et al. 2003).
Wahrend dieser Phase bleiben die Vesikel in engem Kontakt zum Zellkern und
werden dber F-Actin im sogenannten Acroplaxom an den Kern gebunden
(Kierszenbaum et al. 2003). Eine entscheidende Rolle in der Acrosomenentwicklung
spielt hier auch das Motorprotein myosin Va, welches auf dem bereits beschriebenen
Actin basiert (Kierszenbaum et al. 2003). Im Lysosom, welches nur noch aus
Wandbestandteilen des Golgi-Apparates besteht, findet sich P30 nicht mehr. Im
Kopfbereich des reifen Spermatozoons kann P30 entlang der Kernmembran
nachgewiesen werden, die im oberen Halsbereich mit ihrer Basalplatte eine

Verbindung zum Halsstlck herstellt.

5.1.8 Nervensystem

Nervenzellen in situ wie in vivo weisen P30 auf. Dabei findet sich das Protein sowohl
in den Perikaryen als auch in den Axonen der Neurone. Das Perikaryon als
Steuerungszentrum des Axons beinhaltet eine grof3e Dichte an Golgi-Elementen und
ER, was hier das Vorkommen von P30 sowohl in der Zellkernumgebung, als auch im
Ubrigen Cytoplasma erklart. Das neuronale Axon enhdlt ebenso wie die Dendriten
das Cytoplasma der Nervenzelle. Wie in anderen Kérperzellen auch, finden sich im
Axoplasma Zellorganellen, sowie ein Cytoskelett aus 3 verschiedenen
Filamenttypen. Mikrotubuli und Actin sind fur den axonalen Stofftransport zustéandig,
bei dem auch spezielle Vesikel des Endoplasmatischen Retikulums und zahlreiche
verschiedene Zellorganellen entlang der Actin-Filamente transportiert werden (Tabb
et al. 1998), (Langford 1999). Aufgrund des Reichtums an Actin im Axoplasma liegt
wegen des ebenfalls stark exprimierten P30 die Vermutung nahe, dass Protein 30
auch im Axon eine Interaktion mit dem cytoskeletalen Actin eingeht und Anteil am

Stoff- und Organelltransport hat, sowie diesen regulieren kann.
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5.1.9 Glomerulum

Das innere, viscerale Blatt der Bowman Kapsel im Glomerulum bildet die
Filtrationsbarriere bei der Bildung des Priméarharns und wird von den Podocyten und
einer Basalmembran gebildet. Podocyten haben ihren Ursprung in epithelialen
Vorlauferzellen, die sich wahrend der renalen Entwicklung differenzieren. Basis des
Podocyten ist das aktinbasierende Cytoskelett. Das Cytoplasma beinhaltet ein
Netzwerk aus verschiedenen Aktintypen (Ichimura et al. 2007), wahrend spezielle
Adhasionsmolekile die Interaktion des Cytoplasmas mit der extrazellularen Matrix
vermitteln (Kreidberg et al. 1996). Das Actin-Cytoskelett spielt eine grof3e Rolle in der
Plastizitdit des Podocyten und interagiert mit verschiedenen cytoplasmatischen
Proteinen (Faul et al. 2007). Auch P30 konnte hier die Podocytenfunktion
beeinflussen und seine Funktionen regulieren, indem es an das Aktin bindet. Das
parietale Blatt der Bowman Kapsel wird durch flaches einschichtiges Plattenepithel
gebildet. Spezielle Untersuchungen mit Scanning- und Elektronenmikroskopie haben
zusatzlich gezeigt, dalR aufer den flachen Epithelzellen auch podocytenéhnliche
Zellen im parietalen Blatt vorhanden sind (Gibson et al. 1992). Diese werden
aufgrund der starken Ahnlichkeit zu Podocyten auch als parietale Podocyten
bezeichnet . Wie oben beschrieben ist die P30 Reaktion in den parietalen Podocyten
mit P30 in den visceralen Podocyten gleichzusetzen, da sie einen nahezu
identischen Aufbau besitzen und ebenfalls reich an Aktin sind. Die parietalen
Epithelzellen, die neben den Podocyten das parietale Blatt bilden, beinhalten Aktin-
Verbande, die eine Verbindung vom Cytoplasma nach extrazellular darstellen und
die Basalepithelzellen mit der Basalmembran verbinden (Mbassa et al. 1988). Da
auch in diesen Zellen P30 konzentriert vorkommt, liegt erneut die Assoziation zum
cytoplasmatischen Aktin nahe, wobei dieses in den Epithelzellen zur Verankerung an
der Basalmembran dient. Hier konnte P30 eine Funktion auf der Ebene der

Zellstabilitat und der interzellularen Konnektivitat einnehmen.
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5.1.10 Ovar (Oocyte)

P30 konnte im Ovar neben Gefal3en, Bindegewebe und Serosa zusatzlich in der
Oocyte des Tertiarfollikels innerhalb des Cytoplasmas gefunden werden. In der
Differenzierung und Reifung der Oocyte wird dem Cytoskelett und insbesondere den
Interaktionen von Aktin und Spectrin eine grol3e Bedeutung zugeordnet. Wahrend
der Reifung der Oocyte kommt es zu dynamischen Interaktionen zwischen
Actinfilamenten und Mikrotubuli. Diese Quervernetzungen werden von Proteinen
initiiert und gesteuert. Auf diese Weise werden sowohl Zellorganelle, als auch andere
Vesikel innerhalb des Cytoplasmas in die ndtigen Kompartimente transportiert (Sun
et al. 2006). Aktinfilamente in der Oocyte sind aul3erdem malfigeblich an der
Organisation des Chromatins wahrend der Entwicklung beteiligt. P30 als Protein aus
der Spectrinfamilie scheint auch hier eine Regulations- und Interaktionsstellung
zwischen den verschiedenen Strukturproteinen innerhalb des Cytoskelettes sowie
den Zellorganellen einzunehmen. Durch die Verknupfung des Aktins mit dem
Chromatin in der Eizelle &Rt sich auch P30 als dessen Interaktionspartner und
Regulator mit der Chromatinorganisation direkt in Verbindung bringen. Im Zuge der
meiotischen Teilungen findet eine Organisation von F-Aktin und Aktin Filamenten im
Bereich des Zellkortex statt. P30 konnte hier also einen Einflul3 auf die Reifung der
Eizelle und deren Teilungsaktivitdt haben, da es bereits in anderen Strukturen und
Zellen eine eindeutige Assoziation zum F-Aktin und Aktin-Filamenten zeigt.

Zusammenfassend und unter Berucksichtigung aller organ- und subzellularer
Lokalisationen mul3 P30 als ein cytoskeletales Protein gesehen werden, welches
umfangreichen Einflul3 auf Struktur, Organisation und Stoffwechsel der Zelle hat.
Eine Dysfunktion oder ein Defekt von P30 kénnte deshalb zu multiplen Stérungen

und Erkrankungen fuhren.
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5.2 P30 und Laminopathien

Laminopathien sind Erkrankungen, die durch eine Mutation im Lamin A Gen (LMNA)
verursacht werden (Burke et al. 2002). Zu diesen Erbkrankheiten gehéren unter
anderem die autosomal dominante  Emery-Dreifuss = Muskeldystrophie
(EDMD2/LGMD1B) und die Charcot-Marie-Tooth Disease Typ 2 (CMT2). Die
Krankheiten betreffen verschiedenste Organe und Gewebe, wobei sie
unterschiedliche Auswirkungen und Folgen fir den Erkrankten haben. Die wohl
folgenschwerste Laminopathie ist das HGPS-Syndrom (Hutchinson-Gilford Progeria
Syndrom), welches aul3erst selten ist. Diese Erkrankung betrifft multiple Organe und
fuhrt zu vorzeitigem Altern und einem frihen Tod (Eriksson et al. 2003) (Goldman et
al. 2004). Es wurde gezeigt, dal das HGPS-Syndrom durch eine Punktmutation im
LMNA-Gen verursacht wird, wodurch es zellular zu Zellkerndeformitaten,
verminderten Teilungsraten und Defekten in der Genexpression kommt (Csoka et al.
2004), (Scaffidi et al. 2005). In direkter Verbindung zum Zellkern stehen Lamine, die
zur Gruppe der Intermediarfilamente gehoren (Aebi et al. 1986). lhre vermutete
Aufgabe ist es, eine direkte Verbindung zwischen Zellkern und cytoplasmatischen
Proteinen herzustellen und deren Interaktion zu ermdglichen (Gruenbaum et al.
2005), (Goldman et al. 2004). Lamine besitzen zahlreiche Bindungsstellen fir
potentielle Interaktionspartner, zu denen auch Actin und Nesprin gehdren (Zastrow et
al. 2004). Nesprin 1 (P30) und Nesprin 2 werden als Bindungspartner des Emerins
mit der Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie in Verbindung gebracht, welche durch eine
Unterbrechung, bzw. eine Fehlfunktion der Interaktionen zwischen den einzelnen
Proteinen verursacht wird (Wheeler et al. 2007). Eine Stérung auf dieser Ebene hat
eine Unterbrechung oder aber eine fehlerhafte Interaktion zwischen Zellkern und
Cytoskelett bzw. cytoplasmatischen Proteinen zur Folge (Mislow et al. 2002). An
dieser Stelle wird deutlich, dal3 auch P30 (Nesprin) in der zellularen Dysfunktionalitat
bei Laminopathien eine Rolle spielt.und die gestorte Interaktion mit P30
gegebenenfalls zu einer Fehlbildung verschiedener Gewebe im Rahmen dieser
Laminopathien fuhrt. In welcher Auspragung P30 an diesen Dysfunktionen beteiligt

ist, muf3 noch in weiteren Studien geklart werden.
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6 Zusammenfassung

Protein 30 (P30), ein noch nicht lange identifiziertes Protein mit einem
Molekulargewicht von 58.4 kDa ist zuerst aus menschlichem Gehirngewebe isoliert
worden. Dieses Protein, das multiple Spectrin-Wiederholungen und eine amino-
terminale Aktinbindungsstelle enthalt, ist auch bekannt als Syne-1, Nesprin, Myne,
Enaptin, MSP-300 oder Ank-1 und kann in Strukturen gefunden werden, die reich an
F-Aktin sind, besonders in Strukturen, die kontraktile Funktionen haben oder eine
Rolle im intrazellularen Stofftransport und der cytoskeletalen Integritat spielen. P30
ist ein schwer lGsliches cytoskeletales Strukturprotein, das in der Lage ist, an die
Kernmembran, das endoplasmatische Reticulum und den Golgi Apparat zu binden.
Es hat die Funktion eine Strukturverbindung zu Anteilen des rER und zum Golgi
Apparat herzustellen und zeigt verschiedene Wechselwirkungen mit Aktinfilamenten.
AulRerdem wurde fur P30 gezeigt, dal? es durch src-Kinasen tyrosin-phosphoryliert
werden kann und mit der T-Zell PTP interagiert. Obwohl P30 biochemisch gut
charakterisiert wurde, ist bisher nicht viel Uber sein organ- und gewebespezifisches
Vorkommen bekannt. Deshalb wurde die Expression von P30 durch die
Immuncytochemie, die Elektronenmikroskopie und das Westernblotting auf sein
Vorkommen in Organen der Ratte, Maus, Kaninchen und Menschen sowie in
Zellkulturen untersucht. Das Verhalten von P30 wahrend der Embryogenese wurde
anhand von Mausembryonen studiert. P30 wurde in Geweben gefunden, die reich an
F-actin sind. Das Sarkolemm und die Kernmembran aller verschiedenen Faser-
Typen des Skelettmuskels waren P30 positiv. Die Faser-Typ-Transformation durch
die elektrische Stimulation fuhrte zu einer Zunahme der P30 Expression. Im
Gegensatz dazu zeigten embryonale Muskeln und diejenigen von hypothyreoten
Tieren ein deutlich niedrigeres Vorkommen von P30. Im Herzmuskel der Ratte zeigte
P30 eine identische Lokalisierung wie im Skelettmuskel. Glatte Muskelzellen von
Gefallen (vends und arteriell) sowie im Bronchus exprimierten P30 innerhalb ihres
Zytoplasmas. In allen untersuchten Organen, Endothelzellen von vendsen sowie
arteriellen GefalRen wurde P30 exprimiert; aul3erdem waren arterielle und vendse
Myocyten ebenfalls P30 positiv. Im peripheren Nervensystem wurde P30 in
Ganglienzellen des Ganglion trigeminale und im Axoplasma des peripheren Nerven
gefunden. Im Auge wurde das Protein in Ganglienzellen und den versorgenden

Gefallen der Netzhaut, sowie im Hornhautepithel exprimiert. In der Epidermis wurde
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P30 in allen verschiedenen Schichten und ebenso im respiratorischen Epithel, sowie
in den kinozilientragenden Zellen des Ependyms gefunden. Der weibliche Eileiter
zeigte eine positive Reaktion im apikalen Zellpol, in dem die Kinetosomen lokalisiert
sind. In der Niere konnte das P30 Protein im visceralen und parietalen Blatt der
Bowman Kapsel und im Vas afferens nachgewiesen werden. Die Nebenniere
exprimierte P30 in ihrer Kapsel und im Sinusystem des Kortex. Auf3erdem fand sich
P30 in den Ganglienzellen und den chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks,
sowie in dessen Sinusendothel. P30 wurde in allen weiblichen
Fortpflanzungsorganen gefunden. Im Ovar wurde es in Serosa, Stroma und der
Oocyte des Tertiarfollikels exprimiert. Der Eileiter zeigte das Protein in Serosa,
Stroma und isolierten Teile des Flimmerepithels. Myoepithelzellen der laktierenden
Mamma waren ebenfalls P30 positiv. In der Placenta der Ratte wurde P30 im Epithel
der Lakunen nachgewiesen und die Gebarmutter zeigte in ihren Myocyten eine
identische P30 Reaktion wie die beschriebene glatte Muskulatur. In der
Akrosomenbildung befindliche frihe Spermatiden des Keimepithels im Rattenhoden
exprimierten P30 ausschlieB3lich in der Kappe, wobei diese im reifen Spermatozoon
reaktionslos war. In der Bauchspeicheldrise wurde P30 im apikalen Zellpol der
Azinuszellen gefunden und in der Milz zeigte das Endothel des sinusuidalen Systems
eine positive P30 Reaktion. Fibrocyten, Keratinocyten, Glucagonzellen und NS20Y
Krebszellen weisen ebenfalls eine positive Reaktion mit P30 innerhalb ihres
Zytoplasmas auf, assoziiert mit dem rER und dem Golgi Apparat. P30 wurde auch in
non-Parenchymzellen der Leber, in verschiedenen Zellen des Grof3hirnes und des
Kleinhirns, sowie in Leukozyten des peripheren Blutes nachgewiesen.
Zusammengefal3t kann P30 eine wichtige Rolle in der intrazellularen
Kommunikationen zwischen verschiedenen Zellorganellen und Proteinen wahrend
der Organisation des Cytoskelettes und dem Materialtransport zugeordnet werden.
Das Protein wurde in Zellen und Geweben gefunden, die reich an Aktin, besonders
an F-Aktin sind. In Muskelzellen und Zellen, die kontraktile Elemente enthalten,
nimmt P30 die Funktion des Reglers zwischen den miteinander interagierenden
Proteinen ein. Die Wichtigkeit dieser Ergebnisse wird zusatzlich durch die Tatsache
unterstrichen, dass nesprin-1 (P30) mit emerin interagiert, bei dem es sich um ein

Protein der Kernmembran handelt.
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Funktionsstérungen auf dieser Ebene kénnen dementsprechend zu einer grol3en
Anzahl von menschlichen Syndromen, den Laminopathien fuhren. Diese Arten von
Erbkrankheiten verursachen Missbildungen in vielen verschiedenen Organen und

Geweben.
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7 Summary

Protein 30 (P30), a recently identified protein with a molecular weight of 58.4 kDa has
been first isolated from human brain tissue. This protein, which contains multiple
spectrin repeats and an amino-terminal actin binding site, is also known as Syne-1,
Nesprin, Myne, Enaptin, MSP-300 or Ank-1 and can be found in structures which are
rich in F-actin, especially in structures that have contractile functions or play a role in
intracellular transportation and cytosceletal integrity. P30 is a detergent-resistant
cytoskeletal structure protein, that has the ability to bind to the nuclear envelope, the
endoplasmatic reticulum and the Golgi apparatus. It holds the function as a structural
link for tER sites and the Golgi apparatus and shows different interactions with actin
filaments. Furthermore, P30 was identified to be tyrosine-phosphorylated by src-
kinases and also interacts with the TcellPTP. Although P30 is biochemically quite
nicely characterized, not much is known so far about its tissue- and organspecific
distribution. Therefore, the expression of P30 was investigated by
immunocytochemical staining, electronic microscopy and western blotting for its
occurrence in organs of adult rat, mouse, guinea pig and human as well as in cell
cultures. The expression of P30 during developmental process was studied by
means of mouse embryos. P30 was found in tissues which are rich in F-actin. The
sarkolemma and nuclear membrane of all different fiber types of skeletal muscle
were P30 positive. Fiber type transformation by electrical stimulation led to an
increase in staining-intensity. In contrast, embryonic muscles and those of
hypothyroid animals showed a markedly lower expression of P30. In the heart
muscle of the rat, P30 showed an identical localization as in the skeletal muscle.
Smooth muscle cells of vessels and bronchus also expressed P30 inside of their
cytoplasm. In all investigated organs, endothelial cells of venous as well as arterial
vessels expressed P30; furthermore arterial and venous myocytes were also positive
for P30 protein. In the peripheral nervous system P30 was found in ganglion cells of
the trigeminal ganglion and also in the axoplasma of peripheral nerves. In the eye the
protein is expressed in ganglion cells and the supplying vessels of the retina and in
the corneal epithelium. In the skin P30 was found in all different layers and the
respiratory epithelium as well as ciliated cells of the ependyma and the uterine tube
showed a positive reaction in the apical cell pole, where the kinetosomes are

localized. In the kidney the P30 Protein could be detected in both parts of the
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Bowman capsula and the Vas afferens. The adrenal gland expressed P30 in the
capsula in sinusoidal system of the cortex and in the sinus, ganglion cells and
chromaffin cells of the medulla. P30 was detected in all female reproductive organs.
In the ovar it was expressed in serosa, stroma and oocyte of the tertiary follicle. The
uterine tube showed the protein in serosa, stroma and isolated parts of the ciliated
epithelium. Myoepithelial cells of lactating mammary gland were also P30-positive. In
the rat placenta P30 was detected in epithelium of the lacunae and the uterus
myocytes show an identical P30 reaction as the described smooth muscles.
Acrosome-phase primary spermatides of seminiferous epithelium expressed P30
exclusively in the cap of early spermatids, whereas the acrosomal cap in the
spermatozoon is no more P30 positive. In the pancreas P30 was found in the apical
cell pole of the acinus cells and in spleen the endothelial sinusoidal system in P30
positive Fibrocytes, ceratinocytes, glucagon cells and NS20Y cancer cells also show
a positive reaction with P30 inside of their cytoplasm, associated with rER and the
golgi apparatus. P30 was also detected in non-parenchyma cells of the liver,
cerebrum and cerebellum, as well as in leukocytes of peripheral blood. In conclusion,
P30 plays an important role in intracellular communications between different cell
organelles and proteins during organisation of the cytosceleton and material
transport. The protein was found in cells and tissues, which are rich in actin,
especially F-actin. In muscle cells and cells containing contractile elements, P30
takes the function of the regulator between the interacting proteins.

The importance of this study is further underlined by the fact that nesprin-1 (P30)
interacts with emerin, which is a protein of the nuclear membrane. It's dysfunctions
may contribute to a broad range of human syndromes, the laminopathies. These
kinds of hereditary diseases cause malformation of many different organs and

tissues.
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8 Sequenz von KIAA0796/P30

MATSRGASRCPRDIANVMQRLQDEQEIVQKRTFTKWINSHLAKRKPPMVVDDLFEDMKDG
VKLLALLEVLSGQKLPCEQGRRMKRIHAVANIGTALKFLEGRKIKLVNINSTDIADGRPS
IVLGLMWTIILYFQIEELTSNLPQLQSLSSSASSVDSIVSSETPSPPSKRKVTTKIQGNA
KKALLKWVQYTAGKQTGIEVKDFGKSWRSGVAFHSVIHAIRPELVDLETVKGRSNRENLE
DAFTIAETELGIPRLLDPEDVDVDKPDEKSIMTYVAQFLKHYPDIHNASTDGQEDDEILP
GFPSFANSVQNFKREDRVIFKEMKVWIEQFERDLTRAQMVESNLQDKYQSFKHFRVQYEM
KRKQIEHLIQPLHRDGKLSLDQALVKQSWDRVTSRLFDWHIQLDKSLPAPLGTIGAWLYR
AEVALREEITVQQVHEETANTIQRKLEQHKDLLQNTDAHKRAFHEIYRTRSVNGIPVPPD
QLEDMAERFHFVSSTSELHLMKMEFLELKYRLLSLLVLAESKLKSWIIKYGRRESVEQLL
QNYVSFIENSKFFEQYEVTYQILKQTAEMYVKADGSVEEAENVMKFMNETTAQWRNLSVE
VRSVRSMLEEVISNWDRYGNTVASLQAWLEDAEKMLNQSENAKKDFFRNLPHWIQQHTAM
NDAGNFLIETCDEMVSRDLKQQLLLLNGRWRELFMEVKQYAQADEMDRMKKEYTDCVVTL
SAFATEAHKKLSEPLEVSFMNVKLLIQDLEDIEQRVPVMDAQYKIITKTAHLITKESPQE
EGKEMFATMSKLKEQLTKVKECYSPLLYESQQLLIPLEELEKQMTSFYDSLGKINEITV
LEREAQSSALFKQKHQELLACQENCKKTLTLIEKGSQSVQKFVTLSNVLKHFDQTRLQRQ
IADIHVAFQSMVKKTGDWKKHVETNSRLMKKFEESRAELEKVLRIAQEGLEEKGDPEELL
RRHTEFFSQLDQRVLNAFLKACDELTDILPEQEQQGLQEAVRKLHKQWKDLQGEAPYHLL
HLKIDVEKNRFLASVEECRTELDRETKLMPQEGSEKIIKEHRVFFSDKGPHHLCEKRLQL
IEELCVKLPVRDPVRDTPGTCHVTLKELRAAIDSTYRKLMEDPDKWKDYTSRFSEFSSWI
STNETQLKGIKGEAIDTANHGEVKRAVEEIRNGVTKRGETLSWLKSRLKVLTEVSSENEA
QKQGDELAKLSSSFKALVTLLSEVEKMLSNFGDCVQYKEIVKNSLEELISGSKEVQEQAE
KILDTENLFEAQQLLLHHQQKTKRISAKKRDVQQQIAQAQQGEGGLPDRGHEELRKLEST
LDGLERSRERQERRIQVTLRKWERFETNKETVVRYLFQTGSSHERFLSFSSLESLSSELE
QTKEFSKRTESIAVQAENLVKEASEIPLGPQNKQLLQQQAKSIKEQVKKLEDTLEEDIKT
MEMVKTKWDHFGSNFETLSVWITEKEKELNALETSSSAMDMQISQIKVTIQEIESKLSSI
VGLEEEAQSFAQFVTTGESARIKAKLTQIRRYGEELREHAQCLEGTILGHLSQQQKFEEN
LRKIQQSVSEFEDKLAVPIKICSSATETYKVLQEHMDLCQALESLSSAITAFSASARKVV
NRDSCVQEAAALQQQYEDILRRAKERQTALENLLAHWQRLEKELSSFLTWLERGEAKASS
PEMDISADRVKVEGELQLIQALQNEVVSQASFYSKLLQLKESLFSVASKDDVKMMKLHLE
QLDERWRDLPQIINKRINFLQSVVAEHQQFDELLLSFSVWIKLFLSELQTTSEISIMDHQ
VALTRHKDHAAEVESKKGELQSLQGHLAKLGSLGRAEDLHLLQGKAEDCFQLFEEASQVV
ERRQLALSHLAEFLQSHASLSGILRQLRQTVEATNSMNKNESDLIEKDLNDALQNAKALE
SAAVSLDGILSKAQYHLKIGSSEQRTSCRATADQLCGEVERIQNLLGTKQSEADALAVLK
KAFQDQKEELLKSIEDIEERTDKERLKEPTRQALQQRLRVFNQLEDELNSHEHELCWLKD
KAKQIAQKDVAFAPEVDREINRLEVTWDDTKRLIHENQGQCCGLIDLMREYQNLKSAVSK
VLENASSVIVTRTTIKDQEDLKWAFSKHETAKNKMNYKQKDLDNFTSKGKHLLSELKKIH
SSDFSLVKTDMESTVDKWLDVSEKLEENMDRLRVSLSIWDDVLSTRDEIEGWSNNCVPQM
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AENISNLDNHLRAEELLKEFESEVKNKALRLEELHSKVNDLKELTKNLETPPDLQFIEAD
LMQKLEHAKEITEVAKGTLKDFTAQSTQVEKFINDITTWFTKVEESLMNCAQNETCEALK
KVKDIQKELQSQQSNISSTQENLNSLCRKYHSAELESLGRAMTGLIKKHEAVSQLCSKTQ
ASLQESLEKHFSESMQEFQEWFLGAKAAAKESSDRTGDSKVLEAKLHDLQNILDSVSDGQ
SKLDAVTQEGQTLYAHLSKQIVSSIQEQITKANEEFQAFLKQCLKDKQALQDCASELGSF
EDQHRKLNLWIHEMEERFNTENLGESKQHIPEKKNEVHKVEMFLGELLAARESLDKLSQR
GQLLSEEGHGAGQEGRLCSQLLTSHQNLLRMTKEKLRSCQVALQEHEALEEALQSMWFWV
KAIQDRLACAESTLGSKDTLEKRLSQIQDILLMKGEGEVKLNMAIGKGEQALRSSNKEGQ
RVIQTQLETLKEVWADIMSSSVHAQSTLESVISQWNDYVERKNQLEQWMESVDQKIEHPL
QPQPGLKEKFVLLDHLQSILSEAEDHTRALHRLIAKSRELYEKTEDESFKDTAQEELKTQ
FNDIMTVAKEKMRKVEEIVKDHLMYLDAVHEFTDWLHSAKEELHRWSDMSGDSSATQKKL
SKIKELIDSREIGASRLSRVESLAPEVKQNTTASGCELMHTEMQALRADWKQWEDSVFQT
QSCLENLVSQMALSEQEFSGQVAQLEQALEQFSALLKTWAQQLTLLEGKNTDEEIVECWH
KGQEILDALQKAEPRTEDLKSQLNELCRFSRDLSTYSGKVSGLIKEYNCLCLQASKGCQN
KEQILQQRFRKAFRDFQQWLVNAKITTAKCFDIPQNISEVSTSLQKIQEFLSESENGQHK
LNMMLSKGELLSTLLTKEKAKGIQAKVTAAKEDWKNFHSNLHQKESALENLKIQMKDFEV
SAEPIQDWLSKTEKMVHESSNRLYDLPAKRREQQKLQSVLEEIHCYEPQLNRLKEKAQQL
WEGQAASKSFRHRVSQLSSQYLALSNLTKEKVSRLDRIVAEHNQFSLGIKELQDWMTDAI
HMLDSYCHPTSDKSVLDSRTLKLEALLSVKQEKEIQMKMIVTRGESVLQNTSPEGIPTIQ
QQLQSVKDMWASLLSAGIRCKSQLEGALSKWTSYQDGVRQFSGWMDSMEANLNESERQHA
ELRDKTTMLGKAKLLNEEVLSYSSLLETIEVKGAGMTEHYVTQLELQDLQERYRAIQERA
KEAVTKSEKLVRLHQEYQRDLKAFEVWLGQEQEKLDQYSVLEGDAHTHETTLRDLQELQV
HCAEGQALLNSVLHTREDVIPSGIPQAEDRALESLRQDWQAYQHRLSETRTQFNNVVNKL
RLMEQKFQQVDEWLKTAEEKVSPRTRRQSNRATKEIQLHQMKKWHEEVTAYRDEVEEVGA
RAQEILDESHVNSRMGCQATQLTSRYQALLLQVLEQIKFLEEEIQSLEESESSLSSYSDW
YGSTHKNFKNVATKIDKVDTVMMGKKLKTLEVLLKDMEKGHSLLKSAREKGERAVKYLEE
GEAERLRKEIHDHMEQLKELTSTVRKEHMTLEKGLHLAKEFSDKCKALTQWIAEYQEILH
VPEEPKMELYEKKAQLSKYKSLQQTVLSHEPSVKSVREKGEALLELVQDVTLKDKIDQLQ
SDYQDLCSIGKEHVFSLEAKVKDHEDYNSELQEVEKWLLQMSGRLVAPDLLETSSLETIT
QQLAHHKAMMEEIAGFEDRLNNLQMKGDTLIGQCADHLQAKLKQNVHAHLQGTKDSYSAI
CSTAQRMYQSLEHELQKHVSRQDTLQQCQAWLSAVQPDLEPSPQPPLSRAEAIKQVKHFR
ALQEQARTYLDLLCSMCDLSNASVKTTAKDIQQTEQTIEQKLVQAQNLTQGWEEIKHLKS
ELWIYLQDADQQLQNMKRRHSELELNIAQNMVSQVKDFVKKLQSKQASVNTIIEKVNKLT
KKEESPEHKEINHLNDQWLDLCRQSNNLCLQREEDLQRTRDYHDCMNVVEVFLEKFTTEW
DNLARSDAESTAVHLEALKKLALALQERKYAIEDLKDQKQKMIEHLNLDDKELVKEQTSH
LEQRWFQLEDLIKRKIQVSVTNLEELNVVQSRFQELMEWAEEQQPNIAEALKQSPPPDMA
QNLLMDHLAICSELEAKQMLLKSLIKDADRVMADLGLNERQVIQKALSDAQSHVNCLSDL
VGQRRKYLNKALSEKTQFLMAVFQATSQIQQHERKIMFREHICLLPDDVSKQVKTCKSAQ
ASLKTYQNEVTGLWAQGRELMKEVTEQEKSEVLGKLQELQSVYDSVLQKCSHRLQELEKN
LVSRKHFKEDFDKACHWLKQADIVTFPEINLMNESSELHTQLAKYQNILEQSPEYENLLL
TLQRTGQTILPSLNEVDHSYLSEKLNALPRQFNVIVALAKDKFYKVQEAILARKEYASLI
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ELTTQSLSELEAQFLRMSKVPTDLAVEEALSLQDGCRAILDEVAGLGEAVDELNQKKEGF
RSTGQPWQPDKMLHLVTLYHRLKRQTEQRVSLLEDTTSAYQEHEKMCQQLERQLKSVKEE
QSKVNEETLPAEEKLKMYHSLAGSLQDSGIVLKRVTIHLEDLAPHLDPLAYEKARHQIQS
WQGELKLLTSAIGETVTECESRMVQSIDFQTEMSRSLDWLRRVKAELSGPVYLDLNLQDI
QEEIRKIQIHQEEVQSSLRIMNALSHKEKEKFTKAKELISADLEHSLAELSELDGDIQEA
LRTRQATLTEIYSQCQRYYQVFQAANDWLEDAQELLQLAGNGLDVESAEENLKSHMEFFS
TEDQFHSNLEELHSLVATLDPLIKPTGKEDLEQKVASLELRSQRMSRDSGAQVDLLQRCT
AQWHDYQKAREEVIELMNDTEKKLSEFSLLKTSSSHEAEEKLSEHKALVSVVNSFHEKIV
ALEEKASQLEKTGNDASKATLSRSMTTVWQRWTRLRAVAQDQEKILEDAVDEWTGFNNKV
KKATEMIDQLQDKLPGSSAEKASKAELLTLLEYHDTFVLELEQQQSALGMLRQQTLSMLQ
DGAAPTPGEEPPLMQEITAMQDRCLNMQEKVKTNGKLVKQELKDREMVETQINSVKCWVQ
ETKEYLGNPTIEIDAQLEELQILLTEATNHRQNIEKMAEEQKEKYLGLYTILPSELSLQL
AEVALDLKIRDQIQDKIKEVEQSKATSQELSRQIQKLAKDLTTILTKLKAKTDNVVQAKT
DQKVLGEELDGCNSKLMELDAAVQKFLEQNGQLGKPLAKKIGKLTELHQQTIRQAENRLS
KLNQAASHLEEYNEMLELILKWIEKAKVLAHGTIAWNSASQLREQYILHQTLLEESKEID
SELEAMTEKLQYLTSVYCTEKMSQQVAELGRETEELRQMIKIRLQNLQDAAKDMKKFEAE
LKKLQAALEQAQATLTSPEVGRLSLKEQLSHRQHLLSEMESLKPKVQAVQLCQSALRIPE
DVVASLPLCHAALRLQEEASRLQHTAIQQCNIMQAAVVQYEQYEQEMKHLQQLIEGAHRE
IEDKPVATSNIQELQAQISRHEELAQKIKGYQEQIASLNSKCKMLTMKAKHATMLLTVTE
VEGLAEGTEDLDGELLPTPSAHPSVVMMTAGRCHTLLSPVTEESGEEGTNSEISSPPACR
SPSPVANTDASVNQDIAYYQALSAERLQTDAAKIHPSTSASQEFYEPGLEPSATAKLGDL
QRSWETLKNVISEKQRTLYEALERQQKYQDSLQSISTKMEAIELKLSESPEPGRSPESQM
AEHQALMDEILMLQDEINELQSSLAEELVSESCEADPAEQLALQSTLTVLAERMSTIRMK
ASGKRQLLEEKLNDQLEEQRQEQALQRYRCEADELDSWLLSTKATLDTALSPPKEPMDME
AQLMDCQNMLVEIEQKVVALSELSVHNENLLLEGKAHTKDEAEQLAGKLRRLKGSLLELQ
RALHDKQLNMQGTAQEKEESDVDLTATQSPGVQEWLAQARTTWTQQRQSSLQQQKELEQE
LAEQKSLLRSVASRGEEILIQHSAAETSGDAGEKPDVLSQELGMEGEKSSAEDQMRMKWE
SLHQEFSTKQKLLQNVLEQEQEQVLYSRPNRLLSGVPLYKGDVPTQDKSAVTSLLDGLNQ
AFEEVSSQSGGAKRQSIHLEQKLYDGVSATSTWLDDVEERLFVATALLPEETETCLFNQE
ILAKDIKEMSEEMDKNKNLFSQAFPENGDNRDVIEDTLGCLLGRLSLLDSVVNQRCHQMK
ERLQQILNFQNDLKVLFTSLADNKYIILQKLANVFEQPVAEQIEAIQQAEDGLKEFDAGI
IELKRRGDKLQVEQPSMQELSKLQDMYDELMMIIGSRRSGLNQNLTLKSQYERALQDLAD
LLETGQEKMAGDQKIIVSSKEEIQQLLDKHKEYFQGLESHMILTETLFRKIISFAVQKET
QFHTELMAQASAVLKRAHKRGVELEYILETWSHLDEDQQELSRQLEVVESSIPSVGLVEE
NEDRLIDRITLYQHLKSSLNEYQPKLYQVLDDGKRLLISISCSDLESQLNQLGECWLSNT
NKMSKELHRLETILKHWTRYQSESADLIHWLQSAKDRLEFWTQQSVTVPQELEMVRDHLN
AFLEFSKEVDAQSSLKSSVLSTGNQLLRLKKVDTATLRSELSRIDSQWTDLLTNIPAVQE
KLHQLQMDKLPSRHAISEVMSWISLMENVIQKDEDNIKNSIGYKAIHEYLQKYKGFKIDI
NCKQLTVDFVNQSVLQISSQDVESKRSDKTDFAEQLGAMNKSWQILQGLVTEKIQLLEGL
LESWSEYENNVQCLKTWFETQEKRLKQQHRIGDQASVQNALKDCQDLEDLIKAKEKEVEK
IEQNGLALIQNKKEDVSSIVMSTLRELGQTWANLDHMVGQLKILLKSVLDQW SSHKVAFD
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KINSYLMEARYSLSRFRLLTGSLEAVQVQVDNLQNLQDDLEKQERSLQKFGSITNQLLKE
CHPPVTETLTNTLKEVNMRWNNLLEEIAEQLQSSKALLQLWQRYKDYSKQCASTVQQQED
RTNELLKAATNKDIADDEVATWIQDCNDLLKGLGTVKDSLFFLHELGEQLKQQVDASAAS
AIQSDQLSLSQHLCALEQALCKQQTSLQAGVLDYETFAKSLEALEAWIVEAEEILQGQDP
SHSSDLSTIQERMEELKGQMLKFSSMAPDLDRLNELGYRLPLNDKEIKRMQNLNRHWSLI
SSQTTERFSKLQSFLLQHQTFLEKCETWMEFLVQTEQKLAVEISGNYQHLLEQQRAHELF
QAEMFSRQQILHSIIIDGQRLLEQGQVDDRDEFNLKLTLLSNQWQGVIRRAQQRRGIIDS
QIRQWQRYREMAEKLRKWLVEVSYLPMSGLGSVPIPLQQARTLFDEVQFKEKVFLRQQGS
YILTVEAGKQLLLSADSGAEAALQAELAEIQEKWKSASMRLEEQKKKLAFLLKDWEKCEK
GIADSLEKLRTFKKKLSQSLPDHHEELHAEQMRCKELENAVGSWTDDLTQLSLLKDTLSA
YISADDISILNERVELLQRQWEELCHQLSLRRQQIGERLNEWAVFSEKNKELCEWLTQME
SKVSQNGDILIEEMIEKLKKDYQEEIAIAQENKIQLQQMGERLAKASHESKASEIEYKLG
KVNDRWQHLLDLIAARVKKLKETLVAVQQLDKNMSSLRTWLAHIESELAKPIVYDSCNSE
EIQRKLNEQQELQRDIEKHSTGVASVLNLCEVLLHDCDACATDAECDSIQQATRNLDRRW
RNICAMSMERRLKIEETWRLWQKFLDDYSRFEDWLKSSERTAAFPSSSGVIYTVAKEELK
KFEAFQRQVHECLTQLELINKQYRRLARENRTDSACSLKQMVHEGNQRWDNLQKRVTSIL
RRLKHFIGQREEFETARDSILVWLTEMDLQLTNIEHFSECDVQAKIKQLKAFQQEISLNH
NKIEQIIAQGEQLIEKSEPLDAAIIEEELDELRRYCQEVFGRVERYHKKLIRLPLPDDEH
DLSDRELELEDSAALSDLHWHDRSADSLLSPQPSSNLSLSLAQPLRSERSGRDTPASVDS
IPLEWDHDYDLSRDLESAMSRALPSEDEEGQDDKDFYLRGAVALSGDHSALESQIRQLGK
ALDDSRFQIQQTENIIRSKTPTGPELDTSYKGYMKLLGECSSSIDSVKRLEHKLKEEEES
LPGFVNLHSTETQTAGVIDRWELLQAQALSKELRMKQNLQKWQQFNSDLNSIWAWLGDTE
EELEQLQRLELSTDIQTIELQIKKLKELQKAVDHRKAIILSINLCSPEFTQADSKESRDL
QDRLSQMNGRWDRVCSLLEEWRGLLQDALMQCQGFHEMSHGLLLMLENIDRRKNEIVPID
SNLDAEILQDHHKQLMQIKHELLESQLRVASLQDMSCQLLVNAEGTDCLEAKEKVHVIGN
RLKLLLKEVSRHIKELEKLLDVSSSQQDLSSWSSADELDTSGSVSPTSGRSTPNRQKTPR
GKCSLSQPGPSVSSPHSRSTKGGSDSSLSEPGPGRSGRGFLFRVLRAALPLQLLLLLLIG
LACLVPMSEEDYSCALSNNFARSFHPMLRYTNGPPPL

Quelle: UniProt (www.uniprot.org)
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Zur histologischen Identifikation und Charakterisierung von Organen und Geweben

wurden folgende Quellen verwendet:

Taschenatlas der Zytologie, Histologie und mikroskopischen Anatomie (Kihnel
1999);

Cytologie, Histologie und mikroskopische Anatomie des Menschen (Bucher 1997);

PathoPic online der Universitat Basel (Glatz-Krieger 2007);

http://alf3.urz.unibas.ch/pathopic/

Elektronenmikroskopischer Atlas von Zellen, Geweben und Organen im Internet
(Jastrow 2007);
http://www.uni-mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/workshop/EM/EMAlles.html

Histo Web online der Universitat Tubingen (Drews 2007) .

http://www.anatomie.uni-tuebingen.de/project/projll/HistoWeb/
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