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Einleitung

Das in dieser Arbeit im Fokus stehende Protein Desmin ist ein Intermediarfilament (IF)
des Cytoskeletts in Muskelzellen. Seit Jahren wird eine Vielzahl von Desmin-Mutationen
mit Skelett- und Herzmuskelerkrankungen assoziiert. Viele der krankheitsauslésenden
Desmin-Mutationen sind in evolutionar hoch konservierten Regionen des Desmin-Gens
lokalisiert. Kiirzlich wurden Desmin-Mutationen mit ARVC (Arrhythmogene rechtsven-
trikuldre Kardiomyopathie) in Zusammenhang gebracht (Klauke u. a., 2010; van Tintelen!
u. a., 2009; Otten u.a., [2010). ARVC ist eine angeborene Herzmuskelkrankheit. Sie du-
Bert sich klinisch durch lebensbedrohliche Herzrhythmusstorungen und ist ein haufiger
Grund fir den plotzlichen Herztod bei jungen Menschen und Sportlern (Maron und
Pelliccial, 2006]).

Auch wenn es Fortschritte im Bezug auf das Wissen iiber die zellulare Funktion von
Desmin innerhalb des Cytoskeletts gibt, sind die Auswirkungen der einzelnen Mutatio-
nen bisher unzureichend verstanden. Die Kenntnisse tiber den Assemblierungsprozess
des Desmin-dhnlichen IF-Protein Vimentin ermoglichen es, die Wirkung der Desmin-
Mutation auf die Assemblierung abzuleiten.

Zielsetzung dieser Arbeit ist es, den Einfluss der einzelnen Mutationen auf Assemb-
lierung und Struktur zu untersuchen. Der Desmin Wildtyp (WT) und sechs Desmin-
Mutanten, die mit ARVC assoziiert sind, werden mit dem Rasterkraftmikroskop (AFM,
atomic force microsopy) analysiert. Dieses eignet sich besonders, die Struktur der Desmin-
Filamente im Detail abzubilden. Hierzu wird das Desmin rekombinant in E. coli-Bakterien
exprimiert, in vitro assembliert und auf einem Substrat immobilisiert.

Zuséatzliche Anhaltspunkte bieten die in Kooperation mit dem Herz- und Diabetes-
zentrum NRW entstandenen Fluoreszenz-Aufnahmen von Desmin-transfizierten Zellen.

Sie ermoglichen einen direkten Vergleich zwischen in vitro und in vivo Assemblierung.
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1 Grundlagen

1.1 Intermediarfilament-Proteine

Das Cytoskelett eukariotischer Zellen setzt sich aus drei verschiedenen Typen von Fila-
mentnetzwerken zusammen: Aktinfilamente, Intermediérfilamente (IF) und Mikrotubuli.
Der Name Intermediérfilament rithrt daher, dass der Durchmesser der IF (~10 nm) zwi-
schen dem der Aktinfilamente (~7 nm) und dem der Mikrotubuli (~25 nm) liegt. Der
Durchmesser von etwa 10 nm wurde mittels Elektronenmikroskopie (EM) bestimmt ([ls-
hikawa, |1968; Hynes und Destree, |1978).

IF werden in sechs Klassen unterteilt: saure und basische Keratine (Typ I & Typ
II); Desmin, Vimentin, Saures Glialfaserprotein und Periphin (Typ III); Neurofilament-
Proteine (Typ IV); Lamine (Typ V) und Filamente der Augenlinse (Typ VI) (Fuchs und
Weber|, (1994} [Szeverenyi u. a., |2008)).

Die unterschiedlichen IF weisen Homologien in ihrer Priméarstruktur auf, so stimmen
bei Intermediarfilamenten des Typs III die Aminosduresequenzen untereinander (z.B.
Desmin und Vimentin) in iiber 70% tiberein (Geisler u. a., [1982). Im Vergleich von Typ
I und IT mit Typ IIT finden sich nur Ubereinstimmungen von 25-40% (Fuchs und Weber,
1994)). Trotz der unterschiedlichen Uberschneidungsmengen in der Primérstruktur ist die

Sekundarstruktur fur alle IF charakteristisch.

1.1.1 Struktur

Zentraler Kern in der Sekundarstruktur von IF ist die etwa 45 nm lange a-helikale Do-
méne (Rod), welche von nicht-helikaler[| N- und C-terminalen Doménen (Head und Tail)
flankiert wird. Die Rod-Doméne wird von drei nicht-helikalen Linkerregionen unterbro-

chen, die verbleibenden vier helikalen Segmente werden 1A, 1B, 2A und 2B genannt (s.

Abb. [C1).

!Bei Desmin sind die Head- und Tail-Dominen globulir.
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Doménen in der Sekundérstruktur von IF.

Zwei Monomere fiigen sich parallel zu einem so genannten coiled-coil zusammen, bei
der sich die a-helikalen Doménen um eine gemeinsame Achse winden (s. Abb.[L.2). Diese
coiled-coil Dimere sind die Grundbausteine fiir die in vitro Assoziation zu Filamenten.
Unter geringer Ionenstirke und physiologischem pH-Wert bilden sie Tetramere, die aus
zwei antiparallel angeordneten Dimeren bestehen. Im ausgereiften Filament liegen die
Tetramere nahezu parallel zur Filamentachse. Wegen der antiparallelen Anordnung der

polaren Dimere sind die Tetramere apolar, daher sind auch die ausgebildeten IF, im

Gegensatz zu den Mikrotubuli und den Aktinfilamenten, apolar (Herrmann u. a., 2007).

Head Rod Tail

C
oimer 3
| :

™ coiled-coil

Abbildung 1.2: Darstellung der coiled-coil-Struktur in Dimeren (vgl. , 2000).

1.1.2 in vitro Assemblierung

Eine charakteristische Eigenschaft von IF ist ihre Fahigkeit, in vitro unter physiologi-

schen Bedingungen (ohne Hilfe von Kofaktoren) zu assemblieren.

In Herrmann u.a. (2007) werden cytoplasmatische IF in zwei Assemblierungsgrup-

pen eingeteilt: Keratin und Vimentin-dhnliche IF Proteine, zu denen Desmin gehort.
Keratine assemblieren zu heteropolymeren Dimeren, die sich aus einem basischen und
einem sauren Monomer zusammensetzen. Im Gegensatz dazu konnen Vimentin-ahnliche
Proteine homopolymere Dimere bilden. Weiterhin kénnen sie in vivo und in vitro zu

heteropolymeren Dimeren assoziieren. Diese setzen sich aus Proteinen derselben Assem-

blierungsgruppe zusammen (Herrmann u. a., [2007; [Fuchs und Weber, [1994)).
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Die Abbildung zeigt schematisch die Assemblierung der zweiten Assemblierungs-
gruppe. Die Assemblierung setzt bei der schrittweisen Dialyse aus ureahaltigem Puffer in
Tris-HCI-Puffer (pH 8.4) oder Phosphatpuffer (pH 7.5) ein. [Herrmann und Aebi| (2004)
beschreiben nach der Dialyse in einen Puffer mit geringer Ionenstérke ein ,einfrieren®
des Vimentin im Tetramer-Status. Kirmse u.a.| (2010)) zeigten diese Tetramerbildung
auch mit Desmin und 2 mM Phosphatpuffer (pH 7,5 und 1 mM DTT).

Die Assemblierung von Tetrameren bis zum ausgebildeten Filament wird durch Er-
héhung der Salzkonzentration initiiert. Tetramere der zweiten Assemblierungsgruppe
assozileren lateral zu etwa 60 nm langen Filamenten, den unit-length filaments (ULFs)F|

Anschlielend folgt eine Phase, in der die ULFs zu langen Filamenten wachsen. Ein
kinetisches Model wurde von Kirmse u. a.| (2007) vorgestellt.

Mass-per-length (MPL) Untersuchungen per EM an ULFs und ausgebildeten Filamen-
ten zeigen eine heterogene Molekiilanzahl sowohl zwischen verschiedenen IF als auch
auch innerhalb der Filamente selbst (Harald Herrmann u. a.,|1999). Des Weiteren wurde
mehrfach eine zeitabhéngige Komprimierung der Filamente beobachtet. Von |Stromer
u.a. (1987) wurde eine Temperatur- und ionenabhéngige EM-Messung der Radien an
Desmin durchgefiihrt, dabei wurde ein durchschnittlicher Durchmesser von 14,9 nm nach

5 min und 13,6 nm nach 60 min Assemblierungszeit beobachtet.

Dimer Tetramer ULF Filament
—
| — : . ' 2
[———] 1 I T 1
1 — — %J I I L )
— | 7 I I T T
="

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Assoziation zu Filamenten (Assemblie-
rungsgruppe 2). Zwei antiparallel versetzte Dimere bilden das Tetramer.
Die laterale Vereinigung von mehreren Tetrameren ergeben ein ULF. Die

ULFs fiigen sich longitudinal zu Filamenten.

1.1.3 Desmin Funktion

Desmin ist das wichtigste IF in allen Muskelzellen. Es wird im glatten Muskel, im
Skelett-Muskel und im Herz-Muskel exprimiert und ist ein struktureller Bestandteil des

Cytoskeletts. Auflerhalb der Sarkomere bilden die Desmin-Filamente ein Netzwerk und

2Wie SAXS (small angle X-Ray scattering) Untersuchungen mit Vimentin zeigen, werden ULFs in
Bruchteilen von Sekunden gebildet (Sokolova u.a., [2006; Brennich u. a., |2011)).
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Abbildung 1.4: Schematisches Modell zur Darstellung der Lokalisation von Desmin in ei-
ner Muskelzelle. Desmin-Filamente verbinden die Z-Scheiben benachbar-
ter Myofibrillen, Mitochondrien und den Zellkern miteinander. Des Wei-
teren binden sie an Desmosomen (bei Herzmuskelzellen), welche die ein-
zelnen Muskelzellen verbinden. Auf diese Weise sorgt Desmin fiir die in-
terzellulare mechanische Integritat (Mit freundlicher Genehmigung aus:
|Béir u. a.l q2004[)).

verbinden die benachbarten Z-Scheiben der Myofibrille sowie die Myofibrillen unterein-
ander. Dartiber hinaus verbinden sie das myofibrillare System mit dem Zellkern und den
Desmosomen, welche den Zell-Zell-Kontakt in Herzmuskelzellen herstellen (s. Abb. [1.4).

1.2 Desmin-Mutation als Ursache fiir Myopathien

Muskelerkrankungen werden als Myopathie bezeichnet. Stehen diese in Verbindung mit
Desmin werden sie als Desminopathie oder desmin-related myopathies (DRM) bezeich-
net. Symptomatisches Kennzeichen dieser Krankheit ist eine Schwachung der Musku-
latur, die in den unteren Extremitdten beginnt und sich weiter in der Rumpf-, Hals-,
Gesichts- und Atemmuskulatur ausbreitet. In einigen Féallen manifestiert sich DRM als
unaufhaltsam fortschreitende Skelettmyopathie ohne Anzeichen von Herz-Beteiligung,
in anderen Féllen ist eine Kardiomyopathie der fiihrende oder auch exklusive Befund
(Goldfarbl [2004)). Histologische Schnitte der betroffenen Skelett- und Herzmuskeln weisen
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abnorme Bereiche mit granularem und granularfilamentartigem Material auf. Immuno-
histologische Untersuchungen zeigen, dass diese Bereiche aggregiertes Desmin enthalten
1993)

Dies kann durch Mutationen im Desmin hervorgerufen werden (Goldfarb u.a., [1998;
Munoz-Marmol, [1998)), aber auch durch Mutationen in aB-Cristallin (Fardeau u.a.,
2000; [Vicart u.a., [1998). aB-Cristallin gehort zur Familie der Hitzeschockproteine mit
Chaperon-dhnlicher Funktion (Bassuk| 1997; Perng u.a. 1999). Es wird angenommen,

dass es das Desmin stabilisiert und vor Aggregation schiitzt. Mutationen im aB-Cristallin-
Gen sind ursédchlich fiir eine Coaggregation mit Desmin und werden daher den DRM
zugeordnet (Goldfarb and Dalakas, [2009).

1.2.1 Arrhythmogene rechtsventrikuldare Kardiomyopathie

Die Arrhythmogene rechtsventrikuldre Kardiomyopathie (ARVC) ist eine Herzmuskel-
krankheit, die meist familiengebunden auftritt. Klinisch duflert sich ARVC durch schwere
Funktionsstorungen der rechten Herzkammer (Ventrikel), lebensbedrohliche Herzrhyth-
musstorungen und plotzlichen Herztod, besonders bei jungen Menschen und Sportlern.
Die Abbildung zeigt den rechten Ventrikel eines betroffenen Herzens und den fort-
schreitenden Verlust von Kardiomyocyten, die durch Fett- und Bindegewebszellen ersetzt

werden.

Abbildung 1.5: ARVC ist durch den pathologischen Ersatz von Kardiomyocyten durch
fibrotisches Gewebe (weile Stellen innerhalb der Ventrikelwand) charak-
terisiert (Abb. bereitgestellt von: E. & H. Klessmann Institut).

Typischerweise werden in desmosomalen Genen ARVC auslosende Mutationen identi-
fiziert. Etwa 50% der betroffenen Patienten tragen Mutationen in diesen Genen (Awad!
u.al, [2008). In Abbildung ist der schematische Aufbau der Desmosomen verdeut-
licht. Auf der cytoplasmatischen Seite benachbarter Zellen befinden sich Haftplatten,
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Zelladhasion

Intermedidrfilament

Abbildung 1.6: Schematischer Aufbau von Desmosomen. Abkiirzungen: Dsc2, Desmo-
collin-2; Dsg2, Desmoglein-2; Dsp, Desmoplakin; Pkg, Plakoglobin;
Pkp2, Plakophilin-2; PM, Plasmamembran (vgl. |Awad u. a.|, |2008[).

die hauptsachlich aus Plakoglobin bestehen. Die Haftplatten sind auf der einen Seite
durch Transmembranproteine (Desmoglein und Desmocollin) mit der Nachbarzelle und
auf der anderen Seite tiber Intermediérfilamente mit dem Cytoskelett der Zelle verbun-

den. Mechanisch stark beanspruchte Zellen, wie Epithelzellen oder Muskelzellen, konnen

so Scherkrifte auf den gesamten Zellverbund verteilen (Lodish und Lange, 2001). In

Herzmuskelzellen sind Desmosomen mit dem IF, bestehend aus Desmin, verbunden.

Mutationen im Desmin fithren zu einem breiten Spektrum von Myopathien und im
Besonderen zu Kardiomyopathien, welche mit Herzrhythmusstorungen und rechtsven-
trikuldren Versagen einhergehen konnen. Kiirzlich gefundene Desmin-Mutationen bei
Patienten mit ARVC Phéanotyp deuten darauf hin, dass auch Desmin-Mutationen ur-
sichlich fir ARVC sind und beim epidemiologischen Screening miteinbezogen werden
sollten (Klauke u.a., 2010; van Tintelen u. a., 2009; |Otten u. a., 2010).

1.2.2 Desmin-Mutationen

Die im Folgenden aufgefiihrten sechs Mutationen stehen im Zusammenhang mit ARVC.
Grundlage fiir eine ARVC-Diagnose sind die Task force criteria, dies ist eine Auflistung
aller Haupt- und Nebenkriterien, die zu einer Diagnose herangezogen werden (s.
2010; ARVD.COM, 08.03.2011)). In der Literatur wird im Zusammenhang mit Desmin-
Mutationen zwischen dem ARVC- und ARVC(-ahnlichem)-Phénotyp unterschieden. Bei
dem ARVC-Phénotyp sind ausreichend Kriterien fiir die eindeutige ARVC-Diagnose er-
fullt, bei dem ARVC(-dhnlichem) nur einige, so dass eine Erkrankung an ARVC nicht
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Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der Aminoséurenkette (470 AS) von Desmin
und die Positionen der untersuchten Mutationen.

ausgeschlossen werden kann.

Fiinf von den aufgefithrten Mutationen sind Punktmutationen, d.h. dass sich nur eine
Base im Gen verandert. In diesen fiinf Féllen resultiert eine Missense-Mutation, durch die
das verdnderte Codon fiir eine andere Aminosaure (AS) codiert. Welche AS ausgetauscht
wird, kann an der Bezeichnung der Mutation abgelesen werden. Zum Beispiel ist N116S
ein Austausch der Aminoséure Asparagin (N) gegen Serin (S), 116 steht fiir die Position
in der Aminosdurenkette ausgehend vom N-Terminus.

Die sechste Mutation ist die Deletions-Mutation E114del, diese fithrt zu einer Deletion
des Glutamat 114-Restes.

N116S und S358T

Klauke u. a. (2010 untersuchten 22 ARVC-Patienten auf Mutationen in desmosomalen
Genen und im Desmin-Gen (DES). Bei einem Patienten fanden sie die Punktmutation
N116S in Desmin. Mutationen in desmosomalen Genen konnten ausgeschlossen werden.
DNA-Screenings der Familie zeigten, dass N116S eine spontane Mutation ist. Sie liegt in
dem 1A Segment der Rod-Doméne und ist absolut konserviert in den IF von Eukarioten.

Ferner konnte eine weitere Desmin Variation[| eines ARVC Patienten nachgewiesen
werden. Diese Variation S358T ist bisher noch nicht veroffentlicht, da noch nicht ab-

schlieend geklart ist, ob sie krankheitsauslosend ist. S358 liegt in dem 2B Segment der
Rod-Doméne (s. Abb. [1.7).

3Die Mutation bezeichnet eine Genverinderung, die vom ,Normalen“ abweicht, es kann aber durchaus
mehrere Variationen des Gens geben. Erst wenn die Variation in unter ein Prozent der Population
vorkommt, wird sie als Mutation bezeichnet. In dieser Arbeit werden Desmin WT und Mutationen
gegeniibergestellt, wobei die S358T mit einbezogen wird. Obwohl diese faktisch nicht als Mutation
bezeichnet werden darf, da die Haufigkeit, mit der diese Variation auftritt, noch nicht untersucht
wurde.
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S13F

Peter van Tintelen (van Tintelen u.a., |2009) untersuchte 27 Personen aus fiinf Fami-
lien mit der identischen Punktmutation S13F. Bei sechs dieser Personen wurde eine
rechtsventrikuldre Herzinsuffizienz festgestellt, zwei davon erfiillten die Task force crite-
ria fiir ARVC. Pica u. a.| (2008) beobachteten in Zelltransfektionsstudien mit der Desmin-
Mutante S13F eine grofle Akkumulation, die von filamentosen Netzwerken umgeben war.
In EM Untersuchungen von Sharma u. a.| (2009) bildete die Mutante S13F filamentose
Aggregate. Mixturen von Desmin S13F und WT zeigten in derselben Studie verwickelte
Netzwerke von Filamenten. Die Mutation S13F liegt in der Head-Doméne (s. Abb. [1.7),
welche hoch konserviert iiber IF Type III & IV und tiber andere Spezies ist. Aulerdem
ist S13 eine von vier moglichen Phosphorylisierungsstellen fiir die Proteinkinase C, die
eventuell wichtig fir Desmin-Assemblierung und -Disassemblierung ist (Kitamura u. a.|

1989).

Ell4del

Vernengo u. a.[ (2010) untersuchten fiinf Generationen einer Familie mit schwerer Kardio-
myopathie und Skelettmuskelmyopathie. Auffallende Merkmale lauten: Atriale Dilation,
Arrhythmie, Leitungsblockade und plétzlicher Herztod, sowie eine rechtsventrikulére
Dilatation. Die Familie trigt eine Deletions-Mutation E114del im 1A Segment der a-
helikalen Doméne von Desmin (s. Abb. [1.7)). Diese Aminoséure ist ebenfalls hoch kon-
serviert liber verschiedene Spezies. Modelldaten deuten darauf hin, dass das Fehlen von
E114 zu einer Drehung des helikalen Riickgrats um 100° fithrt und so das elektrostati-
sche Potential beeinflusst wird. Zelltransfektionsstudien mit dieser Mutante zeigen, dass
die Mutante E114del keine Filamentnetzwerke bilden kann und kleine Aggregate formt
(Vernengo u. a., [2010).

N342D und R454W

Otten u. a.[ (2010)) untersuchten den klinischen Phénotyp in zwei Familien, die zwei ver-
schiedene DES Mutationen tragen: N342D und R454W. In der ersten Familie (N342D)
wurde bei einem Familienmitglied DRM mit ARVC(-ahnlichem) Phénotyp festgestellt.

In der zweiten Familie (R454W) liegt eine schwere biventrikuldre Kardiomyopathie
vor. Mutationen in den desmosomalen Genen wurden ausgeschlossen. Sie zeigten, dass
die Mutante R454W die Lokalisation von Desmoplakin und Plakophilin 2 an dem Glanz-

streifen (intercalated disk) beeinflusst. Dies konnte auf einen Zusammenhang zwischen
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desmosomalen Myopathien und Kardiomyopathien, verursacht durch DES-Mutationen,

hindeuten. Aulerdem untersuchten sie 20 ARVC-Patienten und 30 Patienten mit ARVC(-

ahnlichem) Phanotyp auf Mutationen im DES Gen, wobei sie keine weitere DES-Mutation
fanden. Dies weist darauf hin, dass ein ARVC(-dhnlicher) Phénotyp bei DES Mutationen

eher selten vorkommt (Otten u.a., 2010)).

Die Desmin Mutation N342D liegt in der a-helikalen Doméne . Untersuchungen
von Dalakas u. a.| (2003) mit transfizierten Zellen zeigen, dass die Mutante N342D keine
intrazelluldren Netzwerke bildet. Die Mutation R454W liegt in der Tail-Domaéane und ist
hoch konserviert (Bar u.a., 2007). |Bar u.a. (2007) berichten von R454W transfizierten
Zellen, die kurze, irregulire Filamente und hauptséchlich Aggregate zeigen. Ferner un-
tersuchten sie die in vitro Assemblierung mit EM. Danach scheint die Mutante normale
ULFs und kurze Filamente zu bilden, aber keine ausgedehnten Filamente. Sie stellten
die Hypothese auf, dass die Filamente aufgrund von verdnderten molekularen Wech-
selwirkungen eine intrinsische Instabilitat erreichen und zu einem spéateren Zeitpunkt

zerfallen.

1.3 Rasterkraftmikroskopie

Binning, Quate und Gerber stellten das Rasterkraftmikroskop erstmals 1986 vor (Bin-
nig und Quate, 1986). Das AFM ist eine Erweiterung aus dem prinzipiellen Design des
von ihnen vier Jahre zuvor entwickelten Rastertunnelmikroskops (scanning tunneling mi-
croscopy, STM). Das STM war das erste Instrument, welches direkt die dreidimensionale
Struktur von Festkorpern mit atomarer Auflésung abbilden konnte. (Binnig u. a., [1982).
Seit der Einfiihrung dieser Mikroskope wurden viele Varianten, die auf demselben Prinzip
beruhen und unter dem Oberbegriff Rastersondenmikroskop (scanning probe microsco-
py, SPM) bekannt sind, entwickelt. Das grundlegende Prinzip ist eine Sonde (probe, tip),
die die Oberfléache der Probe (sample) abrastert. Die Wechselwirkungen zwischen Sonde
und Probe werden interpretiert und als dreidimensionales Bild ausgegeben.

Das AFM misst sehr kleine Kréfte (weniger als 1 nN), welche zwischen Sonde und
Probenoberfliche vorliegen. Diese Krafte werden durch die Auslenkung des Cantilevers
gemessen. Der Cantilever ist ein flexibler Federbalken mit kleiner Masse, an dessen Ende
sich eine sehr scharfe Spitze (Tip) befindet. Tips mit Radien zwischen 5 nm und 50 nm
sind iiblich (Bhushan| 2007)).

Das AFM kann in verschiedenen abbildenden Modi betrieben werden. Eine erste Un-

terteilung erfolgt in den statischen (auch Kontakt- oder repulsiv) Modus und den dyna-
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Abbildung 1.8: Prinzipieller Aufbau eines AFM.

mischen (auch attraktiver oder noncontact) Modus. Im statischen Modus wird der Tip
in Kontakt zur Probenoberfliche gebracht. Die Atome an der Spitze des Tips erfahren
eine schwache repulsive Kraft, ausgehend von der Uberlappung der Atomorbitale von
Probenoberfliche und Spitze. Diese repulsive Kraft fiihrt dazu, dass sich der Cantilever
auslenkt. Diese Auslenkung wird meist mit der optical beam deflection-Methode (Licht-
zeigermethode) gemessen: Ein Laserstrahl wird am Ende des Cantilevers reflektiert und
mit einer 4-Quadrant-Photodiode detektiert. Im dynamischen Modus wird der Tip an die

Probenoberfliche angenédhert und mit einem piezoelektrischen Element in Schwingung

versetzt (s. Abb. [1.8)).

Um ein topographisches Abbild der Probe zu erhalten, bewegt sich die Probe lateral,
Zeile fiir Zeile unter dem Tip hinweg. Die Positionierung erfolgt iiber ein piezoelektrisches
Stellelement, hier in Form eines Zylinders (vgl. Abb. . Wahrend des Scans wird
gleichzeitig die Kraft oder der Kraftgradient gemessen, dieser ist abhédngig vom Abstand
zwischen Probe und Tip. Im statischen Modus wird die Wechselwirkung zwischen Probe
und Tip tber die Auslenkung des Cantilevers gemessen. Im dynamischen Modus wird
die Kraft tiber die Verschiebung der Resonanzfrequenz (bzw. Amplitude) des Cantilevers
gemessen. Um die topographischen Informationen zu erhalten, wird die Kraft entweder
direkt erfasst oder wird als Kontrollparameter fiir eine Feedbackschleife benutzt, um
damit die Kraft oder einen abgeleiteten Wert konstant zu halten (Bhushan| 2007)).
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1.3 Rasterkraftmikroskopie
1.3.1 Tapping Modus

Laterale Kréfte, die wihrend des Scans im Kontakt-Modus auf den Tip wirken, beein-
flussen die Messung (den Boef, |1991)). Um den Effekt lateraler Kréfte zu minimieren,
kann das AFM im Tapping Modus (auch amplitude modulation, AM) betrieben werden.
Die Wechselwirkung zwischen Tip und Probe liegt hierbei zwischen dem attraktivem und
attraktiv-repulsivem Regime und wird daher im englischen auch intermittend mode ge-
nannt. Der Tapping Modus eignet sich besonders fiir weiche Proben, wie z.B. biologische
Proben (Radmacher u.a., [1992).

Die Oszillation des Cantilevers wird durch drei Parameter bestimmt: Amplitude, Pha-
se und Frequenz. Die Wechselwirkung zwischen Tip und Probe kann alle drei Parameter
beeinflussen, dies sind die internen Parameter. Die Oszillation wird extern durch Anre-
gungsamplitude und Anregungsfrequenz bestimmt, dies sind die externen Parameter. Die
externen Parameter werden durch den Experimentator festgelegt, wihrend die internen
Parameter gemessen werden und die wichtigen Informationen tiber die Wechselwirkung
beinhalten. Im AM Modus wird die Anregungsfrequenz auf einen Wert nahe der Re-
sonanzfrequenz festgelegt und die Anregungsamplitude wird tiber eine Feedbackschleife
konstant gehalten (Bhushan| 2007)).

Die Wechselwirkung zwischen Tip und Probe kann qualitativ mit dem Lennard-Jones-

Potential dargestellt werden:

()" ()]

mit dem Abstand r (hier: Tip-Proben-Abstand), dem Potentialminimum e und dem
Abstand rg, bei dem das Minimum des Potentials liegt. Bei kleinerem Abstand als rg
beschreibt das Potential die Pauli-Abstoflung, die Wechselwirkung hat eine kurze Reich-
weite und ist repulsiv. Bei groflerem Abstand iiberwiegen attraktive Van-der-Waals-

Wechselwirkungen. Im Tapping Modus kann der Tip in beiden Bereichen oszillieren
(s. Abb.[L.9).

Das Lennard-Jones-Potential beschreibt die Wechselwirkung nicht vollstandig unter
Umgebungsbedingungen. Adhéasionskréifte zwischen Tip und Probenoberfiche sind hier
immer prasent (O’Shea u.a., [1992). Diese entstehen etwa durch einen Kondensatfilm
auf der Oberflache, der einen Wasserminiskus zwischen Probenoberflaiche und Tip ver-
ursacht. Die elektrostatische Wechselwirkung tritt bei geladenen oder leitenden Proben

auf, diese wird durch das Coulomb-Gesetz beschrieben:
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Abbildung 1.9: Das Lennard-Jones-Potential beschreibt die Wechselwirkung zwischen
Tip und Probe.

R
Ameey r?

F(r) (1.2)

Die Coulombkraft F ist abhédngig vom Abstand r zweier Ladungen ¢, €y und € sind die
Permittivitaten im Vakuum und Medium.

Das grundlegende Konzept zur Messung der Kréfte zwischen Tip und Probe im dyna-
mischen Modus soll mit dem Modellsystem des harmonischen Oszillators erklart werden.
Der Cantilever représentiert eine Feder mit einer Federkonstane k (Daniel Rugar und
Paul Hansma,, (1990, k£ ~ 10 %) Der Cantilever wird durch ein piezoelektrisches Element
mit der Anregungsfrequenz w angeregt (s. Abb. . Die Ostzillation des Cantilevers ist
durch drei GroBen bestimmt: Amplitude, Frequenz und Phasendifferenz zwischen An-
regung und Ostzillation. Abbildung zeigt qualitativ den Zusammenhang zwischen
Amplitude und Phase bei unterschiedlicher Anregungsfrequenz. Die Amplitude ist ma-
ximal bei der Eigenfrequenz wy des Cantilevers.

Im Tapping Modus wird der Cantilever nahe der Resonanzfrequenz angeregt. Bei
grofer Distanz zur Probe (ohne duflere Wechselwirkung) oszilliert der Cantilever mit der
sfreien Amplitude®. Wenn der Tip in den Bereich der Wechselwirkungskréfte der Probe
kommt, dndert sich die Amplitude. Normalerweise nimmt die Amplitude mit geringerer
Distanz zur Probe ab (Bhushan|, 2007). Die Distanz zur Probe kann vom Experimentator
iiber den so genannten Set-Point festgelegt werden. Ublicherweise wird der Set-point so

gewéhlt, dass die Amplitude des Cantilevers leicht unterhalb der freien Amplitude liegt.
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1.3 Rasterkraftmikroskopie

Amplitude
aseyd

Wo
Frequenz

Abbildung 1.10: Phase (griin) und Amplitude (rot) eines harmonischen Oszillators in
Abhéngigkeit der Anregungsfrequenz.
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2 Material & Methoden

2.1 Desmin Expression und Reinigung

Zur Expression von Desmin WT und Mutanten werden Fscherichia coli BL21 DE3
(Invitrogen, Carlsbad, USA) mit entsprechenden Plasmiden transformiert. Die Zellen
werden in LB-Medium bis zum Erreichen einer optischen Dichte (ODgoonm) zwischen
0,5 und 0,8 bei 37°C in einem Schiittel-Inkubator inkubiert. Die Protein-Expression
wird mit Isopropyl-1-thio-5-D-galactopyranoside (IPTG) induziert. Nach 4 Stunden bei

37°C wird zentrifugiert und die Zellen entnommen.

Nach bekannter Methode werden die Desmin enthaltenden Inclusion bodies extrahiert
(Garboczi u. a., |1996). Die Inclusion bodies werden in ureahaltigem Puffer (8 M Urea,
10 mM Tris-HCI, 100 mM NaH,PO,4, pH 8,0) gelost und zentrifugiert (45 min, 4°C,
45.000 g). Der Uberstand wird auf eine HiTrap DEAE Sepharose Siule (GE Healthcare,
Chalfont St Giles, UK) mittels eines Chromatographie-Systems (Pharmacia, Uppsala,
S) aufgetragen.

Rekombinante Desmin-Molekiile werden durch einen linearen Salz-Gradienten (0 bis
0,35 mM NaCl) eluiert. Mit SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel elec-
trophoresis) und anschlieBender Coomassie Blue R250 Farbung wird die Reinheit des
rekombinanten Desmin analysiert. Um das Desmin weiter zu reinigen werden die Frak-
tionen auf eine Ni?T-NTA-Sepharose-Siaule (Qiagen, Hilden, D) gegeben. Diese wird mit
Wasch-Puffer (8 M Urea, 20 mM Tris-HCI, 10 mM Imidazol, pH 8,0) so lange gewaschen,
bis die Absorbtion bei 280 nm auf einen konstanten Wert zuriickgeht. Danach werden
die rekombinanten Desmin-Molekiile mit imidazolhaltigem Puffer (8 M Urea, 20 mM
Tris-HCI, 300 mM Imidazol, pH 6,9) eluiert.

Abschlieend wird die Reinheit der rekombinanten Desmin-Molekiile erneut mittels
SDS-PAGE analysiert. Die Homogenitéat zwischen Desmin-Mutanten und WT sind ver-
gleichbar und haben eine Reinheit von mehr als 95% (s. Abb. [2.1)).
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2.2 Desmin WTp
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Abbildung 2.1: SDS-PAGE der gereinigten Desmin-Molekiile. Es wurden 10 pug Desmin
auf das mit Coomassie Blau R250 eingefarbte Gel aufgetragen.

2.2 Desmin W1T)p

Zusatzlich zu dem oben beschriebenen exprimierten Desmin wurde kommerziell erhaltli-
ches Desmin W'T fiir erginzende Untersuchungen verwendet. Das rekombinante Desmin
von PROGEN Biotechnik (Heidelberg) soll im Folgenden mit WTp bezeichnet werden,
um es von dem ,selbst“-exprimiertem W'T zu unterscheiden. Das Desmin WTp wird mit
einer Konzentration von 1 ™4 in einem Puffer (30 mM Tris-HCI, pH 8.0, 9,5 M Urea,
2 mM DTT, 2 mM EDTA, 10 mM Methylammoniumchlorid) mit einer Reinheit von
tiber 95% geliefert.

Bei der im letzten Abschnitt beschrieben Desmin-Expression besitzen die Desmin-
Molekiile, auf Grund der verwendeten Plasmide, einen Hisg-Tag am C-Terminus. Dieser
ist nach Herstellerangaben bei WTp nicht vorhanden. Des Weiteren sind die unter-
schiedlichen ureahaltigen-Puffer und die langere Lagerungszeit des WT'p zu beachten.

Bei strukturellen Vergleichen werden daher nur die auf gleiche Weise exprimierten, also
Desmin WT und Mutanten, betrachtet.
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2 Material & Methoden

2.3 Faltung und Assemblierung

Die Desmin-Molekiile konnen tiber eine schrittweise Dialyse in DP-Puffer (5 mM Tris-
HCL, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA and 10 mM NH4CI, pH 8,4) gefaltet
werden. Die Proteinkonzentration wird mit einem BCA-Assay (Bicinchoninsiure) geméis
der Herstellerangaben (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) mit BSA (bovines serum albu-
min) als Proteinstandard und durch Absorptionsmessungen bei einer Wellenlédnge von
280 nm mit einem Photometer (NanoDrop2000, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) ermittelt. Der Mittelwert beider Bestimmungsmethoden ergibt die Desminkon-
zentration.

Die Dialyse wurde iiber Nacht durchgefiihrt und am darauf folgenden Tag das Desmin
mittels AFM untersucht.

Zur Assemblierung von Filamenten wurden 50 pl DP-Puffer mit einer Desmin-Kon-
zentration von 25 24 und 50 pl Assemblierungspuffer (100 mM NaCl, 45 mM Tris-HCI,
pH 7,0) bei 37°C im Wasserbad eine Stunde inkubiert.

2.4 Reproduzierbarkeit der Messungen

Die rekombinante Expression von Desmin ist sehr zeitaufwendig, daher wurden die Des-
min Mutanten jeweils nur einmal exprimiert, der Desmin WT insgesamt dreimal. Die
dreimalige Expressionen des WT zeigte in den Messungen keine wesentlichen Unterschie-
de, daher wird hier vermutet, das eine nochmalige Expression der Mutanten zu keinen
abweichenden Ergebnissen fiihren wiirde. Die Assemblierung der Mutanten mit Assem-

blierungspuffer wurden mindestens dreimal durchgefithrt und waren reproduzierbar.

2.5 Puffer

Die Puffer wurden mit einem Liter angesetzt, um die Konzentration und den pH-Wert
moglichst genau einzustellen. Anschliefend wurden die Puffer steril filtriert und in klei-
nen Portionen eingefroren. Nach jedem Messtag wurden die Puffer gewechselt, um Ver-
unreinigungen auszuschlieen. Als weitere Kontrolle wurde Mica mit frisch angesetztem

Puffer gespiilt und abgebildet.

DP-Puffer 5 mM Tris-HCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA und 10 mM NH,CI,
pH 8,4
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2.6 Rasterkraftmikroskopie

Assemblierungspuffer 100 mM NaCl, 45 mM Tris-HCI, pH 7,0

2.6 Rasterkraftmikroskopie

2.6.1 Mikroskop

Die Messungen wurden mit einem Multimode AFM mit Nanoscope II1a oder V Control-
ler (Bruker, Santa Babara, USA) durchgefiihrt.

Wahlweise wurden Tap300Al-G (Budget Sensors, Sofia, Bulgarien) oder PPP-NCH-
W (Nanosensors, Neuchatel, Schweiz) Cantilever benutzt. Tap300Al-G sind Silizium-
Cantilever mit einer riickseitigen Aluminium-Beschichtung, sie besitzen eine nominale
Federkonstante von 40 N/m und eine Resonanzfrequenz von 300 kHz (£100 kHz). Die
Silizium-Cantilever PPP-NCH-G sind unbeschichtet, sie besitzen eine nominale Feder-
konstante von 42 N/m und eine Resonanzfrequenz von 330 kHz (204 - 497 kHz). Beide
Cantilever haben nach Herstellerangaben einen Tipradius von weniger als 10 nm.

Bei allen Messungen wurde der Tapping Modus eingesetzt. Je nach Groéfle des Scan-

bereichs wurde mit einer Zeilenfrequenz von 0,5 bis 2 Hz gescannt.

2.6.2 Substrate & Immobilisierung

Die verwendeten Substrate sind Muscovite Mica, APTES (3-Aminopropyltriethoxysilan)
funktionalisiertes Mica und TSG (Template-Striped Gold).

Mica

Micall] (Plano, Wetzlar, Deutschland) ist ein nichtleitendes Schichtsilikat. Es hat eine
starke zweidimensionale Bindung, ist aber nur schwach in der dritten Dimension gebun-
den. Daher kann Mica einfach mit einer scharfen Klinge oder einem Stiick Klebefilm ge-
spalten werden. So entsteht eine atomar ebene Oberflache, die sich gut fiir das Abbilden
von sehr flachen Proben eignet. Die Hauptbestandteile von Mica sind SiO,-Tetraeder,
diese bilden Phyllosilicate mit der Zusammensetzung Si,O,. Die Phyllosilicate werden
durch Metallkationen stabilisiert. Das hier verwendete Muscovit Mica hat die chemische
Formel KAl,(OH),AlSi;0,.

Bei der Immobilisierung von Desmin auf Mica ist das Zeta-Potential von Mica zu

beachten. Mica hat ein negatives Zeta-Potential, das unabhangig vom pH-Wert, aber

Lauch Glimmer
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2 Material & Methoden

abhéngig von spezifischen Ionen und der Ionenkonzentration ist (Lyons u.a., |[1981; |Nis-
himura u. a., [1992). Desmin wiederum hat einen theoretisch berechneten isoelektrischen
Punkt von 5,16. Die Messungen wurden bei neutralem bis basischen pH-Wert durchge-
fithrt. In diesem pH-Bereich sind die Aspartat- und Glutamat-Reste von Desmin negativ
geladen, daher ist die Adsorption auf Mica sehr schwach.

Bei der Probenpraparation wird das Muscovite Mica mit Klebefilm frisch gespalten.
Anschliefend werden 10 ul Desmin-Losung auf das Mica gegeben und unmittelbar mit

deionisiertem Wasser gespiilt und vorsichtg mit Stickstoff getrocknet.

APTES-Mica

Bei dieser Praparation wird die Mica-Oberfliche kovalent mit APTES (Fluka, Chemi-
kaBioChemika, Schweiz) modifiziert. Eine schematische Darstellung der Praparation ist
in Abbildung gezeigt.

NH:

NH:
(Et0) — Si — (EtO)
|
&® Si
71N
OH OH OH 0o 0o 0o

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Funktionalisierung von Mica mit APTES.
Die Hydroxylgruppen links sind Teil der Mica-Oberflache (vgl. (Colton,
1998)

Die Amino-Gruppen von APTES sind kovalent auf Mica gebunden. Diese Gruppen
sind tber einen breiten pH-Bereich in wéissriger Umgebung positiv geladen (Lyubchen-
ko u.a., [1992)). Das vorwiegend negativ geladene Desmin (neutral mit basischem pH-
Bereich) bindet gut an die positiv geladene Oberfliche.

Im Folgenden wird die Funktionalisierung von Mica mit APTES beschrieben: Das
Mica wird frisch gespalten. Anschliefend wird es zusammen mit einem kleinen Gefaf

mit 2 ul APTES in einem Exsikkator gelegt. Dieser wird etwa 20 Minuten evakuiert
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2.6 Rasterkraftmikroskopie

und dann fiir eine halbe Stunde inkubiert, damit der Reaktionsprozess ablaufen kann.
AnschlieSend wird vorsichtig beliiftet.

Nach jeder Praparation wird ein Substrat mit AFM abgebildet, um es auf Verunreini-
gung und Rauheit zu tberprifen. Aulerdem verdndert sich die Oberflichenchemie der
Substrate mit der Zeit an der Luft, daher wurden sie nur einen Tag benutzt.

Zur Immobilisierung von Desmin auf APTES-Mica werden 2 pul der Desmin-Losung auf
das Substrat gegeben und zehn Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Anschlie-

Bend wird die Oberflache mit deionisiertem Wasser gespiilt und mit Stickstoff getrocknet.

TSG

TSG ist ein Goldsubstrat mit grofien extrem flachen Bereichen. Es kann eine durch-
schnittliche Rauheit von ~2 A fiir 2,25 pm? und ~3 A fiir 25 m? erzielt werden (Hegner
u. a., 1993)).

Im Wesentlichen entspricht die Herstellung dem in Colton| (1998) beschriebenen Ver-
fahren und soll hier nur kurz zusammengefasst werden. Das Gold wird thermisch auf ge-
spaltenes Mica aufgedampft, dadurch wéchst das Gold epitaxial auf der Mica-Oberflache.
Mit Epoxy-Kleber werden kleine Deckglaser auf die Goldseite geklebt. So kénnen die
Substrate fiir einige Monate gelagert werden. Vor der Nutzung kann das Mica vom Gold
abgelost werden. Um zu beurteilen, ob auf dem Gold keine Micaschicht zuriickgeblieben
ist, kann die Leitfahigkeit mit einem Multimeter tiberpriift werden.

Da Gold elektrisch leitend ist, konnen geladene Proteine tiber elektrostatische Wech-
selwirkungen auf diesem Substrat immobilisiert werden. Zusétzlich hat Gold eine hohe
Bindungsaffinitat zu Schwefel. Liegen Thiolgruppen frei zugéanglich im Protein vor, wird
eine kovalente Bindung ausgebildet.

Die Immobilisierung der Desmin-Proteine wurde wie beim Mica durchgefiihrt: 10 pul

der Desmin-Losung wird auf das Gold gegeben, gespiilt und getrocknet.

2.6.3 Vergleich der Substrate

Die Substrate lassen sich nach folgenden Eigenschaften klassifizieren:

Rauheit Die Oberfliche sollte moglichst eben sein, damit die Struktur, die abgebildet

werden soll, gut vom Untergrund unterscheidbar ist.

Substrat-Praparation Diese sollte moglichst einfach zu handhaben sein. Auflerdem soll-
te die Praparation reproduzierbar sein, d.h. die Eigenschaften der Substrate sollen

gleich bleiben.
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2 Material & Methoden

Immobilisierung Das Protein muss auf dem Substrat immobilisiert werden kénnen.

Die drei verschiedenen Substrate Mica, APTES-Mica und TSG entsprechen von ihrer
Rauheit her prinzipiell den Anforderungen an eine moglichst flache Oberflache. Dennoch
gibt es Unterschiede in der Rauheit: Der Vergleich zwischen Abbildung [2.3(a) und [2.3(b)|
zeigt, dass das APTES-Mica flacher als das TSG-Substrat ist. Die gemessene Rauheit
von APTES-Mica hat einen Effektivwert (RMS, root mean square) von 1,0 A, die von
TSG 1,8 A. Frisch gespaltenes Mica ist vergleichbar zum APTES-Mica mit einem RMS
unter 1 A.

400 nm

(a) APTES-Mica, RMS=1,0 A (b) TSG, RMS=1,8 A.

Abbildung 2.3: Vergleich von APTES-Mica und TSG.

TSG und APTES-Mica konnen je nach Giite der Praparation in der Rauheit schwan-
ken. Die Praparation von Mica hat sich als am effektivsten erwiesen, da sie schnell geht

und ein immer gleiches Ergebnis liefert.

2.6.4 Bearbeitung der Rohdaten

Die Rohdaten der AFM-Messungen wurden mit dem Freeware-Programm Gwyddion
(Version 2.24) oder der Nanoscope Software (Version 5.30) bearbeitet und analysiert.
Im Folgenden wird auf die wichtigsten Funktionen eingegangen.

Die Flatten-Funktion beseitigt unerwiinschte Erscheinungen der einzelnen Scanlinien,
wie Bogen und Neigungen. Aulerdem werden alle Scanlinien auf eine Hohe gebracht.

Mit der Plane-fit-Funktion konnen Bogen iiber den gesamten Scanbereich entfernt
werden, indem eine passende polynomische Ebene vom Bild subtrahiert wird. Bogen in
den Rohdaten konnen z.B. durch den hier verwendeten Tube-Scanner entstehen, da bei

diesem die x-,y-Koordinaten mit der z-Koordinate gekoppelt sind.
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2.6 Rasterkraftmikroskopie

Mit der Erase scanline-Funktion konnen einzelne Scanlinien entfernt werden. Die Linie
wird durch den Mittelwert der benachbarten Linien ersetzt.

Dies sind die wesentlichen Funktionen, die bei der Bearbeitung der Daten in dieser
Arbeit benutzt wurden. Auf weitere Funktionen wie beispielsweise Frequenzfilterung

wurde hier verzichtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Protein Lagerung

Proteine sind auflerhalb ihrer nativen Umgebung oft instabil. Sie kénnen ihre Struktur
und damit auch ihre Funktion verlieren. Um herauszufinden, wie lange die rekombi-
nanten Desmin-Molekiile im DP-Puffer gelagert werden koénnen, wurden verschiedene

Messungen durchgefiihrt .

Wird der Desmin WT tiber Nacht in DP-Puffer dialysiert und am Tag assembliert und
gemessen, so bilden sich Filamente, die teilweise akkumuliert sind (s. Abb. . Im Ge-
gensatz dazu zeigt Abbildung[3.2)den WT nach vier Tagen Lagerung im Kiihlschrank bei
etwa 1°C und anschlieSender Assemblierung. Hier finden sich keine einzelnen Filamente,

nur filamentose Aggregate verschiedener Grofle.

In einem weiteren Versuch wurde die Desmin-Pufferlésung nach der Dialyse bei -26°C
eingefroren. Nach einer Woche im Gefrierfach zeigte sich eine deutliche Ausflockung in
der Desmin-Losung. Der Uberstand wurde wie gewohnt assembliert. Die anschlieenden

Messungen zeigten, dass die Konzentration der Filamente rapide abgenommen hatte.

Diese Ergebnisse zeigen, das eine langere Lagerung der Desmin-Molekiile im DP-Puffer
nicht moglich ist. Eine Lagerung im Kiihlschrank fiihrt zu unerwiinschter Aggregation,

eine Lagerung im Gefrierfach zu vollstandigem Ausfall der Molekiile.

Weiterhin zeigten vergleichbare Messreihen tiber ein bis zwei Tage, dass eine Lage-
rung auf Eis zu keinem Verdnderungsprozef§ fithrt. Eine kurzzeitige Lagerung ist daher

moglich.

Als Konsequenz dieser Ergebnisse wurden alle Messungen innerhalb eines Tages mit

frisch dialysiertem Desmin durchgefiihrt.
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3.1 Protein Lagerung
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Abbildung 3.1: Desmin WT auf APTES-Mica, unmittelbar nach der Dialyse 1 h bei
37°C assembliert.
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Abbildung 3.2: Desmin WT auf APTES-Mica nach Dialyse 4 Tage bei 1°C gelagert,
dann bei 37°C 1 h inkubiert. Der Ausschnitt ist 1 um -1 pum, die Ho-

henskalierung betragt 14 nm.
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3 Ergebnisse
3.2 Verschiedene Substrate

Die Immobilisierung von Desmin hat auf allen drei Substraten funktioniert. Die Ergeb-
nisse zeigen die Abbildungen [3.3] und [3.5

776,0 nm

| 5,0
| 4,5
| 4,0

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
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0,5

0,0

15,0 nm
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| 12,0
| 11,0
| 10,0
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8,0
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2,0
1,0
0,0

Abbildung 3.4: Desmin WT auf APTES-Mica
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3.3 Strukturuntersuchungen des Desmin Wildtyps und der Mutanten

T 10,0 nm
| 9,0

| 8,0

| 7.0

Abbildung 3.5: Desmin WT auf TSG.

Wie in Absatz [2.6.2) beschrieben, ist die Wechselwirkung zwischen APTES und Des-
min stark, und zwar aufgrund der positiv geladenen Oberfliche und den negativ ge-
ladenen Proteinen. Frisch gespaltenes Mica hat ein negatives Zeta-Potential, daher ist
zu erwarten, dass die Wechselwirkung mit den Proteinen geringer ausfallt. Bei gleicher
Desminkonzentration ist die Oberfliche auf APTES-Mica dichter belegt als auf Mica
(vgl. Abb. S. 23| und S. , dies bestéitigt diese Vermutung.

Da die Immobilisierung auf allen Substraten erfolgreich war, fiel die Wahl fiir weitere
Messungen auf frisch gespaltenes Mica. Es hat eindeutig die besten Eigenschaften in

Praparation und Oberflaichenbeschaffenheit.

3.3 Strukturuntersuchungen des Desmin Wildtyps und

der Mutanten

Mithilfe der AFM Untersuchungen sollen strukturelle Unterschiede zwischen Desmin
WT und Mutanten herausgearbeitet werden. Weitere Zielsetzung besteht darin, einen
grundlegenden Einblick in die Assemblierung zu ausgebildeten Filamenten zu erlangen.

Im Assemblierungsprozess von Desmin wurden vor allem zwei Zeitpunkte beobachtet:
Erstens der Zustand der Desmin-Molekiile im DP-Puffer. Wie in Abschnitt [[.1.2] be-
schrieben, liegt das rekombinante Desmin zunachst denaturiert in einem ureahaltigem-

Puffer vor und wird schrittweise in den DP-Puffer dialysiert. Dieser Zustand wird im

25



3 Ergebnisse

Folgenden einfachheitshalber vor der Assemblierung® bzw. ,im DP-Puffer genannt.
Zweitens ,nach der Assemblierung”, d.h. nach Zugabe von Assemblierungspuffer wird
das Desmin eine Stunde bei 37°C inkubiert und dann abgebildet.

Zunéchst erfolgt eine Zuordnung der Begriffe, die zur Beschreibung der gefundenen

Strukturen herangezogen werden:
Tetramer Schr flache Fasern (s. Abb. [3.6(a))).

Protofilament Filamentstrukturen mit perlenkettenartiger Form und einem Saum aus

flachen Fasern (s. Abb. [3.6(b)) [

Filament Generell Filamente mit lockerer Struktur (s. Abb. [3.6(c)|). Spezifische Struk-

turen werden spater erortert.

filamentose Aggregate Eine Zusammenlagerung bzw. Aggregation von Filamenten

(lat. aggregare: hinzunehmen, ansammeln).

Die eingefiihrten Begriffe Tetramer, Protofilament und Filament beinhalten bereits die

Interpretation der gefundenen Strukturen, daher wird auf diese spéter genauer einge-

4_-

(a) Tetramer (b) Protofilament ) Filament

gangen.

Abbildung 3.6: Beispielbilder zur Verdeutlichung der Struktur.

3.3.1 Strukturuntersuchungen des Desmin Wildtyps und der

Mutanten vor der Assemblierung

Die Abbildung [3.7 auf Seite 29] zeigt die zwei charakteristischen Strukturen des Desmin

WT. Einerseits flexible, sehr flache Fasern und andererseits kurze Filamente, die in ihrer

I'Der Ausdruck Protofilament in der Literatur verwendet, um z.B. eine bestimmte Assemblierungsstufe
von Lamin zu beschreiben. In dieser Arbeit wird der Begriff Protofilament benutzt, um allgemein
eine Vorstufe des ausgereiften Filaments zu beschreiben.
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3.3 Strukturuntersuchungen des Desmin Wildtyps und der Mutanten

Dicke variieren, vergleichbar mit einer Perlenkette. Diese Filamente werden von flachen
Fasern umsaumt. Die Filamente sind zwischen 60 und 200 nm lang und 5 nm hoch.
Es gibt auch kleinere, eher globuldre Strukturen, die einer einzelnen Perle der Kette
entsprechen. Sie haben einen Durchmesser von 35 nm. Da sich die perlenkettenartigen
Filamente sowohl in der inneren Struktur als auch in der maximalen Lange von den spéter
ausgereiften Filamenten unterscheiden, konnen sie an dieser Stelle als Protofilament
interpretiert werden, dies ist eine Vorstufe bzw. Zwischenstufe in der Entwicklung zum
Filament. Die flachen Fasern wiederum entsprechen in ihrer Struktur den beschriebenen
Tetrameren. Sie haben eine mittlere Lange von 51 nm (+12) und einen Durchmesser,

der deutlich unter 1 nm liegt.

Auffallend ist, dass Desmin WTp etwas anders aussieht (s. S. [35]). Es zeigen sich

ebenfalls die Tetramere, statt Protofilamenten gibt es globuldre Strukturen.

Desmin N116S unterscheidet sich kaum vom W'T, aufler das die Fasern der Protofi-

lamente nicht so ausgeprigt sind und sie moglicherweise mehr zur Akkumulation neigen

(s. S.[30).

Bei Desmin N342D sind fast ausschliefilich Tetramere vorhanden (s. S.[31)). Auf diesen
und anderen Scans sind vereinzelt unterschiedliche Aggregate zu sehen, Fasern, aber auch

filamentose Aggregate.

Desmin E114del (s. S. und S13F (s. S.[34) unterscheiden sich deutlich von den
anderen, da keine einzelnen Tetramere vorliegen sondern Protofilamente. Diese sind bei

Desmin E114del im Vergleich zum W'T langer und auch deutlich voneinander isoliert.

Bei Desmin S358T ist die Oberfliche dicht mit Tetrameren belegt, es zeigen sich
ebenfalls Protofilamente (s. S. [33).

Die Beobachtungen zum WT und zu den Mutanter] sind in der Tabelle zusam-

mengefasst.

2Von Desmin R454W sind fiir diesen Untersuchungsschritt keine Daten vorhanden.
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3 Ergebnisse

Tabelle 3.1: Zusammenfassende Beobachtungen zu Desmin WT und Mutanten vor der
Assemblierung (DP-Puffer); v': Merkmal vorhanden; -: Merkmal nicht

28

vorhanden.
Beschreibung | WT | N116S | N342D | E114del | S358T | S13F
Tetramere v v v - v -
Protofilamente v v - v v v
Div. Aggregate - - v - - ,




3.3 Strukturuntersuchungen des Desmin Wildtyps und der Mutanten

Desmin WT

Abbildung 3.7: Desmin WT (vor der Assemblierung) auf Mica; Strukturen: Tetramer

und Protofilament; die Balken im unteren Bild sind 60 nm lang (ref.

Kap.:

3.3.1)).
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3 Ergebnisse

Desmin N116S

_8,0 nm

| 7,0

6,0

[ 10,0 nm
| 9,0

8,0

7,0

Abbildung 3.8: Desmin N116S (vor der Assemblierung) auf Mica; Strukturen: Tetramer
und Protofilament (ref. Kap.:[3.3.1)).

30



3.3 Strukturuntersuchungen des Desmin Wildtyps und der Mutanten

Desmin N342D

[ 10,0 nm

nm

Abbildung 3.9: Desmin N342D (vor der Assemblierung) auf Mica; Strukturen: Tetramer
und diverse Aggregate (ref. Kap.:|3.3.1]).
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3 Ergebnisse

Desmin El14del

Abbildung 3.10: Desmin E114del (vor der Assemblierung) auf Mica; Strukturen: Proto-
filament (ref. Kap.: |3.3.1)).
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3.3 Strukturuntersuchungen des Desmin Wildtyps und der Mutanten

Desmin S358T

[ 10,0 nm

nm

Abbildung 3.11: Desmin S358T (vor der Assemblierung) auf Mica; Strukturen: Tetramer

und Protofilament (ref. Kap.:

3.3.1)).
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3 Ergebnisse

Desmin S13F

Abbildung 3.12: Desmin S13F (vor der Assemblierung) auf Mica; Strukturen: Protofila-
ment (ref. Kap.: [3.3.1)).
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3.3 Strukturuntersuchungen des Desmin Wildtyps und der Mutanten

Desmin WTp

_5,0 nm

nm

Abbildung 3.13: Desmin WTp (vor der Assemblierung) auf Mica; Strukturen: Tetramer

und globulare Struktur (ref. Kap.:

3.3.1).
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3 Ergebnisse

3.3.2 Strukturuntersuchungen des Desmin Wildtyps und der

Mutanten nach der Assemblierung

Desmin WT (s. S. |38 {f) assembliert zu Filamenten unterschiedlicher Lénge (etwa 0,1 bis
1,2 pm). Die sichtbare Biegung der Filamente deutet auf Flexibilitdat hin. Am Filamen-
tende bilden sich oftmals Knauele, hier kann nicht unterschieden werden, ob es sich um
Anlagerung von kleineren Strukturen oder um ein einzelnes, gewundenes Filament han-
delt. Die Filamente akkumulieren so stark miteinander, das sich filamentose Aggregate
bilden. Die Oberflichenstruktur der Filamente erscheint heterogen. In Abbildung
(unten) besitzt das Filament eine rechtsgangige Windung. Diese Helixstruktur wurde
mehrfach in variabler Auspragung beobachtet. Zudem gibt es Filamente mit einer sehr
lockeren faserigen Struktur (s. Abb. (oben)) und Filamente mit eher granularer
Oberflache (s. Abb. (unten)). Des Weiteren gibt es kurze Filamente mit kompak-
tem Kern umringt von Fransen (s. Abb. , diese sind den Protofilamenten &hnlich,
die im DP-Puffer vorliegen (vgl. Abschn. [3.3.1). Freie, einzelne Tetramere, wie sie im

DP-Puffer vorlagen, sind hier nur vereinzelt bis gar nicht zu finden.

In Abbildung ist beispielhaft ein Profilschnitt durch ein Filament zu sehen. Inner-
halb eines Filaments schwankt der Durchmesser extrem, daher wurden die Profilschnitte
entlang des Filaments gelegt. Um die Hohe bestimmen zu kénnen, wurde erganzend ein
Profilschnitt durch den Untergrund gemacht. Der Durchmesser entlang des Filaments
schwankt zwischen 1 nm und 3 nm, der mittlere Filamentdurchmesser betréagt 2 nm.

Desmin R454W zeigt im Vergleich zum WT keine offensichtlichen Unterschiede (s.
S. . Es gibt ebenso Filamente unterschiedlicher Lange, mit Rechtshéndigkeit und
filamentose Aggregate.

Die nachfolgenden Mutanten bilden keine Filamente. Trotzdem lassen sich noch einige
Unterschiede zwischen den Mutanten und dem Zustand der Mutanten vor und nach der

Inkubation im Assemblierungspuffer feststellen.

Der Ubersichtsscan von Desmin N116S zeigt vorwiegend filamentose Aggregate (s.

Abb. .3.2] S.[42). Abbildung (rechts) zeigt ein filamentoses Aggregat und (links)
ein Protofilament. Vereinzelt sind Tetramere vorhanden, aber deutlich weniger als vor

der Assemblierung (vgl. Abb.[3.8] S. [30).

Beim Desmin N342D ist die Abweichung von der WT-Struktur am gravierendsten
(s. S. . Es existieren keine Filamente, nur einige wenige filamentose Aggregate. Eine
Besonderheit ist in sehr kleinen Strukturen zu sehen, die die gesamte Oberflache bede-
cken. In der VergroBerung in Abbildung (links) zeigen sich hauptsachlich globulare
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3.3 Strukturuntersuchungen des Desmin Wildtyps und der Mutanten

Strukturen, einige konnten aber auch Fasern und damit Tetramere sein.

Das auffalligste Merkmal des Desmin E114del ist das homogene Erscheinungsbild
(s. S.[44). Es gibt ausschlieBlich Protofilamente. Im Unterschied zu Desmin N116S sind
diese Filamente weder akkumuliert noch gibt es filamentose Aggregate. Im Vergleich
zum Zustand vor der Assemblierung erscheint die Struktur identisch (vgl. S. B2).

Desmin S358T formt ebenfalls Protofilamente (s. S. [45). Die Oberflache ist dicht be-
legt mit Tetrameren, wie es auch im DP-Puffer der Fall war. Die Protofilamente scheinen
in der Tendenz etwas langer und akkumulierter zu sein. Im DP-Puffer lagen sie zumeist

isoliert, hier bilden sie eher filamentose Aggregate.

Vergleichbar mit Desmin S358T ist Desmin S13F (s. S.[46]). Die Protofilamente sind
tendenziell akkumulierter als im DP-Puffer (vgl. S.[34)). Ebenso wie im DP-Puffer, liegen

keine Tetramere vor.

Alle Beobachtungen zum Desmin WT und den Mutanten sind in Tabelle zusam-

mengefasst.

Tabelle 3.2: Zusammenfassende Beobachtungen zum Desmin WT und den Mutanten.
Das Desmin wurde 1 h bei 37°C im Assemblierungspuffer inkubiert. Klam-
mern: eingeschrianktes Merkmal (siehe Text); v': Merkmal vorhanden; -:
Merkmal nicht vorhanden.

Beschreibung | WT | R454W | N116S | N342D | Ell4del | S358T | S13F
Tetramere - - (V') (V') - v -
Protofilamente (V') - v - v v v
Filamente v v - - - - -
ilglzggzse V|V v v . v oo
Div. Aggregate - - - v - - -

Der Desmin WTp bildet lockere Filamente (s. S. 47| f). Im Vergleich zu den Desmin
WT-Filamenten auf Seite 3§ ff. erscheint der WTp etwas linearer und weniger akku-
muliert. Die Struktur der Filamente ist sehr faserig, aber vergleichbar mit dem anderen
WT. Auffilligster Unterschied sind globuldre Strukturen, die innerhalb des Filaments
hervorstechen. Ferner liegen einige freie Tetramere vor, Protofilamente konnten nicht

gefunden werden.
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3 Ergebnisse

Desmin WT

10,0 nm
9,0

8,0

7,0

4,0 nm

Abbildung 3.14: Desmin WT (1 h bei 37°C assembliert) auf Mica; oben: 10 um Scan,
Strukturen: Filamente und filamentose Aggregate; unten: 1 um Scan,
38 Struktur: Filament; Ausschnitt links: 100- 150 nm, der Winkel der Dre-
hung zur Filamentachse betragt etwa 44° (ref. Kap.: [3.3.2)).




3.3 Strukturuntersuchungen des Desmin Wildtyps und der Mutanten
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Abbildung 3.15: Desmin WT (1 h bei 37°C assembliert) auf Mica (ref. Kap.: [3.3.2)).
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3 Ergebnisse

_6,0 nm

Abbildung 3.16: Desmin WT (1 h bei 37°C assembliert) auf Mica; Strukturen: Filament
und Protofilament-&hnlich (ref. Kap.: (3.3.2).
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Abbildung 3.17: @ Desmin WT mit Profilschnitten; Profilschnitte in @ entsprechen
den Graphen gleicher Farbe in @; @: in rot lineare Fits durch den
Untergrund und das Filament, die Distanz 2 nm entspricht der mittleren
Hohe des Filaments. Der Filamentdurchmesser schwankt deutlich und

liegt zwischen 1 nm und 3 nm.
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3.3 Strukturuntersuchungen des Desmin Wildtyps und der Mutanten

Desmin R454W

_8,0 nm

nm

Abbildung 3.18: Desmin R454W (1 h bei 37°C assembliert) auf Mica; Strukturen: Fila-

mente und filamentoses Aggregat; oben: 5 um Scan, Ausschnitt: 22 nm

Hohenskalierung; unten: 1 pm Scan (ref. Kap.:|3.3.2]).
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Desmin N116S

14,0 nm

10,0

Abbildung 3.19: Desmin N116S (1 h bei 37°C assembliert) auf Mica; Strukturen: filamen-

tose Aggregate und Protofilamente; unten links: Protofilament; unten

rechts: filamentoses Aggregat (ref. Kap.: [3.3.2)).
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3.3 Strukturuntersuchungen des Desmin Wildtyps und der Mutanten

Desmin N342D

12,0 nm
10,0

Abbildung 3.20: Desmin N342D (1 h bei 37°C assembliert) auf Mica; unten links: globu-

lare, Tetramer-dhnliche Struktur; unten rechts: filamentoses Aggregat

(ref. Kap.:

3.3.2)).
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3 Ergebnisse

Desmin El14del

Abbildung 3.21: Desmin E114del (1 h bei 37°C assembliert) auf Mica; Strukturen: Pro-
tofilamente (ref. Kap.:|3.3.2).
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3.3 Strukturuntersuchungen des Desmin Wildtyps und der Mutanten

Desmin S358T

Abbildung 3.22: Desmin S358T (1 h bei 37°C assembliert) auf Mica; Strukturen: Tetra-

mere, Protofilamente und filamentose Aggregate (ref. Kap.:

3.3.2).
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Desmin S13F

[ 15,0 nm
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| 9,0

8,0

7,0

Abbildung 3.23: Desmin S13F (1 h bei 37°C assembliert) auf Mica; Strukturen: Protofi-
lamente und filamentose Aggregate (ref. Kap.: [3.3.2)).
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3.3 Strukturuntersuchungen des Desmin Wildtyps und der Mutanten

Desmin W1p

Abbildung 3.24: Desmin WTp (1 h bei 37°C assembliert) auf Mica; Strukturen: Tetra-

mere und Filamente (ref. Kap.:

3.3.2)).
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.25: Desmin WTp (1 h bei 37°C assembliert) auf Mica; (ref. Kap.: [3.3.2)).
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3.4 Einfluss der Assemblierungszeit
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Abbildung 3.26: Desmin WT wenige Sekunden nach Zugabe von Assemblierungspuffer.

3.4 Einfluss der Assemblierungszeit

3.4.1 Desmin WT

Der Desmin WT wurde in verschiedenen Assemblierungsphasen beobachtet, um einen
besseren Einblick in den Assemblierungsprozefl zu erhalten.

Die Strukturen, wie sie im DP-Puffer vorliegen, wurden bereits in Kapitel (S.
gezeigt. Vorwiegend wurden gleichmafBig verteilte Tetramere, aber auch Protofilamente
beobachtet.

Wird der Desmin-Losung Assemblierungspuffer zugegeben und nach wenigen Sekun-
den auf der Micaoberfliche immobilisiert, akkumulieren die Tetramere (s. Abb. [3.26).
Zehn Minuten nach Zugabe von Assemblierungspuffer und anschliefender Immobilisie-
rung, konnen fast keine Tetramere mehr beobachtet werden. Es liegen vorwiegend die
Protofilamente vor (s. Abb. [3.27).

Nach einer Stunde Assemblierungszeit bei 37°C haben sich lange, lockere Filamente
gebildet (vgl. Kap. [3.3.2] S.[3§ ff). Im letzten Schritt wurde diese Desmin-Lésung vier
Tage im Kiihlschrank bei etwa 1°C gelagert und anschlieBend nochmals untersucht. Das
Ergebnis zeigt die Abbildung [3.28| auf Seite [5I] Die Assemblierung scheint innerhalb der

vier Tage noch weiter vorangeschritten zu sein. Es haben sich grofle Agglomerate aus
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_6,5 nm

| 5,5
| 5,0

| 4,5

Abbildung 3.27: Desmin WT 10 Minuten bei RT nach Zugabe von Assemblierungspuffer.

langen Filamenten gebildet, eine innere Struktur der Filamente ist nicht erkennbar.
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3.4 Einfluss der Assemblierungszeit

_40,0 nm
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0,0

[ 20,0 nm
| 18,0

| 16,0

Abbildung 3.28: Desmin WT 1 h bei 37°C und 4 Tage bei 1°C im Assemblierungspuffer
inkubiert, dann auf APTES-Mica abgebildet.
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3 Ergebnisse

3.4.2 Desmin S13F

Die Mutante S13F wurde ebenfalls, wie der WT, vier Tage im Assemblierungspuffer bei
1°C inkubiert und anschlieflend untersucht (s. Abb.[3.29). Bei S13F ist kein Unterschied
zwischen einer Stunde (vgl. S. und vier Tagen Inkubationszeit erkennbar.

[ 10,0 nm
9,0

8,0

7,0

Abbildung 3.29: Desmin S13F 1 h bei 37°C und 4 Tage bei 1°C im Assemblierungspuffer
inkubiert, dann auf Mica abgebildet.

3.5 Desmin transfizierte Zellen

Zeitgleich zu dieser Arbeit wurden von Herrn Andreas Brodehl (Herz- und Diabeteszen-
trum NRW, Bad Oeynhausen) Zelltransfektionsstudien durchgefiihrt.

Die Desmin WT und Desmin R454W tranfizierten Zellen zeigten cytoplasmatische
filamentose Netzwerke. Eine Transfektion mit Desmin S13F und Desmin S358T fiihrte
ebenfalls zu filamentosen Netzwerken mit variabler Gestalt. Bei Desmin N342D, N116S

und Ell14del wurden cytoplasmatische Aggregate mit einer breiten Groflenverteilung

beobachtet (s. Abb. [3.30)).

52



3.5 Desmin transfizierte Zellen

(b) R454W (c) N1168S

(d) N342D (f) S358T

(g) S13F

Abbildung 3.30: Fluoreszenzaufnahmen von SW-13-Zellen. Desmin wurde mit eYFP

(enhanced yellow flourescence protein) gelabelt und der Zellkern mit

DAPI (4’,6-Diamidin-2-phenylindol) eingefirbt; [(a)] [(b)] und [(g)}
cytoplasmatische filamentose Netzwerke; [(¢)], [(d)] und [(e)} cytoplasma-
tische Aggregate.
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4 Diskussion

4.1 Desmin Assemblierung

Die Untersuchungen vom Desmin im DP-Puffer geben einen Einblick in ein frithes As-
semblierungsstadium. Der von [Herrmann und Aebi sowie Kirmse beschriebene Tetramer-
Status konnte in dieser Arbeit nur zum Teil bestétigt werden. Es ist zu beobachten, dass
der Desmin WT Fasern mit einer durchschnittlichen Lange von 51 nm (£12) und einem
Durchmesser deutlich unter 1 nm entwickelt. Diese Lange lasst vermuten, dass es sich
um Tetramere handelt, da sich diese aus zwei antiparallel versetzten Dimeren (~45 nm)
zusammensetzen. Aufgrund der leichten Variationen in den Faserlingen konnte es sich
ebenfalls um eine Mischung aus Dimeren, Tetrameren und/oder Oligomeren handeln.

In diesem frithen Assemblierungsstatus liegt eine weitere Struktur vor: Perlenketten-
artige Filamente mit einem Saum aus Fasern. Sie haben eine Dicke von etwa 5 nm und
eine Lange von 60 bis 200 nm. Bei den 60 nm langen Filamenten konnte es sich um ULFs
handeln, die langeren Filamente konnten aus mehreren longitudinal verbundenen ULFs
bestehen. Daher sind sie als Vorstufe zum Filament zu verstehen und werden deshalb in
dieser Arbeit als Protofilament bezeichnet.

Im néchsten Assemblierungsschritt akkumulieren die Tetramere bei Zugabe von As-
semblierungspuffer. Nach zehn Minuten Assemblierungszeit liegen vorwiegend Protofila-
mente vor. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Tetramere zunéchst zu Protofilamenten
assemblieren. Durch die Zugabe von Salz kann die elektrostatische AbstoBung zwischen
den Tetrameren abgeschirmt (Gegenionen) und somit die Loslichkeit im Puffer verrin-
gert werden. Wie weit der Assemblierungsprozess wahrend der Dialyse voranschreitet
konnte demzufolge empfindlich von der Ionenstéirke im Puffer abhédngen und somit das
leicht unterschiedliche Erscheinungsbild zum Desmin W7Tp und anderen, wo vorwiegend
Tetramere nach der Dialyse vorliegen, erklaren.

Nach einer Stunde Assemblierungszeit bei 37°C haben sich ausgedehnte Filamente
(bis etwa 1,2 um) gebildet. Die Struktur dieser Filamente unterscheidet sich gravierend

von der Struktur der Protofilamente. Der auffilligste Unterschied besteht im geringeren
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4.2 Vergleich Desmin W'T' und Mutanten

Durchmesser der Filamente im Vergleich zum Protofilament. Diese ,radiale Kompak-
tierung® mit fortschreitender Assemblierung wurde ebenfalls von [Harald Herrmann u. a.
sowie [Stromer u. a. beobachtet, somit erfolgt eine Bestéitigung des allgemein akzeptierten
Assemblierungsmodells. Ferner konnte eine Rechtshéndigkeit und ein variabler Durch-
messer entlang des Filaments beobachtet werden. Auch diese wurden bereits von [N.
Miicke u.a.| bei Desmin sowie von |Herrmann und Aebi| bei Vimentin festgestellt. Die
verdnderte Struktur und die radiale Kompaktierung wéhrend der Assemblierung von
Protofilament (~5 nm) zu Filament (~2 nm) deuten darauf hin, dass sich die Tetramere
innerhalb des Filaments deutlich neu ordnen.

Der Durchmesser von IF liegt in der Literatur bei ~10 nm. Dieser unterscheidet sich
wesentlich von dem in dieser Arbeit gefundenen. Da die meisten Messungen mit EM (~9-
15 nm) und in seltenen Féllen mit AFM in Fliissigkeit (~4.5 nm (Kreplak u. a., [2008]))
durchgefiithrt wurden, ist die Differenz auf die Probenpraparation zurtickzufiihren.

Nach vier Tagen Assemblierungszeit haben sich grofe, filamentose Aggregate/Netz-
werke gebildet. Zwar konnen keine einzelnen Filamente ausgemacht werden, doch die

Assemblierung zu langeren Filamenten scheint weiter vorangeschritten zu sein.

4.2 Vergleich Desmin WT und Mutanten

Die einzige Mutante, die WT-typische Filamente formt, ist Desmin R454W. Die Beob-
achtung von Bar u.a., dass Desmin R454W nicht so lange Filamente bilden kann wie
der WT, konnte nicht nachvollzogen werden. Die Filamentldngen von Desmin R454W
nach einer Stunde Assemblierung sind vergleichbar mit denen des Desmin WT. Das
die Mutation R454W keinen Einfluss auf die in vitro Assemblierung hat, passt mit den
Untersuchungen von Kaufmann u. a. zusammen. Diese stellten kein verdndertes Assemb-
lierungsverhalten bei modifiziertem Desmin, welchem die letzten 27 AS der TaiFDoméne
fehlen, fest. Dies lasst vermuten, dass sie fiir die in vitro Assemblierung nicht notwen-
dig sind. Das beobachtete Ergebnis stimmt ebenfalls mit den Zelltransfektionsstudien
iiberein, die keine Unterschiede zum W'T zeigen.

Desmin N116S weist im DP-Puffer keinen Unterschied zum W'T auf. Es existieren
sowohl Tetramere als auch Protofilamente. Nach einer Stunde Assemblierung liegen Pro-
tofilamente vor, die grofitenteils zu filamentosen Aggregaten akkumuliert sind. Da keine
ausgedehnten Filamente vorliegen, scheint die Assemblierung durch die Mutation gestort
zu sein. Ferner liegen nur vereinzelt Tetramere vor, dies ldsst vermuten, dass die Assem-

blierung nach der Bildung von ULFs bzw. Protofilamenten beeintrachtigt ist. Dieses Er-
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4 Diskussion

gebnis wird durch Zelltransfektionsstudien gestiitzt, in denen ausschliefllich aggregiertes
Desmin beobachtet wurde.

Vor der Assemblierung liegen bei Desmin N342D Tetramere und Aggregate vor. Nach
einer Stunde Assemblierung sind Aggregate und kleine Strukturen zu beobachten. Die
Grofle der Strukturen ahnelt der von Tetrameren, die Struktur selbst ist jedoch eher
globular. Eine Assemblierung zu Protofilamenten oder Filamenten erfolgt nicht. Auf
Grund der globuldren Strukturen wird vermutet, dass die Assemblierung in einem sehr
frithen Stadium gestort ist. Ferner zeigen die Zelltransfektionsstudien cytoplasmatische
Aggregation von Desmin N342D, dies bestétigt die Ergebnisse.

Desmin E114del und Desmin S13F bilden dhnliche Strukturen. Sowohl vor als auch
nach der Assemblierung liegen ausschliefSlich Protofilamente vor. Bei beiden ist die As-
semblierung zu ausgedehnten Filamenten beeintrichtigt. Besonders deutlich wird dies
bei der langeren Assemblierungszeit von Desmin S13F: Nach vier Tagen Inkubation
im Assemblierungspuffer liegen unverdndert ausschlieflich Protofilamente vor. Die Zell-
transfektionsstudien bestitigen, dass Desmin E114del keine Filamente ausbildet. Kon-
trar bildet Desmin S13F in der Zelle cytoplasmatische Filamente. Dieser Unterschied
zwischen in vitro und in vivo deutet darauf hin, dass eine direkte Ubertragung der in
vitro Beobachtungen auf die Verhéltnisse in der Zelle nicht moglich ist und nur eine
Kombination aus mehreren Untersuchungsmethoden Aufschluss tiber die tatséchlichen
Verhéltnisse geben kann. Eine mogliche Erkléarung fiir die Diskrepanz ist die Existenz
von Kofaktoren, die in der Zelle die Assemblierung stabilisieren, beispielsweise Hitze-
schockproteine.

Bei der Variation S358T scheint die Assemblierung insgesamt gestort zu sein. Desmin
S358T bildet zwar Protofilamente, aber es liegen nach einer Stunde Assemblierungszeit
immer noch sehr viele Tetramere vor. Die Zellen, die mit dieser Variante transfiziert
wurden, bilden ein filamentdses Netzwerk. Ahnlich zu Desmin S13F weichen in vitro

und in vivo Assemblierung voneinander ab.

4.3 Zusammenfassung & Ausblick

Es konnte erfolgreich eine Methode etabliert werden, die es erlaubt, in kurzer Zeit re-
produzierbare Daten von Desmin WT und Mutanten zu erfassen. Mittels AFM wurde
die Struktur von Desmin-Proteinen hochaufgelost untersucht. Auf Basis des allgemein
anerkannten Assemblierungsmodells konnten die gefundenen Strukturen zugeordnet und

benannt werden. Somit war es moglich, die Assemblierungsphase zu bestimmen, bei der
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4.3 Zusammenfassung & Ausblick

die Assemblierung zum Filament durch die Mutation beeinflusst wird.

Mit Hilfe des AFM wurde der Aufbau der Strukturen im Detail erfasst. So lief sich
eine Rechtshéndigkeit der ausgebildeten Filamente und die perlekettenartige Form der
Protofilamente beobachten. Ferner wurden sehr kleine Strukturen, wie Tetramere (<
1 nm), aufgelost.

Die in wvitro Untersuchungen mittels AFM zeigen, dass die Desmin-Mutanten N116S,
N342D, El114del, S13F und die Variante S358T keine ausgedehnten Filamente bilden. Im
Vergleich mit den in vivo Zelltransfektionsstudien wird deutlich, dass die Mutante S13F
und Variation S358T einen untergeordneten Einfluss auf die Filament-Assemblierung
innerhalb der Zelle haben.

Die Mutation N342D aggregiert sowohl in vitro als auch in vivo. Bei heterozygoten
Zelltransfektionsstudien, d.h. die Zellen exprimieren Desmin W'T und N342D, bilden sich
die normalen cytoplasmatischen Netzwerke. Dual-color-PALM (dual color photoactivati-
on localization microscopy) Untersuchungen zeigen, dass sich die Netzwerke aus beiden
Typen zusammensetzen (Brodehl u.a.). Da alle untersuchten Mutationen heterozygot
auftreten, liegt diese ndher an den natiirlichen Bedingungen, wie sie im lebenden Or-
ganismus vorzufinden sind. Es wire interessant, ergénzend die Mischform in wvitro zu
untersuchen.

Die Desmin Mutante R454W weicht sowohl in wvitro als auch in vivo nicht vom WT-
Phéanotyp ab. Um zu bestimmen, in wie weit sich die Filamente in ihrer Elastizitat vom
WT unterscheiden, konnte der nachste Schritt darin bestehen, diese kraftspektroskopisch
zu untersuchen. Kreplak u.a. untersuchte bereits Desmin mittels AFM. Das Filament
wurde mit Hilfe des AFM-Tips bis zum Zerreiflen gedehnt, dabei konnten die lateralen
Kréfte, die am Tip anliegen, gemessen werden.

Ein weiteres spannendes Thema ist die Erforschung der Assemblierung von Interme-
didrfilamenten. Die Methodik, die in dieser Arbeit verwendet wurde, konnte sich da-
fiir eignen, die Assemblierung zu verschiedenen Zeitpunkten zu verfolgen. Durch die
Immobilisierung auf dem Substrat und anschlieBendem Spiilen und trocknen wird der
Assemblierungsprozess sofort gestoppt. Auf diese Weise kénnte sich eine Zeitauflosung
von unter zehn Sekunden realisieren lassen. Ein anderer Ansatz wére es, die Messungen
am AFM in Puffer durchzufiihren. Mit dem entsprechenden Aufbau koénnte die Probe
zusatzlich temperiert werden. So liele sich eventuell die Assemblierung direkt auf der
Probenoberfliche verfolgen. Die Zeitauflosung wére dann von der Scangeschwindigkeit

abhangig.
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Anhang

Inhalt der beigefiigten CD:
e Diplomarbeit im PDF-Format mit Hyperlinks
e AFM-Bilder im JPG-Format

o AFM-Rohdaten
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