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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 KERNHULLE

Der Intrazellularraum eukaryotischer Zellen wird durch die Trennung in zwei Komparti-
mente charakterisiert. Einerseits der Zellkern, der die Erbinformation und die fir die
Transkription relevanten Strukturen enthdlt, und andererseits das Zytoplasma mit
Translationsapparat, Zellorganellen und weiteren Komponenten (Franke et al., 1981).
Innerhalb des Zellkerns liegt die DNA als Chromatin vor (Spagnol et al., 2016). Man un-
terscheidet zwei Chromatin-Strukturen. Es ist entweder als dicht gepacktes Heterochro-
matin organisiert, das nicht transkribiert wird und mit der Kernlamina assoziiert ist, oder
liegt als lockeres, transkriptionsaktives Euchromatin vor. Durch die Kernhiille werden
Vorgange, die innerhalb des Zellkerns stattfinden, raumlich von denjenigen im Zyto-
plasma getrennt (Gant and Wilson, 1997; Gondor and Ohlsson, 2009). Uber die Kern-
poren innerhalb der Kernhiille stehen Nukleoplasma und Zytosol miteinander in Verbin-
dung. Kernporen stellen grofle, komplexe Strukturen dar, welche aus circa 30 unter-
schiedlichen Proteinen zusammengesetzt sind (Alberts, 2012; Roux and Burke, 2007).
lonen, Metabolite und Molekile, die kleiner sind als circa 30 bis 40 kDa kdnnen Uber die
Kernporen ungehindert zwischen Kern und Zytosol hindurchtreten. Makromolekiile und
andere grolRere Partikel werden aktiv transportiert. Der Import erfolgt mithilfe des Kern-
lokalisationssignals (NLS). Durch das nukledre Exportsignal (NES) wird der Export ermog-
licht. AuBerdem sind weitere Faktoren, darunter Importine, Exportine, Rezeptoren und
Adaptoren, an dem Transport beteiligt (Gant and Wilson, 1997; Gorlich, 1998; Guttler
and Gorlich, 2011; Mohr et al., 2009; Weis et al., 1996).

Die Kernhiille setzt sich aus der inneren (INM) und der duReren (ONM) Kernmembran,
der Kernlamina und den Kernporen zusammen (Martinez-Vieyra et al., 2013). ONM und
INM verlaufen in einem Abstand von ungefahr 10 bis 30 nm nahezu parallel zueinander
und werden durch den perinukledren Raum (PNS) voneinander abgegrenzt (Newport

and Forbes, 1987; Watson, 1959).
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Innere und dulRere Kernmembran und das endoplasmatisches Retikulum (ER) bilden ein
durchgehendes Membransystem. Das Lumen des endoplasmatischen Retikulums setzt
sich perinukledr in Form des PNS fort. In ihrer Zusammensetzung dhnelt die dulRere Kern-
membran der Membran des endoplasmatischen Retikulums, mit welcher sie in Verbin-
dung steht. Die Innenseite der inneren Kernmembran wird von einem zweidimensiona-
len Geflecht aus Intermediarfilamenten, welches als Kernlamina bezeichnet wird, aus-
gekleidet und strukturell gestiitzt (Alberts, 2012; Roux and Burke, 2007).

Wahrend der Mitose wird die Kernhdille in ihre Bestandteile zerlegt. Dabei kommt es zur
Depolymerisation und Phosphorylierung der Lamina und zum Zerfall von innerer und
dulRerer Kernmembran und der Kernporen. Damit ein Wiederaufbau der Kernhiille nach
der Mitose moglich ist, missen die Kernmembranen, die Lamina und die Kernporen zu-
rick auf die Chromatinoberflaiche ausgerichtet werden (Gerace and Blobel, 1980;
Miake-Lye and Kirschner, 1985; Newport et al., 1990).

Eine Ubersicht tiber die Organisation der Kernhiille gibt Abbildung 1.
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ABBILDUNG 1: UBERSICHT UBER DIE ORGANISATION DER KERNHULLE

Gezeigt werden die Kernlamina, bestehend aus Lamin-Oligomeren, und einige Proteine der INM und
ONM. Proteine der INM sind der Lamin-B-Rezeptor (LBR), die Lamina-assoziierten Proteine 1 und 2 (LAP1
und LAP2), MAN1, Emerin und Sun1/2. Dabei dient Sun1/2 durch Interaktion mit dem perinukledren Raum
(PNS) als Halteelement fiir Nesprin-2, das in der ONM lokalisiert ist. Die ONM geht in das endoplasmati-
sche Retikulum (ER) Uber. Heterochromatin-Protein-1 (HP1) und barrier to autointegration factor (BAF)
sind an INM-Proteindomanen gekoppelt, die dem Nukleoplasma zugewandt sind, und stellen eine Verbin-
dung zwischen Chromatin und Kernhiille her. Auerdem ist das Chromatin in der Kernlamina verankert
(Roux and Burke, 2007).
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1.2 KERNLAMINA

Lamine sind die Hauptbestandteile der 20 bis 50 nm dicken Kernlamina. Als Intermedi-
arfilament-Proteine vom Typ V zeigen sie einen dreiteiligen Aufbau (siehe Abbildung 2).
Die zentrale alpha-helikale Stabdomane wird von einer kurzen amino-terminalen Kopf-
domane und einer globuldren carboxy-terminalen Schwanzdomane flankiert. Die car-
boxy-terminale Domane umfasst neben dem Kernlokalisierungssignal (NLS) auch eine
Erkennungssequenz fir die Isoprenylierung, die als CaaX-Sequenz bezeichnet wird

(Alberts, 2012; Moir et al., 2000; Roux and Burke, 2007).

head rod tail

ABBILDUNG 2: STRUKTUR VON PRALAMIN A/C

Schematische Darstellung des Prdlamin-Proteins mit den wichtigsten strukturellen Merkmalen und dem
typischen dreigeteilten Aufbau. Man unterscheidet die kurze amino-terminale Kopfdoméne (,,head”), die
zentrale alpha-helikale Stabdomane (,,rod“) und die globulare carboxy-terminale Schwanzdomane (, tail“).
Letztere umfasst neben dem Kernlokalisierungssignal (NLS) auch eine Erkennungssequenz fiir eine Farne-
syltransferase, die als CaaX-Motiv bezeichnet wird (Mattout et al., 2015).

Intermediarfilamente sind seilartige Fasern, die sich aus zahlreichen verdrillten, langen
Strangen zusammensetzen und eine grolRe Zugfestigkeit aufweisen. Sie bestehen aus
langgestreckten fibrilldren Proteinen und ihr Durchmesser liegt bei ungefahr 10 nm
(Alberts, 2012).

Die Unterscheidung von Laminen und zytoplasmatischen Intermediarfilamenten beruht
auf der Lange der Aminosauresequenz, wobei erstere eine um 42 Aminosauren langere
Sequenz aufweisen. Weiterhin tragen die zytoplasmatischen Intermediarfilamente im
Gegensatz zu den Laminen kein Kernlokalisierungssignal. Man differenziert zwischen La-
minen vom Typ A und vom Typ B. B-Typ-Lamine besitzen einen sauren isoelektrischen
Punkt und werden nach der Translation durch Isoprenylierung modifiziert, wobei das

CaaX-Motiv erhalten bleibt. Dadurch wird die Anheftung an die INM selbst und deren
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Proteine wahrend der Interphase erleichtert und wahrend der Mitose aufrechterhalten.
Im Unterschied dazu weisen A-Typ-Lamine einen neutralen isoelektrischen Punkt auf
und verteilen sich als 16sliche Proteine wahrend der Mitose, da das CaaX-Motiv im Rah-
men der Prozessierung proteolytisch abgespalten wird (Gruenbaum et al., 2005;
Monteiro et al., 1994; Stuurman et al., 1998).

Durch alternatives SpleiRen codiert das LMNA-Gen fiir die vier Lamine A, C, AA10 und
C2. LMNBL1 ist der Genort fur das Lamin B1 und LMNB2 codiert fiir die B-Typ-Lamine B2
und B3. Die Lamine B1 und B2 werden ubiquitar exprimiert. Die Expression der Lamine
A und Cbeschrankt sich hauptsachlich auf differenzierte Zellen. Neben der Stiitzfunktion
fur die Kernhille spielen die A-Typ-Lamine eine Rolle bei der Chromatin-Organisation,
der DNA-Replikation und der Regulation der Signallbermittlung (Burke and Stewart,
2006; Wilson, 2000; Wydner et al., 1996).

Die Lamina ist erforderlich fiir die Aufrechterhaltung von GroRe und Form des Zellkerns

und ist vermutlich auch bei der Chromatinorganisation beteiligt (Moir et al., 2000).

1.3 MITOCHONDRIEN

Die Mitochondrien gehéren zu den auffalligsten Organellen im Zytoplasma und zeichnen
sich durch ihre charakteristische Struktur aus. Sie sind in der Regel zylindrisch geformt,
scharf begrenzt und kénnen eine Lange von mehreren Mikrometern erreichen. Teilweise
werden auch verzweigte Mitochondrien beschrieben (Alberts, 2012; Palade, 1952).

In Bezug auf die Mitochondrien-GroRe gibt es nicht nur Unterschiede zwischen einzel-
nen Zellen des gleichen Zelltyps, sondern auch Variationen von einem Mitochondrium
zum anderen (Palade, 1952; Zollinger, 1948).

Mitochondrien werden von zwei unterschiedlichen Membranen umschlossen (Frey and
Mannella, 2000), wobei die innere Membran (IMM) viele Faltungen aufweist, die in das
Innere des Mitochondriums reichen und als Cristae bezeichnet werden. Durch diese
OberflachenvergrofRerung der Innenmembran steht mehr Platz fiir die ATP-Synthese zur

Verfiigung (Alberts, 2012).



Einleitung

Die Cristae verlaufen meist senkrecht zur Mitochondrien-Langsachse und sind weitest-
gehend parallel im gleichen Abstand angeordnet (Palade, 1952).

Die beiden Membranen sind hochspezialisiert und teilen das Mitochondrium in zwei
Kompartimente: ein grofler Innenraum, der Matrix genannt wird, und ein enger Inter-
membranraum (Alberts, 2012). Die Matrix beherbergt Enzyme des Intermediarstoff-
wechsels und zahlreiche mitochondriale DNA-Molekile (mtDNA), die flr einige mito-
chondriale Proteine und die fiir die Translation bendtigten RNAs codieren. Die nukledre
DNA enthalt die genetische Information fiir mehrere hundert weitere Proteine, die im
Mitochondrium bendtigt und nach der Proteinbiosynthese vom Zytosol ins Mitochond-
rium aufgenommen werden (Frey and Mannella, 2000).

In der duReren Mitochondrienmembran (OMM) sind viele Porin-Molekiile zu finden.
Durch diese Transportproteine werden wassergefiillte Kanale durch die Lipiddoppel-
schicht gebildet. Dadurch ist die duRere Membran fiir Molekiile bis 5000 Dalton durch-
lassig und wirkt wie ein Sieb. Die innere Mitochondrienmembran ist weitgehend un-
durchlassig und beherbergt die ATP-Synthase, Proteine der Elektronentransportkette
und viele Transportproteine (Alberts, 2012).

Durch oxidative Phosphorylierung erzeugen Mitochondrien den GroRteil der chemi-
schen Energie fiir die Zelle in Form von ATP und werden deshalb auch Kraftwerke der
Zellen genannt (Alberts, 2012; Andersson et al., 2003; Wallace, 1999). Je nach Energie-
bedarf der Zelle variiert die Mitochondrien-Zahl in den verschiedenen Zelltypen erheb-
lich (Alberts, 2012).

Die Entstehung der Mitochondrien reicht bis ungefahr 1,5 Milliarden Jahre zurlick und
beruht auf der symbiontischen Verbindung zwischen einem glykolytischen Proto-Euka-
ryoten und einem oxidativen Bakterium. Sie wird daher als Endosymbionten-Theorie be-
zeichnet und zeigt sich an verschiedenen Eigenschaften der Mitochondrien. Dazu geho-
ren die Doppelmembran und das kreisférmige mitochondriale Genom mit spezifischem
Transkriptions- und Translationsapparat (Wallace, 1999).

Der schematische Aufbau eines Mitochondriums ist in Abbildung 3 dargestellt.



Einleitung

Intermembrane Outer Cristae
space . membrane
Matrix
Ribosome ATP ey ©
synihase membrane [ ij;,‘r'“
particles Q-
Granule
DMNA
< .
. INTE -
AT O T
i { .._‘I - J |. -F—I'-.\‘\J 'Ieﬂ:.‘-.
5 o P

ABBILDUNG 3: SCHEMATISCHE UBERSICHT EINES MITOCHONDRIUMS
Die Doppelmembran bildet die Abgrenzung des Zellorganells. Zwischen innerer und duRerer Mitochond-
rienmembran liegt der Intermembranraum. Die IMM beherbergt die ATP-Synthase und zeigt viele Faltun-
gen, die in die Matrix ragen und als Cristae bezeichnet werden. In der mitochondrialen Matrix sind Gra-
nula, Ribosomen und die mtDNA zu finden (Frey and Mannella, 2000).

Der Adenin-Nukleotid-Translokator (ANT) der Mitochondrien gehort zu den funktionell
zentralen und charakteristischen Komponenten eukaryotischer Zellen (Klingenberg,
1989). Es handelt sich dabei um ein integrales Membranprotein der inneren Mitochond-
rienmembran, das dem Austausch von ATP und ADP dient und somit den ATP-Vorrat im
Zytoplasma wiederauffiillt. Dabei wird wahrend der oxidativen Phosphorylierung ein
ADP-Molekil in das Mitochondrium aufgenommen und ein ATP-Molekiil in das extrami-
tochondriale Zytoplasma entlassen (Vignais, 1976).

ANT wird von der nukledren DNA codiert, ist aus etwa 300 Aminosduren aufgebaut und
mit einem Anteil von zehn Prozent das haufigste Protein der inneren Mitochondrien-

membran (Fiore et al., 1998; Kaukonen et al., 2000).
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Beim Menschen existieren vier verschiedene ANT-Isoformen, die jeweils von unter-
schiedlichen Genen codiert werden. ANT1 wird Uberwiegend in Zellen der Skelett- und
Herzmuskulatur exprimiert, in denen die oxidative Phosphorylierung eine hohe Aktivitat
zeigt (Gavalda-Navarro et al., 2015; Stepien et al., 1992). Als Marker fiir die Zell-Prolife-
ration wird ANT2 beschrieben, der auRerhalb der Muskulatur in den meisten Gewebe-
typen vorkommt. ANT3 wird ubiquitar exprimiert und ist nur beim Menschen zu finden
(Gavalda-Navarro et al., 2015; Levy et al., 2000). Die Expressionsrate der vierten Isoform,

ANT4, ist im mannlichen Hoden am hochsten (Rodic et al., 2005).

1.4 SKELETTMUSKULATUR

Die Skelettmuskeln dienen der Bewegung der Knochen in den entsprechenden Gelenken
und werden daher in ihrer Gesamtheit als aktiver Bewegungsapparat bezeichnet. Sie
besitzen einen als Ursprung benannten fixen und einen beweglichen Haftpunkt, der An-
satz heildt und sind von einer Faszie umgeben. Die Insertion des Muskels am Knochen
erfolgt Gber die Sehne. Mikroskopisch weist die Skelettmuskulatur eine Querstreifung
auf (Sobotta and Paulsen, 2010). Diese beruht auf der regelmaRigen Anordnung der Ak-
tin- und Myosinfilamente zu Sarkomeren, die aufgrund ihrer Fahigkeit zur Verkiirzung
die kontraktilen Bauelemente der Muskulatur darstellen (Lillmann-Rauch and Asan,
2015).

Hinsichtlich ihrer metabolischen, physiologischen, histochemischen und biochemischen
Eigenschaften unterscheidet man zwei verschiedene Skelettmuskelfasertypen (siehe Ta-

belle 1) (Schiinke et al., 2014).
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TABELLE 1: MUSKELFASERTYPEN DER HALTE- UND BEWEGUNGSMUSKULATUR IM VERGLEICH
(Schiinke et al., 2014)

Haltemuskulatur Bewegungsmuskulatur
e rote Muskulatur; stark durchblutet; o weilRe Muskulatur; wenig durchblu-
gute BlutgefaRversorgung tet; gering kapillarisiert
e (berwiegend langsam zuckende e (iberwiegend schnell zuckende Mus-
Muskelfasern (Typ-I-Fasern) kelfasern (Typ-ll-Fasern)
c e Dauerleistung e schnelle, kurze, kraftvolle Kontraktio-
§ e langsame Ermudung nen
_':: e grolle motorische Einheiten e schnelle Ermiidung
e e viel Myoglobin o kleine motorische Einheiten
.ED e viele Mitochondrien e wenig Myoglobin
e oxidativer (aerober) Stoffwechsel e wenig Mitochondrien
e wenig Glykogen e anaerober Stoffwechsel (Glykolyse)
e Neigung zur Verkirzung; regelma- e viel Glykogen
Rige Dehnung erforderlich e Neigung zur Atrophie; regelmaRige
Kraftigung erforderlich
° Mm. intercostales, Mm. masticatorii, M. tra- | M. biceps brachii, Mm. vastus lateralis et me-
o pezius Pars descendens, Mm. ischiocrurales, | dialis, M. tibialis anterior, M. serratus anterior,
k) M. iliopsoas, Mm. adductores, M. rectus | M. gluteus maximus, M. gastrocnemius
@ femoris, M. soleus

Die Skelettmuskulatur besteht aus Muskelfasern, die durch Fusion einkerniger Myoblas-
ten entstanden sind und bei einem Durchmesser zwischen 40 und 80 um bis zu mehre-
ren Zentimetern an Lange erreichen kénnen. Pro Millimeter Muskelfaserstrecke weisen
diese lang gestreckten, zylindrischen Gebilde circa 50 ovale Kerne auf, die longitudinal
ausgerichtet sind und dicht unter der Plasmamembran, die als Sarkolemm bezeichnet
wird, liegen. Jede Muskelfaser ist von einer Basalmembran umgeben und besteht aus
mehreren Myofibrillen. Diese stellen die Bau- und Funktionseinheit der Muskelfaser dar
und setzen sich aus den Myofilamenten zusammen, welche aus Aktin- und Myosinmo-
lektlen aufgebaut sind (Lillmann-Rauch and Asan, 2015).

Da die Zellkerne der Muskelfaser nicht mehr teilungsfahig sind, werden im Bedarfsfall,
z.B. nach einer Muskelverletzung, teilungsfahige Satellitenzellen aktiviert. Diese prolife-
rieren und differenzieren sich in Myoblasten. Es kommt anschlieBend zur Fusion der My-
oblasten und Ausbildung neuer oder Reparatur geschadigter Myofibrillen (Carvajal

Monroy et al., 2016; Lillmann-Rauch and Asan, 2015; Mauro, 1961).
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Je 200 bis 250 Muskelfasern werden vom Endomysium, der innersten Bindegewebs-
hille, umgeben und zu Priméarblindeln zusammengefasst. Zur Versorgung des Muskels
enthalten diese eine grolRe Anzahl an Kapillaren. Die mittlere Querschnittsflache der Pri-
marbindel betragt 1 mm?. Das Perimysium fasst mehrere Primarbiindel zu Sekundar-
bindeln zusammen. Mit einer Dicke von mehreren Millimetern sind diese mit blolem
Auge sichtbar. Die Gesamtheit aller Sekundirbiindel bilden den Muskel. Uber das Epimy-
sium ist dieser mit der Muskelfaszie verbunden (Schiinke et al., 2014).

Abbildung 4 gibt einen schematischen Uberblick (iber den Aufbau der Skelettmuskula-

tur.

Myefibrille
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ABBILDUNG 4: AUFBAU EINES SKELETTMUSKELS
a: Querschnitt; b: AusschnittvergroBerung (Querschnitt) aus a; c: AusschnittvergroBerung (Langsschnitt)
aus a; d: Aufbau einer Muskelfaser; e: Aufbau einer Myofibrille (Schiinke et al., 2011).



Einleitung

1.5 FACIOSCAPULOHUMERALE MUSKELDYSTROPHIE (FSHD)

1.5.1 EPIDEMIOLOGIE UND KLINIK

Die Erstbeschreibung der autosomal-dominant vererbten Erkrankung im Jahr 1868 geht
auf Duchenne zuriick. Benannt wurde die Krankheit nach Landouzy und Déjérine, die im

Ill

Jahr 1885 erstmals das Adjektiv ,facioscapulohumeral” zur Beschreibung dieser Art der
Muskeldystrophie verwendeten (Lunt and Harper, 1991; Padberg, 2004).

Mit einer Pravalenz von ungefahr 1:20.000 ist die facioscapulohumerale Muskeldystro-
phie (FSHD) nach der Duchenne-Muskeldystrophie und der myotonen Dystrophie
Curschmann-Steinert die dritthaufigste Form der hereditaren Myopathien (Richards et
al., 2012).

Der Beginn der Beschwerdesymptomatik der FSHD ist variabel, wird aber am haufigsten
in der zweiten Lebensdekade beobachtet. Zunachst ist —in unterschiedlich groBem Aus-
mal} — die Muskulatur des Gesichts (,facio”) und der Schultern (,,scapulo”) betroffen,
gefolgt von der Oberarmmuskulatur (,humeral“), der Fulhebermuskulatur und der

Hiftmuskulatur (siehe Abbildung 5). Besonders charakteristisch ist eine Asymmetrie der

Muskelschwachen (Lunt and Harper, 1991; Padberg, 2004; Padberg, 1982).
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ABBILDUNG 5: UBERSICHT UBER DIE BETROFFENEN IMUSKELGRUPPEN BEI FSHD

Die dunkelrot hervorgehobenen Areale zeigen die Muskulatur, die hauptsachlich von der Erkrankung be-
troffen ist. Dazu gehoren Teile der mimischen Muskulatur, die Muskulatur des Schultergirtels und der
Oberarme, die FuRBhebermuskulatur, die Bauchmuskeln und die Muskeln des Huftgirtels. Charakteristi-
sches Merkmal der FSHD ist das asymmetrische Auftreten der Muskelschwéachen (Lek et al., 2015).

Neben der Muskulatur kdnnen auch andere Systeme des Koérpers von der Erkrankung
betroffen sein. Bei vielen Patienten liegen Horstérungen im Hochtonbereich vor. AulRer-
dem treten Verdanderungen der AugengefdRe auf, die in seltenen Fallen Sehstorungen
zur Folge haben (Lunt and Harper, 1991; Padberg, 2004; Padberg, 1982). Vereinzelt kon-
nen sich auch kardiale Symptome zeigen, die sich als atriale Arrhythmien manifestieren.
Der Schweregrad der Erkrankung ist sehr unterschiedlich und reicht von asymptomati-
schen Fallen bis hin zu Patienten, die auf einen Rollstuhl angewiesen sind (Tawil, 2008).
Die Lebenserwartung der Betroffenen ist in der Regel nicht herabgesetzt (Padberg,

2004; Padberg, 1982).
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1.5.2 GENETIK

Man unterscheidet zwei Formen von FSHD. Am haufigsten (> 95 %) wird die Erkrankung
durch einen Gendefekt ausgel6st, der den langen Arm des Chromosoms vier (4q35) be-
trifft (van den Boogaard et al., 2016; Wijmenga et al., 1990; Wijmenga et al., 1991). Bei
einem kleinen Anteil der FSHD-Félle (FSHD2) wird eine Mutation im SMCHD1-Gen auf
Chromosom 18 als kausale Determinante beschrieben (Lemmers et al., 2012).

Bei FSHD kommt es zur teilweisen Deletion des polymorphen Abschnitts D4Z4, der fir
das Protein DUX4 codiert (Gabriels et al., 1999; van Deutekom et al., 1993).

Jede D4Z4-Einheit hat eine GrolRe von 3,3 kb. Bei gesunden Probanden liegt die Lange
des entsprechenden DNA-Abschnitts auf Chromosom vier zwischen 35-38 kb und bis zu
Uber 300 kb, was 11 bis 150 D4Z4-Wiederholungen entspricht. Im Gegensatz dazu wei-
sen FSHD-Patienten ein nur 7 bis 35-38 kb langes DNA-Fragment auf. Dies entspricht 1
bis 10 Wiederholungen von D4Z4 (siehe Abbildung 6) (Cabianca and Gabellini, 2010;

Upadhyaya and Cooper, 2002).

A
DAl Healthy
| anT1 FSHD
C
D 1-10 units

ABBILDUNG 6: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DES BEI FSHD BETROFFENEN GENABSCHNITTES IN VER-

SCHIEDENEN AUSPRAGUNGEN

FSHD wird durch die reduzierte Anzahl an D4Z4-Wiederholungen hervorgerufen. Gesunde tragen 11 bis
150 D4Z4-Einheiten (A), FSHD-Patienten weisen weniger als elf Wiederholungen auf (B). Individuen, de-
nen D4Z4 komplett fehlt, sind gesund, da mindestens eine D4Z4-Einheit fir die Ausbildung der Krankheit
vorhanden sein muss (C). In einigen Fallen fehlen den FSHD-Patienten neben den D4Z4-Einheiten auch die
Gene FRG2 und DUX4c (D). Dies deutet darauf hin, dass diese nicht zur Auspragung der Erkrankung erfor-
derlich sind (Cabianca and Gabellini, 2010).
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Es wurde ein Zusammenhang zwischen dem Ausmal der genetischen Schadigung und
der Schwere der Erkrankung beschrieben. Allgemein scheint es bei ein bis drei D4Z4-
Wiederholungen zu einer schweren Auspragungsform der Erkrankung zu kommen, die
bereits in der Kindheit auftritt. Der GroRteil der typischen FSHD-Patienten weist zwi-
schen vier und sieben D4Z4-Einheiten auf. Acht bis zehn Wiederholungen von D4Z4
scheinen mit einem milderen Krankheitsverlauf einherzugehen und mit einer geringeren
Haufigkeit aufzutreten (Gabellini et al., 2002).

Dadurch, dass bei gesunden Menschen eine gewisse Anzahl an D4Z4-Einheiten vorhan-
den ist, wird die Genexpression auf dem Abschnitt 4935 des Chromosoms vier durch
einen DNA-gebundenen Multiproteinkomplex unterdriickt. Bei FSHD-Patienten sind auf-
grund der Deletion von D4Z4-Wiederholungen weniger Repressor-Komplexe an die DNA
gebunden, was wiederum zu einer verminderten Unterdriickung und damit zu einer er-
hohten Genexpression von 4g35-Genen fiihrt (siehe Abbildung 7). Daraus resultiert eine
Uberexpression, die letztendlich zum Ausbruch und zur Progression der Erkrankung
flhrt (Gabellini et al., 2002). Unter anderem sind dabei die DUX4-Expression und die
myogene Genexpression betroffen. Im Verlauf der Erkrankung kommt es zu einer Un-
terdrickung der Muskelzelldifferenzierung und einer Inhibition der Muskelbildung
(Bosnakovski et al., 2008; Snider et al., 2009).

Da der Genort von ANT1 (siehe 1.3) auch auf Chromosom vier liegt, wird das ANT1-Gen
bei FSHD Uberexprimiert (siehe Abbildung 7), was in einer erhéhten Anzahl von ANT1-
Proteinen in der Muskulatur von FSHD-Patienten resultiert (Gabellini et al., 2002;

Laoudj-Chenivesse et al., 2005).
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ABBILDUNG 7: MODELL FUR DIE ENTSTEHUNG VON FSHD AUF MOLEKULARER EBENE

Beim gesunden Menschen ist eine entsprechende Anzahl an D4Z4-Wiederholungen vorhanden, sodass
die Genexpression auf dem 4q35-Abschnitt von Chromosom vier durch einen DNA-gebundenen Multipro-
teinkomplex unterdriickt wird. FSHD-Patienten weisen aufgrund der Deletion von D4Z4-Wiederholungen
weniger gebundene Repressor-Komplexe auf, was wiederum zu einer verminderten Unterdriickung und
damit zu einer erhéhten Genexpression von 4q35-Genen fiihrt. Die daraus resultierende Uberexpression
bedingt den Ausbruch der Erkrankung und tragt zur Progression von FSHD bei (Gabellini et al., 2002).

1.6 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

FSHD (siehe 1.5.2) und eine andere Form der Muskeldystrophie, die Emery-Dreifuss-
Muskeldystrophie (EDMD) (Bonne et al., 1999), besitzen zwar unterschiedliche geneti-
sche Ursachen, aber phanotypisch finden sich Ahnlichkeiten in der Auspriagung der Er-
krankungen (siehe 1.5.1 und (Emery, 1989)). Da sich bei der EDMD bereits in friiheren
Studien Auffalligkeiten der Kernhiille von erkrankten Myoblasten zeigten (Reichart et
al., 2004; Sabatelli et al., 2001), wird diese bei den FSHD-Myoblasten elektronenmikro-
skopisch untersucht und mit der Kernhiille gesunder Kontrollzellen verglichen.

In anderen Untersuchungen konnten morphologische Veranderungen und Dysfunktio-
nen der Mitochondrien von FSHD-Patienten festgestellt werden (Turki et al., 2012). Ne-
ben der Kernhiille werden daher auch elektronenmikroskopische Untersuchungen der
Mitochondrien von FSHD-Myoblasten und der entsprechenden Kontrolle durchgefiihrt.
Da es sich bei Myoblasten um Primarzellen handelt, die wahrend der Kultivierung alters-
abhangige Strukturveranderungen und Seneszenzprozesse zeigen, muss auf die entspre-
chende Passage der FSHD-Myoblasten und der Kontrollzellen geachtet werden (Schmitz,

2011). Als Passage wird die unterschiedliche Anzahl an Subkultivierungen bezeichnet,
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wobei im Rahmen der Versuche Myoblasten der Passagen 6, 11 und 16 verwendet wer-
den. Hierbei stellt sich die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen der H6he der Passage
und der Haufigkeit des Auftretens von Abweichungen, Besonderheiten oder Unregelma-
Rigkeiten besteht.

Bei FSHD sind unterschiedliche Muskelgruppen betroffen (siehe 1.5.1). Weiterhin
scheint die Schwere der genetischen Schadigung eine Rolle fir die Auspragung der Er-
krankung zu spielen (siehe 1.5.2). Daher werden drei verschiedene Zelllinien fur die Un-
tersuchungen verwendet, die sich hinsichtlich des Patientenalters und -geschlechts, der
Entnahmestelle des Gewebes und der Anzahl an DZ4Z-Wiederholungen unterscheiden.
Es stellt sich die Frage, ob die genannten Faktoren einen Einfluss auf die Morphologie
der untersuchten Myoblasten haben, oder ob keine signifikanten Unterschiede festzu-
stellen sind.

Im Rahmen der Proben-Vorbereitung fiir die Elektronenmikroskopie stehen zwei Fixie-
rungsmethoden zur Verfligung, die hinsichtlich ihrer Eignung und ihrer Vor- und Nach-
teile fiir morphologische Untersuchungen an Myoblasten verglichen werden sollen.
Der Hochdruckgefrierung (engl.: high pressure freezing, HPF) wird in Bezug auf die Qua-
litdt des Strukturerhalts, die bei dieser Art der Fixierung erreicht wird, eine Uberlegen-
heit gegentber allen anderen Verfahren zugeschrieben (Weimer, 2006). HPF und an-
schlieRende Gefriersubstitution (engl.: freeze substitution, FS) stehen daher der konven-
tionellen, chemischen Fixierung und Flacheinbettung von Kulturzellen auf Deckglaschen
gegenuber.

Da bei EDMD in vorangegangenen Untersuchungen (Reichart et al., 2004) auch fluores-
zenzmikroskopisch Veranderungen der erkrankten Zellen auffillig waren, wird neben
den Methoden der Elektronenmikroskopie das Vorliegen und die Verteilung verschiede-
ner Proteine in FSHD-Myoblasten mittels indirekter Immunfluoreszenz untersucht und
mit den Kontrollzellen verglichen. Zur Beurteilung der Kernhiille werden Antikorper ge-
gen Lamin A/C und Nukleoporine eingesetzt. Die Mitochondrien werden mithilfe des
Antikorpers ANT1/2, der an den Adenin-Nukleotid-Translokator (siehe 1.3 und 1.5.2) der

inneren Mitochondrienmembran bindet, untersucht.
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2 MATERIAL UND GERATE

2.1 ZELLLINIEN

TABELLE 2: UBERSICHT UBER DIE VERWENDETEN IMYOBLASTEN
NOA44 ist die Kontrolle zu MO54, NO45 ist die Kontrolle zu MO37 und 19951 ist die Kontrolle zu FSHD10.
Jede Zellline wurde in den Passagen 6, 11 und 16 verwendet und bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.

Humane Myoblasten eines Humane Myoblasten eines
gesunden Menschen FSHD-Patienten
NO44 MO54
NO45 MO37
19951 FSHD10

TABELLE 3: VERWENDETE MYOBLASTEN MIT ANGABE VON ALTER UND GESCHLECHT DER PATIENTEN,
DER ENTNAHMESTELLE DES GEWEBES UND DER ANZAHL AN D4Z4-WIEDERHOLUNGEN

Patient | Alterin | Geschlecht Gewebe D4Z4-Wiederho-
Jahren lungen
NO44 29 mannlich Musculus quadriceps femoris
MO54 25 mannlich Musculus quadriceps femoris 4u
NO45 45 weiblich Musculus quadriceps femoris
MO037 42 weiblich Musculus quadriceps femoris 8u
19951 30 mannlich Musculus deltoideus
FSHD10 30 mannlich Musculus trapezius 5u

Die verwendeten Myoblasten stammen vom Département de Physiologie Clinique du
Centre Hospitalier Régional Universitaire (CHRU) de Montpellier und werden dort nach
dem Protokoll von Marietta Barro und Kollegen in Journal of Cellular and Molecular Me-
dicine (Volume 14) gewonnen (Barro et al., 2010). In der Deklaration No. DC 2008-594
wird die Nutzung und Konservierung menschlicher Muskelbiopsien und davon abgelei-

teter Zellkulturen vom franzosischen Wissenschaftsministerium genehmigt.
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2.2 ZELLKULTURMEDIEN UND -LOSUNGEN

Neue und angebrochene Medium- und Serumflaschen, Puffer, Trypsin und andere Zell-
kulturmedien, fiir die eine Lagerung bei 4 bis 8 °C vorgeschrieben ist, werden im Kihl-
schrank aufbewahrt. Je nach Herstellerangabe erfolgt die Lagerung von anderen Lésun-

gen bei -20 °C oder -80 °C (Schmitz, 2011).

Alle Bestandteile der verwendeten Medien und Losungen wurden — soweit nicht anders

angegeben — von folgenden Firmen bezogen:

e AppliChem GmbH

e CARLROTH®

e gibco® by life technologies™ / Fisher Scientific GmbH

e PALL® Life Sciences

e SIGMA-ALDRICH®, Co. / SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH

17



Material und Gerate

2.3 ANTIKORPER

2.3.1 PRIMARANTIKORPER

TABELLE 4: VERWENDETE PRIMARANTIKORPER FUR DIE IMMUNFLUORESZENZ (IF)

Antikorper Antigen Typ Verdiinnung | Herkunft
IF (in PBS)

ANT1/2 (N-19) ANT1 und ANT2 Ziegen-IgG pur Santa Cruz
von Maus, Ratte polyklonal Biotechnology
und menschlichem
Ursprung

Lamin A/C (E-1) | Lamin A und Lamin | Maus-IgG, 1:50 Santa Cruz
C (human) von monoklonal Biotechnology
Maus, Ratte und
menschlichem Ur-
sprung

Mab414 FXFG-Wiederholun- | Maus-IgG, 1:500 abcam®
gen in Nukleopori- monoklonal discover more
nen

Hoechst DNA Fluoreszenz-Farbstoff | 1:250 SIGMA-ALD-

(zellpermeabler Nuk- RICH®, Co./
leinsdure-Farbstoff) SIGMA-ALDRICH
CHEMIE GmbH
2.3.2 SEKUNDARANTIKORPER
TABELLE 5: VERWENDETE SEKUNDARANTIKORPER FUR DIE IMMUNFLUORESZENZ (IF)

Antikorper Verdiinnung IF (in PBS) | Fluoreszenz Herkunft

Anti-Maus Texas-red 1:100 Rot Dianova

Alexa Fluor® 488 Anti-Ziege | 1:200 Griin Dianova
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2.4 CHEMIKALIEN

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien und Lésungen von folgenden

Firmen bezogen:

e AppliChem GmbH

e CARLROTH®

e CHEMIKALIEN SCHELLER

e Electron Microscopy Sciences

e Merck KGaA

e PanReac AppliChem GmbH

e Plano GmbH

e SCIENCE SEVICES

e SERVA Electrophoresis GmbH

e SIGMA-ALDRICH®, Co. / SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
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2.5 GERATE

TABELLE 6: VERWENDETE GERATE MIT ANGABE DER HERKUNFT

Gerat

Herkunft

Brutschrank (37°C-Inkubator): BINDER C150 E2

BINDER GmbH

Digitalkamera: Samsung PL210

Samsung Electronics GmbH

Gefriersubstitutions- & Tieftemperatureinbettungssystem:
Leica EM AFS2

Leica Microsystems GmbH

Gefriertruhe: Ultra-Low Temperature Freezer Innova® C585

Eppendorf AG / New Brunswick Sci-
entific

Heiz-/Ruhrplatte: HOTPLATE STIRRER MODEL L-81

Labinco BV

Hochdruckgefrieranlage: Leica EM HPM100

Leica Microsystems GmbH

Isopropanol-gefiillte Einfrierbox: NALGENE™ Cryo 1°C Freezing
Container

SIGMA-ALDRICH®, Co. / SIGMA-
ALDRICH CHEMIE GmbH

Kamera am Axiophot: Axio Cam MRm

Carl Zeiss

Kohlebedampfungsgerat: BALZERS UNION MED 010

cerlikon balzers

Kihlschrank Zellkultur: AEG Elektrolux SANTO

Electrolux Hausgerdte GmbH

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank Klasse Il: ESCO Class Il
BSC (Biohazard Safety Cabin) Airstream®

Esco Micro Pte. Ltd.

Mikroskope:
e Leitz Labovert (inverses Phasenkontrastmikroskop)

Leica Microsystems GmbH

e  ZEISS FB/WOp6 4752009901 Carl Zeiss

e  ZEISS FB/WOpS8 (Binokular) 4640029901 Carl Zeiss

e  Photomikroskop Axiophot (Fluoreszenzmikroskop) Carl Zeiss
Prazisionswaage: METTLER TOLEDO PB3002 DeltaRange® Mettler-Toledo GmbH
Reinstwassersystem: Milli-Q® UF PLUS MERCK MilliPORE Merck KGaA
Scanner: EPSON PERFECTION V700 PHOTO EPSON
Transmissionselektronenmikroskop: ZEISS EM 900 Carl Zeiss

Ultramikrotom und -zubehor:
e |Leica EM UC7
e |LeicaM80

Leica Microsystems GmbH
Leica Microsystems GmbH

Warmeschrank/Trockenschrank

Memmert GmbH + Co.KG

Wasserbad Zellkultur: GFL® (Inkubations-/Inaktivierungsbad)

GFL Gesellschaft fiur Labortechnik
GmbH

Zentrifugen:
e Hermle Z400 K
e Hettich Mikroliter Tischzentrifuge

HERMLE Labortechnik GmbH
Andreas Hettich GmbH & Co.KG
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2.6 SOFTWARE

TABELLE 7: VERWENDETE SOFTWARE MIT ANGABE DER HERKUNFT

Software

Herkunft

Bildbearbeitungsprogramm: Fiji Image) 1.51d

Fiji

6.6.1r2b)

Einscan-Programm (EM-Bilder): SilverFast (Epson-SE).8ba (vers.

LaserSoft Imaging AG

Literaturverwaltungssoftware: EndNote™ X7.7

THOMSON REUTERS

Mikroskopsoftware: AxioVision LE64,
Anwendung: AxioVs40x64 V 4.9.1.0

Carl Zeiss Microscopy GmbH

Schreibprogramm: Microsoft® Word 2016

Microsoft Corporation
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3 METHODEN

Die vorliegende Arbeit wurde in der Zentralen Abteilung fiir Elektronenmikroskopie am
Theodor-Boveri-Institut flr Biowissenschaften der Universitat Wiirzburg in der Arbeits-

gruppe von Prof. Dr. Marie-Christine Dabauvalle angefertigt.

3.1 KULTIVIEREN VON HUMANEN ZELLKULTUREN

3.1.1 AUFTAUEN VON KULTURZELLEN

Lésungen:
Myoblastenmedium: 20 % FCS bzw. FBS
0,5% Ultroser G
0,02 % Gentamycin (10 mg/ml)
79,48 % DMEM (1x) + GlutaMAX™-I

alle Angaben in Vol.-%

Zu Beginn werden 7 ml Myoblastenmedium in ein 15 ml Falconréhrchen vorgelegt. Die
in Kryorohrchen eingefrorenen Kulturzellen werden schnellstméglich im Wasserbad bei
37 °C aufgetaut und dem Medium sofort zugesetzt. Ein vorsichtiges Durchmischen dient
der Verhinderung einer DMSO-Vergiftung. DMSO ist ein Gefrierschutzmittel, das im Ein-
friermedium enthalten ist (siehe 3.1.4).

Da sich die intrazelluldare DMSO-Konzentration wahrend des Abkiihlens, Gefrierens und
Auftauens wesentlich dndert, kann es zu irreversiblen Schadigungen der Zellstruktur und
des Zellstoffwechsels kommen (Penninckx et al., 1983). Daher muss bei allen Schritten,
bei denen DMSO zum Einsatz kommt, schnell gearbeitet werden.

AnschlieBend wird fiinf Minuten bei 1000 rpm (Hermle Z 400 K) und 4 °C zentrifugiert.
Um das Zellpellet nicht aufzuwirbeln, werden die Falconréhrchen vorsichtig aus der

Zentrifuge entnommen und transportiert. Nach dem Absaugen des Uberstandes mit
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DMSO wird das Pellet in 5 ml Myoblastenmedium resuspendiert. Medium und gel6stes
Pellet werden komplett aufgenommen und in eine 25-cm?-Kulturflasche, in der bereits
5 ml Medium vorgelegt wurden, Uberfihrt. Die Inkubation erfolgt bei circa 37 °C und

5 % CO, im Brutschrank.

3.1.2 MEDIUMWECHSEL

Die Versorgung der Kulturen mit lebenswichtigen Nahrstoffen erfolgt durch das Zellkul-
turmedium. In Abhdngigkeit von Wachstumsgeschwindigkeit, Metabolismus und Vitali-
tat der Zellen muss in regelmafRigen Abstanden ein Mediumwechsel durchgefiihrt wer-
den. Die im Medium enthaltenen Bestandteile werden einerseits nach einer gewissen
Zeit durch die Zellen verbraucht und sind andererseits bei den im Inkubator herrschen-
den 37 °C nicht unbegrenzt stabil. Weiterhin kommt es durch die im Zellstoffwechsel
anfallenden Abfallprodukte zu einer Ansauerung des Mediums und damit zu einer Ver-

schiebung des pH-Optimums (Schmitz, 2011).

Lésungen:

Myoblastenmedium (siehe 3.1.1)

Das alte Medium wird mittels Glaspipette abgesaugt, ohne den Zellrasen vorher en-
zymatisch von der Unterlage abzulésen oder zu beschaddigen. Anschlielend werden
10 ml auf 37 °C vorgewarmtes neues Myoblastenmedium in die Kulturflasche pipettiert.

Die Inkubation erfolgt bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank (Schmitz, 2011).
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3.1.3 PASSAGIEREN ADHARENTER ZELLEN

Losungen:

e Mpyoblastenmedium (siehe 3.1.1)
e PBS: 0,82 % NaCl

0,02 % KCl

0,02 % KH2PO4

0,09 % Na;HPO,4

in dH,0

alle Angaben in Gew.-%
e Trypsin-Losung: 0,02 % EDTA

0,06 % Trypsin

in PBS

alle Angaben in Gew.-%

Bevor die Zellen umgesetzt werden kdnnen, muss das Zellwachstum unter dem Mikro-
skop beobachtet werden. Hierfiir wird das inverse Phasenkontrastmikroskop Leitz La-
bovert verwendet. Dabei befinden sich die Objektive unter dem Objekttisch. Die Durch-
lichtbeleuchtung ist oberhalb des Objekttisches angebracht (Mulisch et al., 2015).

Ist der Boden der Kulturflasche dicht besiedelt, wird das Medium mit Hilfe von Glaspi-
pette und Sicherheitsschlauch abgesaugt und anschlieRend mit 2 ml vorgewarmtem
PBS gewaschen, um das restliche Medium zu entfernen. Im nachsten Schritt erfolgt die
Zugabe von 1 ml Trypsin, um die adhdrenten Zellen enzymatisch vom Flaschenboden zu
I6sen. Da das Aktivitdtsoptimum dieses proteolytischen Enzyms bei 37 °C liegt, wird es
vor Gebrauch im Wasserbad erwdarmt und anschliefend so lange im Brutschrank inku-
biert, bis sich die Zellen vom Flaschenboden I6sen (Vogel, 1978). Dies kann durch Klop-
fen gegen den Flaschenboden beschleunigt werden.

Die Serinprotease Trypsin entfaltet ihre grofSte Aktivitat bei einer Temperatur von 37 °C

und einem pH-Wert von 7,5 bis 8,5 und katalysiert die hydrolytische Spaltung von Pep-
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tiden und Proteinen. Durch Zugabe von EDTA erfolgt eine Ansduerung der Trypsin-Lo-
sung und damit eine Beschleunigung der Trypsinierung. Als Komplexbildner bindet EDTA
zweiwertige lonen wie Calcium oder Magnesium, die zellbindende Membranproteine
stabilisieren (Schmitz, 2011).

Durch Beobachtung unter dem Umkehrmikroskop wird die Zellablésung kontrolliert. Die
geldsten Zellen bewegen sich mit der Flissigkeit in der Flasche. Nach Zugabe von 9 ml
Myoblastenmedium wird dieses mit dem Trypsin vermischt und die Zellen in das Me-
dium aufgenommen. Durch die Zugabe des serumhaltigen Mediums wird die Enzymre-
aktion gestoppt. Die Zellsuspension wird in vorbereitete Kulturflaschen gegeben. Im

Brutschrank wird bei circa 37 °C und 5 % CO, inkubiert.

3.1.4 EINFRIEREN ADHARENTER ZELLEN

Um Zellmaterial fiir eine spatere Verwendung aufzubewahren, werden die Zellen einge-

froren und in flissigem Stickstoff gelagert (Schmitz, 2011).

Lésungen:

e Mpyoblastenmedium (siehe 3.1.1)

e Einfriermedium: 70 % Kulturmedium (hier: Myoblastenmedium)
20 % FCS bzw. FBS
10 % DMSO
alle Angaben in Vol.-%

e PBS (siehe 3.1.3)

e Trypsinlosung (siehe 3.1.3)

Nach dem Absaugen des Mediums wird mit 2 ml vorgewarmtem PBS gewaschen. Um
die Ablosung der Zellen vom Flaschenboden zu erreichen, wird 1 ml auf 37 °C erwarmtes

Trypsin zugegeben und bei 37 °C im Brutschrank inkubiert (siehe 3.1.3). AnschlieRend
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erfolgt die Zugabe von 4 ml Myoblastenmedium und die Uberfiihrung der Suspension in
ein 15 ml Falconréhrchen. Bei 1000 rpom (Hermle Z 400 K) und 4 °C wird fur 5 Minuten
zentrifugiert.

In der Zwischenzeit erfolgt die Vorbereitung des Einfriermediums. Dieses enthalt unter
anderem das penetrierende Gefrierschutzmittel Dimethylsulfoxid (DMSO).

DMSO ist ein farbloses und fast geruchloses organisches Losungsmittel und bei Raum-
temperatur zelltoxisch (Schmitz, 2011). Durch die Ausbildung von DMSO-Wasser-Kom-
plexen werden beim Gefrieren weniger Eiskristalle ausgebildet, was die mechanischen
Schadigungen der Zellen minimiert (Yu and Quinn, 1994). DMSO dringt schnell in die
Zellen ein und besitzt eine scheinbar allgemeingiiltige Penetrier-Fahigkeit. Es verursacht
Veranderungen in der Elektrolyt-Verteilung der Zellen. Penetrierende Gefrierschutzmit-
tel sind in der Konzentrationshohe, die fir die Schutzwirkung erforderlich ist, zelltoxisch.
UbermiRige osmotische Gradienten, wie sie durch das Einbringen und Entfernen von
Gefrierschutzmitteln verursacht werden, konnen die Zellen schadigen (Meryman, 1971).
Daher muss sowohl beim Einfrieren, als auch beim Auftauen von Kulturzellen schnell
gearbeitet werden.

Nach der Zentrifugation wird der Medium-Uberschuss von den pelletierten Zellen abge-
saugt. Danach wird 1 ml Einfriermedium zu dem Zellpellet gegeben und homogenisiert.
Die Zellsuspension wird in Kryoréhrchen Uberfiihrt. Eine Isopropanol-gefillte Einfrier-
box dient zum langsamen Abkihlen (Abkihlungsrate circa -1 °C pro Minute) der Zellen
bei -80 °C. Am darauffolgenden Tag werden die eingefrorenen Zellen zur Lagerung in

flissigen Stickstoff tiberfiihrt.

Das Auftauen von Kulturzellen (siehe 3.1.1), der Wechsel des Myoblastenmediums
(siehe 3.1.2), das Passagieren adhéarenter Zellen (siehe 3.1.3) und das Einfrieren der My-
oblasten (siehe 3.1.4) werden in modifizierter Form durchgefiihrt nach dem Protokoll

von Sabine Schmitz in Der Experimentator: Zellkultur (3. Auflage) (Schmitz, 2011).
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3.1.5 UMSETZEN AUF DECKGLASCHEN

Um die Myoblasten (siehe 2.1) fiir die Elektronenmikroskopie fixieren, entwassern und
einbetten zu kénnen, missen diese adharent wachsenden Zellen auf Deckgldaschen aus
Glas umgesetzt werden. Diese stellen eine Unterlage dar, die keine Interaktion mit den
Fixantien zeigt und nicht von den verwendeten Losungsmitteln oder Epon angegriffen

wird (Mulisch et al., 2015).

Lésungen:

e Mpyoblastenmedium (siehe 3.1.1)
e PBS (siehe 3.1.3)

e Trypsinlosung (siehe 3.1.3)

Bevor die Zellen umgesetzt werden kdnnen, muss das Zellwachstum unter dem Mikro-
skop beobachtet werden. Ist der Boden der Kulturflasche dicht besiedelt, kann mit dem
Umsetzen begonnen werden.

Pro Zelllinie werden drei Deckglaschen mit der Pinzette aus dem Vorratsgefald entnom-
men und in eine Wellplatte oder Petrischale gelegt. Je nach Verdiinnung wird das ent-
sprechende Volumen an Myoblastenmedium in die Platte oder Schale pipettiert.

Mit Hilfe von Glaspipette und Sicherheitsschlauch wird das alte Medium aus der Kultur-
flasche abgesaugt und anschliefend mit 2 ml vorgewarmtem PBS gewaschen, um das
restliche Medium zu entfernen. Dann erfolgt die Zugabe von 1 ml vorgewarmtem
Trypsin, um die adhdrenten Zellen enzymatisch vom Flaschenboden zu l6sen (siehe
3.1.3). Durch Beobachtung unter dem Umkehrmikroskop wird die Zellablésung kontrol-
liert. Die gel6sten Zellen bewegen sich mit der Fliissigkeit in der Flasche. Nach Zugabe
von 9 ml Myoblastenmedium wird dieses mit dem Trypsin vermischt und die Zellen in
das Medium aufgenommen. Durch die Zugabe des serumhaltigen Mediums wird die En-
zymreaktion gestoppt. Die Zellsuspension wird tropfchenweise auf die vorbereiteten

Deckglaschen Uberfiihrt. AnschlieRend wird geschwenkt, um eine gute Durchmischung
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und Verteilung der Zellen zu gewahrleisten. Mit einer Pinzette werden die Deckglaschen
an den Schalen- bzw. Plattenboden gedriickt und die Lage berpriift. Im Brutschrank

wird bei circa 37 °Cund 5 % CO, inkubiert.

3.1.6 UMSETZEN AUF SAPHIRPLATTCHEN

Losungen:

e Mpyoblastenmedium (siehe 3.1.1)
e PBS (siehe 3.1.3)

e Trypsin-Losung (siehe 3.1.3)

e dH,0

Flr das Hochdruckgefrieren (siehe 3.3) ist aufgrund der verbesserten Warmeleitung (Tse
etal., 1997) die Verwendung von kohlebedampften Saphirplattchen vorgesehen. Hierflr
werden diese zweimal in destilliertem Wasser und einmal in Myoblastenmedium gewa-
schen. Pro Probe wird eine Petrischale mit je zwei Saphiren bestiickt, wobei die kohle-
bedampfte Seite unten liegt. Unter dem Mikroskop muss die Schrift auf den Plattchen
lesbar sein. Nach Vorlage von Myoblastenmedium wird die Zellsuspension (Vorgehen
siehe 3.1.5) aufgetraufelt und anschlieend geschwenkt. Mit einer Pinzette wird die Po-
sition der Saphirplattchen kontrolliert und diese vorsichtig an den Schalenboden ge-
driickt. Die Inkubation erfolgt bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank.

In Abbildung 8 ist eine entsprechend bestiickte und beschriftete Wellplatte gezeigt.
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ABBILDUNG 8: WELLPLATTE MIT SAPHIREN, IMYOBLASTENMEDIUM UND VERSCHIEDENEN IVIYOBLASTEN
Fir das Hochdruckgefrieren (siehe 3.3) vorbereitete Wellplatte mit kohlebedampften Saphiren. Zum vor-
gelegten Myoblastenmedium wird entsprechend der Beschriftung die Zellsuspension aufgetraufelt und
anschlieBend geschwenkt. Nach Kontrolle der Position der Saphire erfolgt die Inkubation im Brutschrank
bei 37 °Cund 5 % CO,.
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3.2 ELEKTRONENMIKROSKOPIE — KONVENTIONELL

Bei der Elektronenmikroskopie werden —im Gegensatz zur Lichtmikroskopie, wo sicht-
bares Licht eingesetzt wird — Elektronen zur Bilderzeugung genutzt. Die Wellenlange und
die Geschwindigkeit der Elektronen bestimmen das Auflésungsvermogen eines Trans-
missionselektronenmikroskops hauptsachlich. Je hoher die Elektronengeschwindigkeit,
desto kleinere Wellenlangen kdnnen erzielt und eine verbesserte Auflosung erreicht
werden. Bei optischen Mikroskopen ist die Auflésung physikalisch durch die Lichtwel-
lenldange auf circa 200 nm begrenzt (Mulisch et al., 2015).

Grundlage fir die Funktionsfahigkeit eines Elektronenmikroskops ist ein Vakuumsystem.
Dieses Vakuum verhindert die Elektronenstreuung oder -absorption an Gasmolekilen
und sorgt dafiir, dass sich die Elektronen ungehindert ausbreiten kénnen. Es dient au-
Rerdem zum Schutz der Probe und verhindert Entladungen im Kathodenbereich.
Voraussetzung fir erfolgreiche TEM-Aufnahmen sind artefaktfreie Proben, die Schicht-
dicken von weniger als 100 nm aufweisen (Mulisch et al., 2015).

Fiir die Untersuchungen an den Myoblasten wird das Transmissionselektronenmikro-
skop ZEISS EM 900 verwendet.

Der GroRteil der zu untersuchenden Proben ist zu grol und/oder zu dick fur die direkte
Betrachtung unter dem Mikroskop. Durch Fixierung —standardmaRig mit Aldehyden und
Osmiumtetroxid —, Entwadsserung, Einbettung, Anfertigung von Ultradiinnschnitten und
Kontrastierung werden die Myoblasten fiir die Verwendung am TEM vorbereitet (Luft,

1961; Mulisch et al., 2015; Pease and Porter, 1981).

3.2.1 CHEMISCHE FIXIERUNG VON KULTURZELLEN

Das Verfahren der Transmissionselektronenmikroskopie eignet sich nicht fiir Lebendma-
terial. Deshalb ist es notwendig, die Praparate im Vorfeld zu fixieren. Unter Erhaltung
der Zellstrukturen in ihrem momentanen, natirlichen Zustand werden dabei die Zell-
funktionen abgetotet. In der Elektronenmikroskopie finden im Normalfall vernetzende

Fixantien Verwendung, weil sich dadurch ein guter Strukturerhalt ergibt. Die Fixierung
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stellt somit einen der wesentlichen Schritte in der Vorbereitung von biologischem Ma-
terial fur elektronenmikroskopische Untersuchungen dar. Als am meisten verbreitete
Fixierungsmethode beruht die chemische Fixierung auf der Wechselwirkung zwischen

chemischen Substanzen und Zellkomponenten (Mulisch et al., 2015).

Lésungen:

e PBS (siehe 3.1.3)
e Cacodylatpuffer 0,05 M in dH,0, pH 7,2

e 2,5 % Glutaraldehyd in Cacodylatpuffer (plus lonen), pH 7,2:

10 % 25%ige Glutardialdehyd-Lésung
5% KCl1M
2,5% MgCl, 0,1 M
25% Cacodylatpuffer 0,2 M
57,5 % dH;0

alle Angaben in Vol.-%
e 2% Osmiumtetroxid: 50% 4%iges OsOq
25% Cacodylatpuffer 0,2 M
25% dH,0
alle Angaben in Vol.-%
e 0,5% (Gew.-%) Uranylacetat in dH,0
e dH,0

Die auf Deckglaschen kultivierten Zellen werden in PBS gewaschen und anschlielRend fir
30 Minuten in eine Wellplatte mit Glutaraldehyd-Losung eingelegt.

Durch die Reaktion von Glutaraldehyd mit Aminogruppen erfolgt innerhalb kurzer Zeit
eine irreversible Quervernetzung der zelluldren Proteine und einiger Lipide. AuRerdem
bewirken Aldehyde die Immobilisation dieser Proteine und Lipide (Hurbain and Sachse,
2011; Mulisch et al., 2015). Die Feinstruktur der Zellen wird durch die Fixierung mit

Glutaraldehyd sehr gut erhalten. Durch wahrend der Reaktion freiwerdende Protonen
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wird der pH-Wert erniedrigt. Zur Vermeidung eines pH-Abfalls wird Glutaraldehyd in ei-
nem Cacodylatpuffer verwendet (Mulisch et al., 2015).

AnschlieBend erfolgt das dreimalige Waschen in 0,05 M Cacodylatpuffer fir jeweils funf
Minuten. Die Deckglaschen werden danach auf eine Parafilm-Glasplatte auf Eis liber-
fuhrt. Es wird 2%iges OsQ,4 auf die Deckglaschen gegeben und fiir circa 60 Minuten ab-
gedeckt inkubiert.

Durch die Reaktion von Osmiumtetroxid mit ungesattigten Fettsauren und Amino- und
Sulfhydrylgruppen anderer Zellkomponenten erfolgt die Stabilisierung von Zellmembra-
nen und Lipiden. In der Elektronenmikroskopie ist 2%iges OsO,4 haufig als zweites Fixans
nach der Glutaraldehyd-Fixierung im Einsatz (Bahr, 1954; Mulisch et al., 2015). Osmium-
tetroxid dient nicht nur der Fixierung, sondern wirkt auch als Kontrastmittel (Baker and
Modern, 1952).

Nach Abtropfen des Osmiums werden die Deckgldaschen kurz in ein Becherglas mit dH,0
eingetaucht. Im folgenden Schritt wird dreimal fir je finf Minuten mit dH,O gewaschen.
Uber Nacht werden die Deckgldschen in 0,5 % Uranylacetat eingelegt und bei 4 °C inku-
biert. Am folgenden Tag schlieBen sich drei Waschschritte mit dH,O fiir je finf Minuten
an.

Durch die Inkubation in Uranylacetat werden die Proben besser sichtbar gemacht und
der Kontrast gesteigert. Es erfolgt eine Fixierung und Stabilisierung von Lipiden und Pro-
teinen, ohne die bei der anschlieBenden Entwasserung einige Membranteile verloren-
gehen wiirden. Zwischen den einzelnen Schritten muss griindlich gewaschen werden,
weil es zu Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Fixantien beziehungsweise Losun-

gen kommen kann (Mulisch et al., 2015; Silva et al., 1971).

Die chemische Fixierung wird durchgefiihrt modifiziert nach dem Protokoll von John J.
Wolosewick und Keith R. Porter in The Journal of Cell Biology (Volume 82) (Wolosewick
and Porter, 1979).

32



Methoden

3.2.2 ENTWASSERUNG

Da die spatere Einbettung mit dem Epoxidharz Epon erfolgt und dieses nicht mit Wasser
mischbar ist, muss der Probe vorher das gesamte enthaltene Wasser entzogen werden.
Um dann die Infiltration des Einbettmediums zu gewahrleisten, wird das in der Probe
enthaltene Wasser stufenweise durch ein organisches Losungsmittel — hier Ethanol —

ersetzt (Hurbain and Sachse, 2011; Mulisch et al., 2015).

Lésungen:

e 100 % (Vol.-%) Propylenoxid
e Epon: Gemisch A DDSA 260,52 g
Glycidether 100 193,44 g
Gemisch B MNA 173,6g
Glycidether 100 192,0¢g

Chemikalie C 2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol

A + B fiir Gebrauch mit C komplettieren

je 10 ml A + B werden 0,2 ml C hinzugegeben

e Ethanol: 50%, 70 %, 90 % EtOH in dH,0
100 % EtOH
alle Angaben in Vol.-%
e Propylenoxid-Epon-Gemisch: 50 % Propylenoxid
50 % Epon A+B+C

alle Angaben in Vol.-%

Die Entwasserung erfolgt durch eine Ethanol-Verdiinnungsreihe mit aufsteigender Kon-
zentration. Dabei werden Lipide aus der Probe extrahiert, was eine Membranschadigung
nach sich zieht und auch extrahierend auf andere Zellbestandteile wirkt. Alle Alkohol-
Stufen werden vorgekihlt verwendet, da Kalte die Lipid-Extraktion verringert (Mulisch

et al.,, 2015).
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Die Inkubation erfolgt nacheinander fiir jeweils flinf Minuten in 50%iger, 70%iger und
90%iger Ethanol-Losung auf Eis.

Durch den Wasserentzug verursachte Schrumpfungen im Gewebe sollen tberall gleich-
maRig erfolgen und das Gewebe soll gleichmaRig durchdrungen werden. Daher wird mit
einer niedrigen Ethanol-Konzentration von 50 % begonnen und diese dann langsam ge-
steigert (Mulisch et al., 2015).

AbschlieBend wird zweimal fir je funf Minuten in 100%iger Ethanol-Losung bei Raum-
temperatur inkubiert.

Dadurch, dass Ethanol nicht vollstandig mit Epon mischbar ist, wird Propylenoxid als In-
termedium verwendet (Hardin et al., 1983; Mulisch et al., 2015). Da dieses Plastik auf-
|6st, kommen fir die Inkubation Glasgefalle zum Einsatz. AuRerdem mussen die Proben
abgedeckt werden, weil sich Propylenoxid sehr schnell verfliichtigt (Hardin et al., 1983).
Es wird zweimal fir jeweils finf Minuten inkubiert. Im nachsten Schritt werden die Deck-
glaschen flr zwei bis vier Stunden in ein Propylenoxid-Epon-Gemisch (1:1) eingelegt, um
ein gleichmaRiges Durchdringen der Probe zu gewahrleisten und die Epon-Infiltration zu
beschleunigen (Luft, 1961; Mulisch et al., 2015). Uber Nacht erfolgt die Inkubation in
reinem Epon. Bei allen Schritten, bei denen Epon verwendet wird, miissen Glasscherben
auf den Boden der Glasschalchen gelegt werden, um eine Ablésung des Epons vom Scha-

lenboden zu gewahrleisten.
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3.2.3 FLACHEINBETTUNG

Losungen:

Epon (siehe 3.2.2)

Die Einbettung der Proben erfolgt mit Eponharz. Die Deckglaschen werden aus dem
Epon vom Vortag entnommen, abgetropft und mit der Probe nach oben auf eine mit
Alufolie umwickelte Glasplatte gelegt. Kleine Gelatinekapseln werden mit frischem Epon
zu dreivierteln gefillt. Zur Protokollierung werden bedruckte oder mit Bleistift beschrif-
tete Zettel in die Kapsel eingelegt. Nach dem vollstandigen Befiillen der Gelatinekapseln
werden diese mit der Offnung nach unten auf die bewachsene Seite der Deckgldschen
aufgesetzt (Mulisch et al., 2015) und angedriickt, wobei die Probe moglichst in der Mitte
liegen sollte. Die Proben werden fiir circa eine Stunde an einen erschiitterungsfreien Ort
gestellt, damit Luftblasen nach oben steigen kénnen. Im Warmeschrank erfolgt bei

60 °C fir mindestens 48 Stunden die Polymerisation.

Die beschriebenen Arbeitsschritte der Entwéasserung (siehe 3.2.2) und der Flacheinbet-
tung (siehe 3.2.3) werden durchgefiihrt modifiziert nach dem Protokoll von John H. Luft

in The Journal of Biophysical and Biochemical Cytology (Volume 9) (Luft, 1961).
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3.3 ELEKTRONENMIKROSKOPIE — HIGH PRESSURE FREEZING (HPF)

3.3.1 KOHLEBEDAMPFUNG VON SAPHIRPLATTCHEN

Als Vorbereitung fir das Hochdruckgefrieren werden zwei Saphirplattchen pro Probe
mit Kohle bedampft. Dies ist erforderlich, um nach den einzelnen Arbeitsschritten und
vor der Einbettung in Epon unterscheiden zu kdnnen, auf welcher Seite der Plattchen
die Zellen gewachsen sind.

Die entsprechende Anzahl an Saphiren wird mit einer Pinzette aus dem Vorratsgefald
entnommen, mit Filterpapier getrocknet und in eine Petrischale lberfihrt. Ein Objekt-
trager wird mit doppelseitigem Klebeband auf dem schwarzen Trager des Kohlebedamp-
fungsgerats befestigt. AnschlieRend werden langliche, schmale Streifen doppelseitigen
Klebebandes zugeschnitten und im Bereich der beiden langen Seiten des Objekttragers
in Randnahe aufgeklebt. Nach Abziehen des Schutzstreifens werden die Saphirplattchen
auf dem Klebeband fixiert. Unter dem Mikroskop erfolgt das Aufbringen der Kupfernetz-
chen, die mit Zahlen und Buchstaben versehen sind, auf die Saphirplattchen. Diese wer-
den mit der matten Seite nach oben aufgelegt, sodass die Schrift spiegelverkehrt er-
scheint. Die Befestigung erfolgt abschlieRend mit einem weiteren dinnen, langlichen
Streifen Klebeband. Hierbei ist darauf zu achten, dass die Netzchen den Saphiren plan
aufliegen. Ansonsten wird durch den Abstand bei der Bedampfung und die Streuung der
Kohle die Schrift unscharf. Zusatzlich wird ein Filterpapier-Sektor zweifach geknickt und
ebenfalls auf dem Objekttrager neben den Saphiren befestigt. Durch die bei der Be-
dampfung entstehenden Farbunterschiede ist dann die Intensitat der Kohleschicht er-
kennbar.

In Abbildung 9 ist die Anordnung von Tisch, Objekttrager, Klebeband, Saphiren, Netz-

chen und geknicktem Filterpapier gezeigt.
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ABBILDUNG 9: KOHLEBEDAMPFEN DER SAPHIRPLATTCHEN
Anordnung von Tisch, Objekttrager, Klebeband, Saphiren, Netzchen und geknicktem Filterpapier vor (A)
und nach (B) der Bedampfung.

Die Reinigung des Kopfes des Kohlebedampfungsgerats erfolgt durch Auspusten mit
Druckluft. Es werden neue und angespitzte Graphitstdabe unter Druck eingespannt und
die Blende geschlossen. Anschlieffend wird der Trager mit den Saphirplattchen in das
Gerat eingelegt, die Glasmanschette gefettet und dicht adaptiert, der Deckel aufgesetzt
und Uberprift, ob die Blende geschlossen ist. Nachdem ein Vakuum von 107° mbar er-
reicht ist, erfolgt das Vorgliihen der Graphitstabe bei geschlossener Blende. Dadurch
werden mogliche Riickstande beseitigt. Wahrenddessen wird das Vakuum ruckartig ab-
gebaut. Sobald das Vakuum nach circa 20 Minuten einen Wert unter 10™* mbar erreicht
hat, wird die Blende gedffnet. Wenn nach circa 60 Minuten ein Vakuumwert von unter
107° mbar angezeigt wird, kann mit der Kohlebedampfung der Saphire begonnen wer-
den. Bei diesem Vorgang wird das Vakuum wieder abgebaut. Es muss dann erneut ab-
gewartet werden, bis ein Wert von unter 107> mbar erreicht ist. Dieser Vorgang wird so
oft wiederholt, bis das Filterpapier bzw. die Saphirplattchen eine ausreichende Graufar-
bung aufweisen. Beim Ausschalten des Gerats ist darauf zu achten, dass das Vakuum
langsam abgebaut wird. Der Deckel kann anschlieBend ge6ffnet und die bedampften

Saphirplattchen entnommen werden.

Die Kohlebedampfung der Saphirplattchen wird durchgefiihrt nach dem Protokoll von
Kent McDonald und Kollegen in Methods in Cell Biology (Volume 96) (McDonald et al.,
2010).
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3.3.2 HOCHDRUCKGEFRIEREN — HIGH PRESSURE FREEZING (HPF)

Der Schmelzpunkt von Wasser liegt bei einem Druck von 2045 bar bei -22 °C und die
minimale Temperatur, bei der eine homogene Nukleation stattfindet, bei -92 °C. Als
Nukleation oder Keimbildung wird der erste Teilprozess, der einen Phaseniibergang ers-
ter Ordnung — in diesem Fall das Gefrieren von Wasser zu Eis — einleitet, bezeichnet.
Dieses physikalische Prinzip stellt die Grundlage der Hochdruckgefrier-Methode dar.
Nukleationsrate und Eiskristallwachstum sind unter den oben genannten Bedingungen
deutlich verringert. Durch den hohen Druck wird die Ausdehnung des Wassers beim Ge-
frieren unterbunden und die Kristallbildung indirekt verhindert (Mulisch et al., 2015;
Weimer, 2006).

Im Gegensatz zur konventionellen Fixierung kann beim Hochdruckgefrieren der Einsatz
guervernetzender Fixiermittel im Anfangsstadium der Proben-Stabilisierung vermieden
werden, was die auBerordentlich gute Konservierung von zelluldren Details ermdglicht
(Monaghan et al., 2003).

Das Hochdruckgefrieren erfolgt im Hochdruckgefriersystem Leica EM HPM100 (siehe
Abbildung 12 A).

Losungen:

e Mpyoblastenmedium (siehe 3.1.1)

e Hexadecen

Zuerst wird eine Feuchtkammer vorbereitet. Dazu wird eine grof3e Plastik-Petrischale
mit einem zugeschnittenen und befeuchteten Whatman-Papier versehen und abge-
deckt. In die Feuchtkammer wird ein Objekttrager gelegt, der zuvor mit zwei Banden 3
vier Lagen Klebeband beklebt wurde. Pro Saphirplattchen wird eine Tragerplatte mit
Einkerbung bendtigt. Diese wird mit den Enden auf die Klebestreifen gelegt, sodass die
Distanz dazwischen Uberbriickt wird und die Offnung der Trigerplatte einen Abstand

zum Objekttrager aufweist (siehe Abbildung 10 C und Abbildung 11 A). Dadurch wird
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verhindert, dass das Myoblastenmedium durch Kapillarkrafte vom Saphir gesaugt wird
(Kaech and Ziegler, 2014).

Die Vorbereitung der Saphire wird in den Kapiteln 3.1.6 und 3.3.1 beschrieben.
Abbildung 10 gibt einen Uberblick tiber den Arbeitsplatz fiir das Hochdruckgefrieren.

ABBILDUNG 10: VORBEREITETER ARBEITSPLATZ FUR HPF

Der Arbeitsplatz wird mit Papiertiichern ausgelegt. A zeigt die Ubersicht: Glaspipetten (links oben); Glas-
Petrischlalen mit Spacer-Ringen bzw. Deckeln (rechts oben); Tragerplatten, Halbschalen und Filterpapier
(links unten), Feuchtkammer mit einem mit Klebeband umwickelten Objekttrager (mittig); Pinzetten,
Handschuhe, AbwurfgefaB, Becherglas mit dH,0 (rechts unten). Im Bildausschnitt B sind die Wellplatte
mit den bewachsenen Saphiren (oben), Filterpapier (links unten), die Feuchtkammer mit Objekttrager und
Tragerplatte (mittig unten) und eine Pinzette (rechts unten) zu sehen. In Cist die Feuchtkammer abgebil-
det. Der Objekttrager ist mit zwei Banden Klebeband umwickelt, sodass die Offnung der Tragerplatte ei-
nen Abstand zu diesem aufweist.

Sobald die Saphire dicht genug mit Zellen bewachsen sind, kann das Hochdruckgefrieren
erfolgen.

Da die Leitungen des Leica EM HPM100 Ethanol fiihren, miissen einige Leerschiisse
durchgefiihrt werden, um dieses zu entfernen. Dies ist notwendig, weil Gberschissiger
Alkohol am Rande der Mittelplatte oder im Bereich des Spacer-Rings gefriert, sodass das
Saphirplattchen nach dem Einfrieren nicht von der Mittelplatte gelést werden kann
ohne beschadigt zu werden (Kaech and Ziegler, 2014).

Das Saphirplattchen wird aus der Petrischale entnommen und mit der bewachsenen
Seite nach oben in die Offnung der Trigerplatte auf die Einkerbung gelegt. Dabei muss
darauf geachtet werden, dass genligend Medium vorhanden ist, sodass die Zellen nicht
austrocknen. Auf das Plattchen wird ein Deckel gelegt. Dieser besitzt auf beiden Seiten
Vertiefungen von 100 um bzw. 200 um. Die 100um-Seite wird in das Warmeleitmedium

Hexadecen (Mulisch et al., 2015) getaucht und auf den Saphir gesetzt. Kurz vorher wird
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das Myoblastenmedium moglichst vollstandig mit einer Glaspipette abgesaugt. Zu-
oberst wird ein 200 um dicker Spacer-Ring auf den Deckel gesetzt, der mit der Oberkante
der Tragerplatte abschlieRt.

In Abbildung 11 ist die Anordnung der einzelnen Bestandteile fiir das Hochdruckgefrie-

ren der Saphire schematisch dargestellt.

A
Tape or other spacer ra 6 mm Sapphire disc with cells
., [Widdle plate with edgel.——7"~__| |
AT I ~ - I 1
C\ |
B /)Petri dish or preparation station
-1
O ---Middle plate with edge
C
200 pm spacer ring-., -8 mm aluminum specimen carrier type A
-~
[Middle plate with edge Do | |
™6 mm Sapphire disc with cells

ABBILDUNG 11: SCHEMAZEICHNUNG DER EINZELNEN KOMPONENTEN, DIE FUR DAS HOCHDRUCKGEFRIE-
REN DER SAPHIRE U.A. ERFORDERLICH SIND

A: Objekttrager (grau) mit zwei Banden Klebeband (griin), Mittelplatte mit Vertiefung und bewachsenes
Saphirplattchen mit Myoblastenmedium in Seitenansicht. Der Abstand zwischen Petrischale und Mittel-
platte verhindert, dass das Myoblastenmedium durch Kapillarkréfte vom Saphir gesaugt wird. B: Ansicht
von oben. C: Seitenansicht der Mittelplatte mit Saphirplattchen, Deckel mit Vertiefungen (100um-Seite
nach unten) und Spacer-Ring (Kaech and Ziegler, 2014).

Da Luftblasen innerhalb der Gefrierkammer als Isolatoren wirken und somit die Kiihlrate
innerhalb der Probe herabsetzen, muss darauf geachtet werden, dass die Kammer kom-
plett vom Warmeleitmedium ausgefiillt wird. AuBerdem kann es unter hohem Druck
zum Kollabieren der Luftblasen kommen, was eine Schadigung der Gefrierkammer und
der Probe hervorruft (Weimer, 2006).

Das Konstrukt aus Tragerplatte, Saphirplattchen, Metalldeckel und Spacer-Ring (siehe

Abbildung 11) wird auf die untere Halbschale gelegt. Die obere Halbschale wird darauf-
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geklappt. Somit entsteht die Patrone, die sowohl als Probenhalter als auch als Gefrier-
kammer dient und in das Hochdruckgefriersystem geschoben wird (siehe Abbildung 12).
AnschlieBend kann der Schuss ausgel6st werden. Dabei wird der fliissige Stickstoff mit
einem Druck von 2100 bar durch den Flusskanal in den Halbschalen an der Probe vor-
beigeschossen.

Dies flihrt zu einer sofortigen Fixierung der Zellen im Bereich von Millisekunden. Durch
diese schnelle Abkiihlung wird das Wasser in einen glasartigen Zustand tberfiihrt und

die Eiskristallbildung vermieden (Bullen et al., 2014).

Upper half cylinder

ABBILDUNG 12: DAS HOCHDRUCKGEFRIERSYSTEM LEIcA EM HPM100 (A) UND DIE SCHEMATISCHE

DARSTELLUNG DER GEFRIER-PATRONE (B)

In A ist die Hochdruckgefrieranlage Leica EM HPM100 mit Arbeitsflache, Binokularmikroskop und Touch-
screen in der Frontansicht gezeigt. B: Schemazeichnung der Gefrierkammer bestehend aus oberer und
unterer Halbschale jeweils mit Einkerbung und Mittelplatte mit Vertiefung fiir die zu gefrierende Probe
(Kaech and Ziegler, 2014).

Nach dem Gefriervorgang fallt die Patrone in einen mit fllissigem Stickstoff gefiillten Be-
halter, der seitlich am Gerat angebracht ist. Im Normalfall werden alle Einzelteile vonei-
nander gelost und liegen frei vor. Es ist darauf zu achten, dass die Deckel von den Sa-
phirplattchen getrennt werden. Ansonsten werden die Zellen nicht von den im weiteren

Verlauf verwendeten Losungen erreicht. Das Saphirplattchen wird aus dem Behilter
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entnommen und mit Hilfe einer Transportbox, die fliissigen Stickstoff enthalt, in des Ge-

friersubstitutions- und Tieftemperatureinbettungssystem Leica EM AFS2 Uberfiihrt.

Das Hochdruckgefrieren der Saphire wird durchgefiihrt nach dem Protokoll von Andres
Kach und Urs Ziegler in Methods in Molecular Biology (Volume 1117) (Kaech and Ziegler,
2014).

3.3.3 GEFRIERSUBSTITUTION — FREEZE SUBSTITUTION (FS)

Die Entwasserung bei tiefen Temperaturen wird als Gefriersubstitution bezeichnet und
in der automatisierten Substitutionsanlage Leica EM AFS2 durchgefiihrt. Bei niedrigen
Temperaturen zwischen -90 und -78 °C wird das gefrorene Wasser gegen ein organi-
sches Losungsmittel — in diesem Fall Aceton — ausgetauscht. Dadurch werden die Zellen
beim Auftauen nicht durch Eiskristallbildung geschadigt. Um die Zellstrukturen zu stabi-
lisieren und den Kontrast zu erhéhen, werden dem Losungsmittel chemische Fixantien

und Kontrastmittel zugesetzt (Weimer, 2006).

Lésungen:

e 0,5% (Vol.-%) Glutaraldehyd in anhydriertem Aceton

e 0,1% (Gew.-%) Tanninsdure in anhydriertem Aceton

e anhydriertes Aceton

e 2 % Osmiumtetroxid in anhydriertem Aceton 50 % 4%iges OsO4
25 % Cacodylatpuffer 0,2 M
25 % anhydriertes Aceton

alle Angaben in Vol.-%
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Nachdem die Saphirplattchen in das vorgekihlte Gefriersubstitutionssystem (berfiihrt
worden sind, werden sie in kleine Plastikzylinder gelegt. Diese stehen in Aluminiumzy-
lindern, die mit der entsprechenden Losung geflillt sind und zwischen den einzelnen Ar-
beitsschritten mit Teflondeckeln abgedeckt werden. Es ist auf eine genaue Dokumenta-
tion zu achten, um eine Verwechselung der Proben auszuschlieBen.

Die Inkubation in 0,5 % Glutaraldehyd und 0,1 % Tanninsaure in anhydriertem Aceton
erfolgt bei -90 °C fir 96 Stunden, wobei die Losung nach ungefahr 24 Stunden einmal
gewechselt wird, um das bereits herausgeldste Wasser zu entfernen.

Glutaraldehyd fungiert hierbei als vernetzendes Fixans, wohingegen die Tanninsaure
beizende Eigenschaften besitzt und so den spateren Kontrast der Membranen erhoht.
Nach Ablauf der 96 Stunden werden die Proben viermal innerhalb von vier Stunden mit
reinem anhydrierten Aceton gewaschen. Somit erfolgt die Entfernung der Substitutions-
[6sung. Die Proben werden anschlieRend in 2 % Osmiumtetroxid in anhydriertem Aceton
flr mindestens 28 Stunden bei -90 °C eingelegt.

Osmium ist ein elektronendichtes Fixiermittel, das eine Quervernetzung von Lipiden be-
wirkt (Weimer, 2006). Da die Reaktion von Osmiumtetroxid bei -70 °C beginnt (White et
al., 1976), erfolgt innerhalb von 14 Stunden eine Temperaturerhohung auf -20 °C. Diese
wird fiir 16 Stunden gehalten bis sich innerhalb weiterer vier Stunden der Temperatur-
anstieg auf 4 °C anschliel3t. Sobald eine Temperatur von 4 °C erreicht ist, erfolgt sofort
der erste Waschschritt mit reinem anhydrierten Aceton, weil die Reaktivitdt von Os-
mium bei 4 °C deutlich hoher ist als unter 0 °C. Innerhalb der folgenden vier Stunden
schliellen sich drei weitere Waschschritte mit reinem anhydrierten Aceton, sowie eine

Temperaturerhohung auf Raumtemperatur an (Weimer, 2006).
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3.3.4 INFILTRATION UND EINBETTUNG IN EPON

Nachdem die Temperaturerh6hung abgeschlossen ist, erfolgt die Einbettung der Proben

bei Raumtemperatur (Mulisch et al., 2015).

Lésungen:

e Epon (siehe 3.2.2)

e anhydriertes Aceton

e 50 % Epon in anhydriertem Aceton
e 90 % Epon in anhydriertem Aceton

alle Angaben in Vol.-%

Far alle Infiltrationsschritte werden Plastik-Schnappdeckel zur Zuordnung beschriftet,

eingekerbt und in einer Glaspetrischale mit Deckel aufbewahrt (siehe Abbildung 13).

ABBILDUNG 13: VORBEREITETE PLASTIKSCHNAPPDECKEL FUR DIE INFILTRATION VON EPON
Nach dem Hochdruckgefrieren und der Gefriersubstitution erfolgt die Infiltration von Epon. Dafiir werden
Plastikschnappdeckel bendtigt.
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Im ersten Schritt wird 50 % Epon in Aceton in die Deckel vorgelegt und die Saphire in die
Mischung Giberfuhrt. Hierbei muss zligig gearbeitet werden, sodass die Proben nicht aus-
trocknen. Nach drei bis fiinf Stunden wird das Epon-Aceton-Gemisch abgesaugt und
durch 90 % Epon in Aceton ersetzt. Die Inkubation erfolgt Gber Nacht bei 4 °C. Am da-
rauffolgenden Tag werden neue Plastik-Schnappdeckel vorbereitet und mit 100 % Epon
geflllt. Sobald die Proben Raumtemperatur erreicht haben, werden sie aus der 90%igen
Epon-Aceton-Mischung entnommen, am Rand des Deckels abgestreift und in reines
Epon Uberfliihrt. Nach zwei bis drei Stunden wird das 100%ige Epon gewechselt. Die
Flacheinbettung erfolgt nach weiteren zwei bis drei Stunden. Das Vorgehen entspricht

dem in 3.2.3 beschriebenen Ablauf fir Deckgldaschen.

Gefrierubstitution (siehe 3.3.3) und Einbettung in Epon (siehe 3.3.4) nach dem Hoch-
druckgefrieren werden durchgefiihrt nach dem Protokoll von Robby M. Weimer in Me-
thods in Molecular Biology (Volume 351) (Weimer, 2006), angepasst durch Christian Stig-

loher.

3.4 ANFERTIGUNG VON ULTRADUNNSCHNITTEN

Proben, die unter dem Transmissionselektronenmikroskop untersucht werden sollen,
miussen verschiedene Anforderungen erfiillen. Sie miissen vakuumfest und damit was-
serfrei sein und dem Elektronenstrahl standhalten. Um die Durchlassigkeit fir Elektro-
nen zu gewdhrleisten, dirfen sie eine gewisse Dicke und Dichte nicht tiberschreiten.

Dazu erfolgt die Anfertigung von Ultradlinnschnitten (Mulisch et al., 2015).

Nach dem vollstiandigen Auspolymerisieren des Epons werden die Kapseln von der Alu-
folie abgelost und der (iberstehende Rand des Deckglases beziehungsweise Saphirplatt-
chens mit einer Schere entfernt. Die Proben werden fiir ca. 10 Minuten zurtick in den
Warmeschrank gestellt und anschlieBend in flissigen Stickstoff gegeben, damit sich die
Deckgldschen beziehungsweise Saphire vom Epon I6sen (Mulisch et al., 2015). Nach der

Entnahme der Gelatinekapseln aus dem Stickstoff werden diese angehaucht und das
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restliche Glas mit Hilfe von Pressluft abgesprengt. Die Probe liegt nun frei und liber-
schissiges Epon wird mittels einer Rasierklinge entfernt. Unter dem Binokular wird eine
Stelle in der Probe aufgesucht, die gut mit Zellen bewachsen ist und als flache Pyramide
so zugespitzt (getrimmt), dass das Praparat an deren Spitze liegt (Mulisch et al., 2015).
Das getrimmte Eponbldckchen wird in das Ultramikrotom eingespannt. Mit einem Dia-
mantmesser werden Schnitte von 50 bis 70 nm Dicke angefertigt und anschlieBend auf
ein mit Pioloform beschichtetes Objekttragernetzchen (Grid) aus Kupfer libertragen.
Nach dem Trocknen des Netzchens wird dieses in einer Grid-Box aufbewahrt (Mulisch

et al.,, 2015).

3.5 KONTRASTIEREN VON ULTRADUNNSCHNITTEN

Da biologische Proben hauptsachlich aus Atomen mit geringem Molekulargewicht be-
stehen, deren Elektronendichte nur geringgradig voneinander abweicht, grenzen sich
die Zellstrukturen eines unbehandelten Ultradlinnschnittes im TEM-Bild nur wenig von-
einander und vom Einbettmedium ab. Daher ist die Kontrastierung von Ultradiinnschnit-
ten von entscheidender Bedeutung fiir die Transmissionselektronenmikroskopie. Sie
gibt Aufschlisse liber die chemische Zusammensetzung und Form, Grof3e und Dichte der
Zellkomponenten (Mulisch et al., 2015).

Fiir Ultrastrukturuntersuchungen wird routinemafRig die Schnittkontrastierung mit

Uranylacetat und Bleicitrat genutzt (Mulisch et al., 2015).

Lésungen:

o 2% (Gew.-%) Uranylacetat in Ethanol
e abgekochtes dH,0

e 100 % (Vol.-%) Ethanol

e Reynold’s Bleicitrat (Reynolds, 1963)
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Vorbereitend wird Parafilm auf einer Glasplatte befestigt. Zum Abdecken werden zwei
Petrischalen bendtigt. Destilliertes Wasser wird fiir 10 Minuten gekocht und kann nach
dem Abkihlen verwendet werden. Weiterhin wird 2% Uranylacetat in Ethanol herge-
stellt. Hierbei muss ein schwarzes Eppi verwendet werden, da Uranylacetat lichtemp-
findlich ist. In einem weiRRen Eppi wird Reynold's Bleicitrat mit abgekochtem dH,0O ver-
diinnt (1:1) und fur 5 Minuten bei 13500 rpm (Hettich Mikroliter) zentrifugiert.

Pro Netzchen wird ein UA-EtOH-Tropfen von 50 pl auf die Parafilm-Glasplatte gegeben.
Die dunkle, glanzende Seite des Kupfernetzchens wird nach unten auf das Uranylacetat
gelegt, mit einer Petrischale abgedeckt und fir 15 Minuten inkubiert. AnschlieRend er-
folgen drei Waschschritte. Fiir je 15 Sekunden wird in 100 % Ethanol, in einem Ethanol-
Wasser (abgekocht)-Gemisch (1:1) und in abgekochtem dH,0 gewaschen. Die Netzchen
werden dann mit abgekochtem dH,0 abgespiilt und mit Filterpapier getrocknet. Fir je-
des Netzchen wird ein Bleicitrat-Tropfen von jeweils 50 ul auf die Parafilm-Glasplatte
vorgelegt. Um die Tropfen wird ein Ring aus NaOH-Platzchen gelegt, um den CO,-Gehalt
moglichst gering zu halten, da Bleicitrat mit dem CO, der Luft reagiert. Dadurch entste-
hendes Bleicarbonat wiirde zu einer starken Verschmutzung der Schnitte fiihren
(Mulisch et al., 2015). Die Netzchen werden mit der Probenseite nach unten auf die Blei-
citrat-Tropfen gelegt, mit einer Petrischale abgedeckt und fiir 10 Minuten inkubiert. Da-
nach wird mit abgekochtem dH,0 zweimal fiir je 15 Sekunden gewaschen. Die Proben
werden daraufhin mit abgekochtem dH,O abgespiilt, mit Filterpapier getrocknet und

zurlick in die Grid-Box gelegt.

Anfertigung (siehe 3.4) und Kontrastierung (siehe 3.5) der Ultradiinnschnitte erfolgen in
modifizierter Form nach dem Protokoll von Maria Mulisch, Ulrich Welsch und Kollegen

in Romeis: Mikroskopische Technik (19. Auflage) (Mulisch et al., 2015).
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3.6 INDIREKTE IMMUNFLUORESZENZ

Sobald Licht einer bestimmten Wellenlange auf ein Molekdil trifft, werden Photonen ab-
sorbiert und Elektronen des Molekiils angeregt, das heildt auf ein hGheres Energieniveau
gehoben. Bei Riickkehr der Elektronen in den Grundzustand wird die freiwerdende Ener-
gie als Warme und langerwelliges, energiedrmeres Licht abgegeben. Dieses Prinzip wird
Fluoreszenz genannt (Mulisch et al., 2015).

Als Fluorochrome werden Molekile bezeichnet, die Licht eines bestimmten Spektrums
absorbieren und dieses als langwelligere Strahlung teilweise wieder abgeben. Absorpti-
onsspektrum, Emissionsspektrum und Intensitdat des emittierten Lichts sind dabei je-
weils charakteristisch fiir das entsprechende fluoreszierende Molekdil.

Zum Nachweis von Makromolekiilen wie Proteine, Polysaccharide und Nukleinsduren
und deren Verteilung in den vorliegenden Myoblasten wird die Methode der indirekten
Immunfluoreszenz angewandt. Hierbei bindet zuerst der Primarantikorper an das zu lo-
kalisierende Antigen. Im zweiten Schritt bindet ein fluorochromgekoppelter Sekun-
darantikorper an den Primarantikorper. Unter dem Fluoreszenzmikroskop wird der Mar-

ker und damit auch das entsprechende Antigen sichtbar (Mulisch et al., 2015).

3.6.1 FIXIERUNG

Nachdem die auf Deckglaschen angesetzten Zellen (Vorgehen siehe 3.1.5) eine ausrei-
chende Dichte erreicht haben, erfolgt die Fixierung durch Methanol und Aceton oder

durch Paraformaldehyd und Triton X-100.

48



Methoden

3.6.1.1 FIXIERUNG MITTELS METHANOL UND ACETON

Lésungen:

e Methanol zur Analyse
e Aceton zur Analyse

e PBS (siehe 3.1.3)

Die Glaschen werden aus der Petrischale entnommen, kurz in PBS gewaschen und zuerst
fur 10 Minuten bei -20 °C in Methanol fixiert und anschlieend fiir 5 Minuten bei -20 °C
in Aceton permeabilisiert (Blouin and Blaho, 2001). Danach werden die Deckgldaschen
getrocknet und mit der Probenseite nach oben in eine Feuchtkammer auf einen Streifen

Parafilm gelegt.

3.6.1.2 FIXIERUNG MITTELS PARAFORMALDEHYD UND TRITON X-100

Lésungen:

o 2% (Gew.-%) Paraformaldehyd (PFA) in PBS
e 0,2 % (Vol.-%) Trition X-100 in PBS
e PBS (siehe 3.1.3)

Nach Entnahme der Deckglaschen aus der Petrischale werden diese kurz in PBS einge-
taucht und in eine Feuchtkammer auf einen Streifen Parafilm gelegt. Zur Fixierung (Parr
and Oei, 1973) wird fiir 10 Minuten mit 2 % PFA bei Raumtemperatur inkubiert. Im An-
schluss werden die Deckgldaschen dreimal flinf Minuten in PBS gewaschen. In der Feucht-
kammer erfolgt dann die Permeabilisation mit 0,2 % Triton X-100 (Lindon et al., 1998)

fir 5 Minuten bei Raumtemperatur. Danach wird erneut dreimal fiir jeweils 5 Minuten
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mit PBS gewaschen und die Deckglaschen werden anschlieBend wieder in die Feucht-
kammer gelegt. Es ist darauf zu achten, dass die Proben wahrend der Fixierung nicht

austrocknen.

3.6.2 ANTIKORPERINKUBATION UND FIXIERUNG AUF DEM OBJEKTTRAGER MIT MowIOL

Losungen:

e PBS (siehe 3.1.3)

e Primarantikorper in entsprechender Verdiinnung (siehe 2.3.1)

e Sekundarantikdrper in entsprechender Verdiinnung (siehe 2.3.2)
e Hoechst in entsprechender Verdiinnung (siehe 2.3.1)

e Ethanol absolut zur Analyse

¢ Mowiol

Auf jede der zuvor fixierten Proben werden 50 ul des entsprechend mit PBS verdiinnten
Primarantikorpers gegeben und zugedeckt flir 30 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert. Nach Abtropfen der Antikorper-Losung wird dreimal fir fiinf Minuten mit PBS ge-
waschen. Die Waschschritte dienen jeweils dazu, nicht spezifisch gebundene Antikérper
zu entfernen (Mulisch et al., 2015).

Die Inkubation mit je 50 ul des verdiinnten Sekundarantikérpers erfolgt fiir 30 Minuten
bei Raumtemperatur auf Parafilm in der Feuchtkammer. Nach 20 Minuten wird entspre-
chend verdlinntes Hoechst in PBS zum Sekundarantikorper auf die Deckglaschen gege-
ben. Dieser fluoreszierende Kernfarbstoff wird zur Gegenfarbung verwendet (Mulisch et
al., 2015).

AnschlieBend wird dreimal fiir 5 Minuten mit PBS und einmal 1 Minute mit Ethanol ge-
waschen. Nach Abtrocknen der Proben werden diese mit den Zellen nach unten mit Mo-
wiol auf einem Objekttrager fixiert. Mowiol wird mit anti-fading-Agenzien versetzt, um
das Ausbleichen der Fluoreszenz unter Belichtung zu verhindern (Mulisch et al., 2015).

Die Lagerung erfolgt lichtgeschitzt in einer Mappe im Kihlschrank.
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4 ERGEBNISSE

4.1 ELEKTRONENMIKROSKOPIE

Trotz unterschiedlicher genetischer Ursachen zeigen FSHD und die Emery-Dreifuss-Mus-
keldystrophie (EDMD) phdnotypisch Ahnlichkeiten in der Ausprigung der Erkrankungen.
Da bei der EDMD bereits in friiheren Studien Verdanderungen der Kernhiille von erkrank-
ten Myoblasten beschrieben wurden (Reichart et al., 2004; Sabatelli et al., 2001), wird
diese bei den FSHD-Myoblasten elektronenmikroskopisch untersucht und mit der Kern-
hille gesunder Kontrollzellen verglichen.

Interessanterweise konnten in anderen Untersuchungen beim Vergleich gesunder My-
oblasten und FSHD-Myoblasten Auffalligkeiten der Mitochondrien von FSHD-Patienten
festgestellt werden (Turki et al., 2012). Neben der Kernhiille werden daher auch elekt-
ronenmikroskopische Untersuchungen der Mitochondrien von FSHD-Myoblasten und
der entsprechenden Kontrolle durchgefiihrt.

Wahrend der Kultivierung zeigen Myoblasten allgemein altersabhangige Veranderun-
gen hinsichtlich des Differenzierungsmusters. AuBerdem werden eine Verringerung der
Zellteilungsrate und Seneszenzprozesse beschrieben (Schmitz, 2011). Daher muss auf
die entsprechende Passage, das heildt die unterschiedliche Anzahl an Subkultivierungen,
der FSHD-Myoblasten und der Kontrollzellen geachtet werden. Im Rahmen der Versuche
werden Myoblasten der Passagen 6, 11 und 16 verwendet, wobei sich die Frage stellt,
ob ein Zusammenhang zwischen der Haufigkeit des Auftretens von Abweichungen, Be-
sonderheiten oder UnregelmaRigkeiten und der H6he der Passage besteht.

Da bei FSHD unterschiedliche Muskelgruppen betroffen sind (siehe 1.5.1) und die
Schwere der genetischen Schadigung eine Rolle fiir die Auspragung der Erkrankung zu
spielen scheint (siehe 1.5.2), werden drei verschiedene Zelllinien fir die Untersuchun-
gen verwendet. Dabei soll geklart werden, ob Patientenalter und -geschlecht, Entnah-
mestelle des Gewebes und Anzahl der DZ4Z-Wiederholungen Einfluss auf die Morpho-

logie der untersuchten Myoblasten nehmen.
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Zur Vorbereitung der Proben auf die Elektronenmikroskopie werden zwei Fixierungsme-
thoden angewandt und hinsichtlich ihrer Eignung und ihrer Vor- und Nachteile fiir mor-
phologische Untersuchungen an Myoblasten verglichen.

Die Hochdruckgefrierung (HPF) soll in Bezug auf die Qualitat des Strukturerhalts, die bei
dieser Fixierung erreicht wird, allen anderen Verfahren tberlegen sein (Weimer, 2006).
HPF und anschlieBende Gefriersubstitution stehen deshalb der konventionellen, chemi-

schen Fixierung und Flacheinbettung von Kulturzellen auf Deckgldaschen gegeniiber.

4.1.1 KONVENTIONELLE FIXIERUNG

Die in 2.1 aufgeflihrten Myoblasten wurden fir die elektronenmikroskopischen Unter-
suchungen nach chemischer Fixierung, Entwasserung und Flacheinbettung in den Passa-

gen 6, 11 und 16 (#6, #11 und #16) verwendet.

Abbildung 14 zeigt Ubersichtsaufnahmen der FSHD-Myoblasten MO54 und den dazuge-

horigen Kontrollzellen NO44.

Bei NO44 sind meist typisch geformte Mitochondrien mit Cristae erkennbar. In Passage
6 zeigen die Mitochondrien keine Auffalligkeiten. Die Mitochondrien von NO44 in Pas-
sage 11 weisen erste Verdanderungen hinsichtlich Grofle und Form auf. Ein besonders
markantes, sehr groBes und verzweigtes Mitochondrium ist in Passage 16 mit Pfeilen

markiert.

Ein vergroRertes und verzweigtes Mitochondrium ist bei den FSHD-Myoblasten MO54
bereits in Passage 6 zu sehen und mit einem Pfeil gekennzeichnet. Insgesamt weisen die
Mitochondrien weniger Cristae auf als diejenigen von NO44. Es sind Leerrdume inner-
halb der Mitochondrien aller Passagen von MO54 zu erkennen (siehe Pfeile in

Abbildung 14).
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#11

#16

ABBILDUNG 14: ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UBERSICHTSAUFNAHMEN DER KONVENTIONELL FIXIER-
TEN MYOBLASTEN NO44 unD MO54

In den Aufnahmen der Myoblasten sind jeweils ein Ausschnitt der Kernhille und Mitochondrien abgebil-
det. Die Zell-Morphologie wurde in verschiedenen Passagen untersucht. Auffallige Mitochondrien sind

mit Pfeilen gekennzeichnet. VergréRerungen der rot umrahmten Abschnitte der Kernhiille sind in Abbil-
dung 15 dargestellt. Das Nukleoplasma ist durch N markiert.
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Die rot eingerahmten Bereiche der Kernhiille aus den Ubersichtsaufnahmen (siehe Ab-

bildung 14) sind in Abbildung 15 vergroRert dargestellt.

Die innere und duBere Kernmembran der Kontroll-Myoblasten NO44 sind in den Aus-
schnitts-VergroBerungen gut erkennbar und verlaufen in meist regelmaRigem Abstand
parallel zueinander. Rote Pfeile markieren in den Passagen 11 und 16 die Kernporen. Die
Lamina liegt als schwarze Struktur der INM im Nukleoplasma an. Das Heterochromatin

scheint homogen entlang der Kernhdiille verteilt zu sein.

Bei den FSHD-Myoblasten M0O54 sind innere und dullere Kernmembran weiter vonei-
nander entfernt als bei der Kontrolle. Die ONM aller Passagen verlauft sehr unregelma-
Rig gewellt (siehe schwarze Pfeile in Abbildung 15). Obwohl die Kernhiille in den gezeig-
ten Ausschnitten kaum von Kernporen durchsetzt ist, weisen INM und ONM einen vari-
ierenden Abstand zueinander auf. In Passage 16 ist eine leichte Ausstilpung der ONM
erkennbar und mit einem schwarzen Pfeil markiert. Es scheint so, als ob ein Teil der du-
Reren Kernmembran abgeschnirt wirde. Daher wird diese Besonderheit als bleb
(deutsch: Blaschen) bezeichnet. Bei Passage 16 treten die UnregelmaRigkeiten haufiger
und deutlicher auf als bei Passage 6. Eine typische Kernpore ist in Passage 6 mit einem

roten Pfeil gekennzeichnet.
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#6
#11
#16

ABBILDUNG 15: VERGRORERTE AUSSCHNITTE DER KERNHULLE DER KONVENTIONELL FIXIERTEN MY-
OBLASTEN NO44 unp MO54

Die innere und die duBere Kernmembran sind deutlich zu erkennen. Auffalligkeiten an der Kernhiille und
Ausstilpungen der ONM sind durch schwarze Pfeile gekennzeichnet. Rote Pfeile markieren die Kernporen.
N kennzeichnet das Nukleoplasma.
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Die Passagen 6, 11 und 16 der FSHD-Myoblasten MO37 und der zugehorige Kontrolle
NO4S5 sind in Abbildung 16 in der Ubersicht dargestellt.

Bei den Kontroll-Myoblasten NO45 fallt in Passage 6 ein verzweigtes Mitochondrium
auf. In Passage 11 sind ebenfalls atypisch geformte Mitochondrien zu erkennen. Teil-
weise enthalten die Mitochondrien von NO45 #11 wenige Cristae. Die Mitochondrien in
Passage 16 zeigen eine leichte VergroRerung und enthalten weniger Cristae als diejeni-

gen der Passagen 6 und 11.

Die erkrankten Zellen MO37 weisen in allen Passagen groRe und/oder verzweigte Mito-
chondrien auf. Sie enthalten weniger Cristae als die der Kontroll-Myoblasten und er-
scheinen deshalb stellenweise leer. Bereits in Passage 6 sind vergrofRerte und verzweigte
Mitochondrien erkennbar. Bei Passage 11 fallen deutliche Leerrdume innerhalb zweier
Mitochondrien auf. VergroRerungen, Verzweigungen und reduzierte Cristae sind bei den

Mitochondrien von MO37 #16 festzustellen.

Auffallige Mitochondrien sind in Abbildung 16 jeweils mit Pfeilen markiert.
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#6

#11

ABBILDUNG 16: ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UBERSICHTSAUFNAHMEN DER KONVENTIONELL FIXIER-
TEN MYOBLASTEN NO45 unD MO37

Die vorliegenden Aufnahmen der Myoblasten zeigen jeweils einen Ausschnitt der Kernhille und Mito-
chondrien. Zur Untersuchung der Zell-Morphologie wurden verschiedene Passagen verwendet. Pfeile
markieren auffallige Mitochondrien. Die rot eingerahmten Bereiche sind in Abbildung 17 vergroRert dar-
gestellt. N kennzeichnet das Nukleoplasma.

57



Ergebnisse

In Abbildung 17 sind die rot umrahmten Bereiche der Kernhiille aus den Ubersichtsauf-

nahmen von NO45 und MO37 (siehe Abbildung 16) vergroRert dargestellt.

Zwischen parallelen Abschnitten von ONM und INM verlauft die dulRere Kernmembran
der Kontroll-Myoblasten NO45 in allen Passagen teilweise leicht gewellt, woraus an ei-
nigen Stellen ein leicht variierender Abstand von ONM und INM resultiert (siehe
schwarze Pfeile in Abbildung 17). In den Passagen 6 und 11 sind Kernporen schon er-

kennbar und in Abbildung 17 mit roten Pfeilen markiert.

INM und ONM der FSHD-Myoblasten MO37 sind gut erkennbar. Sie verlaufen nicht pa-
rallel und weisen ungleichmaRige Abstande auf. Die duBere Kernmembran zeigt im Ver-
gleich zur Kontrolle einen starker gewellten und unregelmaRigeren Verlauf. Eine Invagi-
nation, also eine gemeinsame Einstlilpung von innerer und duRerer Kernmembran in
Richtung Kern-Inneres, ist in Passage 6 zu sehen. Auffalligkeiten der Kernhiille sind in
Abbildung 17 mit schwarzen Pfeilen markiert. Weiterhin sind in den VergréBerungsauf-
nahmen der Kernhiille typische Kernporen zu erkennen und mit roten Pfeilen gekenn-
zeichnet. Verglichen mit den Kontroll-Myoblasen NO45 #6 und #16 scheint im Bereich

der Kernhtlle von MO37 #6 und #16 mehr Heterochromatin vorhanden zu sein.
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ABBILDUNG 17: VERGRORERTE AUSSCHNITTE DER KERNHULLE DER KONVENTIONELL FIXIERTEN Y-

OBLASTEN NO45 unp MO37
Innere und dulRere Kernmembran sind deutlich erkennbar. Schwarze Pfeile kennzeichnen Auffalligkeiten

an der Kernhille und Ausstiilpungen der ONM. Typische Kernporen werden durch rote Pfeile markiert.

N kennzeichnet das Nukleoplasma.
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Die FSHD-Myoblasten FSHD10 und die entsprechenden Kontrollzellen 19951 sind in Ab-

bildung 18 jeweils in den Passagen 6, 11 und 16 gezeigt.

Bei den gesunden Myoblasten 19951 kommen in allen Passagen neben typisch geform-
ten auch sehr groRe, lange und verzweigte Mitochondrien vor, die teilweise einen ge-
ringen Anteil an Cristae aufweisen (siehe Pfeile in Abbildung 18). Die UnregelmaRigkei-

ten nehmen von Passage 6 (iber Passage 11 bis zu Passage 16 zu.

Die erkrankten Myoblasten FSHD10 zeigen deutlich mehr Auffalligkeiten als die entspre-
chende Kontrolle 19951. Extrem grofRe Mitochondrien mit breiten und verzweigten For-
men enthalten kaum Cristae, Ribosomen und Proteinkomplexe (siehe Pfeile in Abbil-

dung 18).
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19951 FSHD10

#6

#16

ABBILDUNG 18: ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UBERSICHTSAUFNAHMEN DER KONVENTIONELL FIXIER-
TEN MYOBLASTEN 19951 unD FSHD10

Die Aufnahmen der Myoblasten zeigen jeweils einen Ausschnitt der Kernhille und Mitochondrien. Die
Zell-Morphologie wurde in verschiedenen Passagen untersucht. Auffallige Mitochondrien sind mit Pfeilen

gekennzeichnet In Abbildung 19 sind die rot umrahmten Bereiche in VergroBerung gezeigt. Das Nukleo-
plasma ist durch N markiert.
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Abbildung 19 zeigt die rot eingerahmten Bereiche aus den Ubersichtsaufnahmen von

FSHD10 und 19951 (siehe Abbildung 18) in VergréRerung.

Die innere und duBere Kernmembran der Kontroll-Myoblasten 19951 weisen einen
grofitenteils parallelen Verlauf auf, wobei bei der ONM in allen Passagen teilweise leicht
gewellte und ungleichmaBige Abschnitte auffallen (siehe schwarze Pfeile in Abbildung
19). AuBerdem sind in den Passagen 6, 11 und 16 Kernporen gut zu erkennen und mit

roten Pfeilen markiert.

Bei FSHD10 zeigt die duRere Kernmembran groRe Ausstiilpungen und einen unregelma-
Rigen, gewellten Verlauf (siehe schwarze Pfeile in Abbildung 19). INM und ONM weisen
ungleichmallige Abstdande zueinander auf. Parallele Abschnitte sind selten zu beobach-

ten. Typische Kernporen sind in Passage 16 mit roten Pfeilen gekennzeichnet.
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19951 FSHD10

ABBILDUNG 19: VERGRORERUNGEN DER KERNHULLE VON 19951 uND FSHD10 NACH KONVENTIO-

NELLER FIXIERUNG
Die innere und die duBere Kernmembran sind deutlich zu erkennen. Bei FSHD10 #11 sind INM und ONM

trotz reduzierter Bildqualitat und Schéarfe beurteilbar. Auffalligkeiten an der Kernhiille und Ausstiilpungen
der ONM sind durch schwarze Pfeile markiert. Rote Pfeile kennzeichnen die Kernporen. Das Nukleoplasma
ist jeweils durch N gekennzeichnet.
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Insgesamt ist festzustellen, dass die gesunden Myoblasten NO44, NO45 und 19951 deut-
lich weniger Auffalligkeiten zeigen als die Myoblasten M0O54, MO37 und FSHD10 von
FSHD-Patienten.

Die Mitochondrien weisen mehr Cristae auf als diejenigen der erkrankten Zellen.
Innere und dulRere Kernmembran verlaufen bei den Kontrollzellen meist parallel.
Jedoch ist eine Abstufung bei den Kontrollzellen erkennbar. NO45 zeigt mehr Unregel-
maRigkeiten als 19951 und 19951 ist diesbezlglich auffalliger als NO44.

Hinsichtlich der verschiedenen Passagen ist festzustellen, dass die Auffalligkeiten mit
der Hohe der Passage zunehmen. Die gesunden Myoblasten in Passage 6 zeigen meist
typische Mitochondrien und einen parallelen Verlauf der Kernhiille. Bei Passage 11 sind

leichte Veranderungen zu beobachten, die bis zur Passage 16 zunehmen.

Die erkrankten Myoblasten weisen bereits in der niedrigsten Passage 6 Veranderungen
auf.

Neben typischen Mitochondrien sind deutlich vergroRerte Mitochondrien, die nur we-
nige Cristae aufweisen, und somit leer erscheinen, zu erkennen.

Die ONM verlauft haufig unregelmaRig und gewellt und der Abstand zwischen ONM und
INM ist vergroRRert und zeigt eine groRe Variationsbreite.

Bei den FSHD-Myoblasten zeigt FSHD10 die deutlichsten Atypien.
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4.1.2 HIGH PRESSURE FREEZING (HPF)

Neben der konventionellen Fixierung fir die Elektronenmikroskopie wurde auch das
Verfahren der Hochdruckgefrierung mit anschlieRender Gefriersubstitution durchge-
flhrt. Hierbei soll ermittelt werden, ob die beobachteten Veranderungen von Kernhiille
und Mitochondrien in gleicher Weise auftreten oder auf die Fixiermethode zuriickzufiih-
ren sind. AuBerdem werden die Detailwiedergabe und die Eignung fiir morphologische
Untersuchungen an Myoblasten beurteilt. Alle in 2.1 aufgefiihrten Zelllinien werden in
der niedrigen Passage 6 (#6) und der hohen Passage 16 (#16) verwendet und als ,Ext-

reme” gegenlbergestellt.

In Abbildung 20 sind die FSHD-Myoblasten MO54 und die zugehorige Kontrolle NO44

jeweils in den Passagen 6 und 16 in der Ubersicht gezeigt.

Neben wenigen sehr langen Mitochondrien (siehe Pfeile in Abbildung 20), weisen die
Kontrollzellen NO44 in beiden abgebildeten Passagen hauptsachlich typisch geformte

Mitochondrien mit Cristae auf. Auch die verlangerten Mitochondrien enthalten Cristae.

Bei den FSHD-Myoblasten MO54 ist in Passage 6 ein grof3es, verzweigtes Mitochondrium
mit einem Pfeil markiert. Im Gegensatz zu Passage 6 sind bei Passage 16 die Cristae teil-
weise gar nicht erkennbar und die Mitochondrien erscheinen somit fast leer (siehe Pfeile

in Abbildung 20).
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NO44 MO54

ABBILDUNG 20: ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UBERSICHTSAUFNAHMEN DER HPF-FIXIERTEN MY-

OBLASTEN NO44 unp MO54

In den Aufnahmen der Myoblasten sind jeweils ein Ausschnitt der Kernhiille und Mitochondrien darge-
stellt. Die Zell-Morphologie wurde in verschiedenen Passagen untersucht. Auffillige Mitochondrien sind
mit Pfeilen gekennzeichnet. Trotz reduzierter Bildqualitdt und Schéarfe sind die Mitochondrien von NO44
und MO54 in Passage 16 beurteilbar. Die rot umrahmten Bereiche sind vergroRert in Abbildung 21 gezeigt.
Das Nukleoplasma ist durch N markiert.
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Die rot eingerahmten Bereiche aus den Ubersichtsaufnahmen von NO44 und MO54

(siehe Abbildung 20) sind in Abbildung 21 in VergroRerung gezeigt.

AuRBere und innere Kernmembran der Kontroll-Myoblasten NO44 verlaufen in beiden
Passagen parallel in immer gleichem Abstand. In Passage 6 erscheinen INM und Lamina
dicker als in Passage 16. Rote Pfeile markieren in Abbildung 21 Kernporen, die die Kern-

hille durchsetzen.

Bei den FSHD-Myoblasten MO54 zeigen INM und ONM einen meist parallelen Verlauf
und gleichen Abstand zueinander. Stellenweise sind leichte Unregelmaligkeiten erkenn-
bar (siehe schwarze Pfeile in Abbildung 21). An der inneren Kernmembran scheint bei
MO54 #16 mehr Heterochromatin vorzuliegen als bei der entsprechenden Kontrolle
NO44 #16. Typische Kernporen sind in Abbildung 21 jeweils mit einem roten Pfeil mar-

kiert.

#6

#16 |

ABBILDUNG 21: VERGRORERUNGEN DER KERNHULLE DER HPF-FIXIERTEN MYOBLASTEN NO44 uUND
MO54

Innere und duRere Kernmembran sind deutlich zu erkennen. Auffalligkeiten an der Kernhiille und Ausstuil-
pungen der ONM sind durch schwarze Pfeile gekennzeichnet. Rote Pfeile markieren die Kernporen.
N kennzeichnet das Nukleoplasma.
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In Abbildung 22 sind die FSHD-Myoblasten MO37 sowie die Kontrolle NO45 jeweils in

den Passagen 6 und 16 nach HPF-Fixierung in der Ubersicht dargestellt.

Die Mitochondrien der NO45-Myoblasten zeigen typische Formen, sind aber zum Teil
verlangert. Bei Passage 16 sind teilweise wenige Cristae zu erkennen wodurch ein Leer-

raum innerhalb einiger Mitochondrien entsteht (siehe Pfeile in Abbildung 22).

Bei den Mitochondrien von MO37 sind sowohl in Passage 6 als auch in Passage 16 we-
nige Cristae vorhanden, was sie leer erscheinen lasst (siehe Pfeile in Abbildung 22). In
Passage 16 ist ein riesiges Mitochondrium abgebildet.

Bei reduzierter Bildqualitdt von MO37 #6 fallt in der Ubersicht ein stark gezackter Ver-

lauf der Kernhdlle auf.
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NO45 MO37

#16

ABBILDUNG 22: ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UBERSICHTSAUFNAHMEN DER MYOBLASTEN NO45
UND MO37, FIXIERT NACH DER HPF-METHODE

Die Aufnahmen der Myoblasten zeigen jeweils einen Ausschnitt der Kernhiille und Mitochondrien. Diese
sind auch bei MO37 #6 trotz reduzierter Bildqualitdt beurteilbar. Die Zell-Morphologie wurde in verschie-
denen Passagen untersucht. Auffillige Mitochondrien sind mit Pfeilen gekennzeichnet. VergroRerungen
der rot eingerahmten Bereiche sind in Abbildung 23 dargestellt. Das Nukleoplasma ist durch N markiert.
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Abbildung 23 zeigt die rot umrahmten Ausschnitte der Kernhiille aus den Ubersichtsauf-

nahmen von NO45 und MO37 (siehe Abbildung 22) in VergroRerung.

Die dulRere und die innere Kernmembran der gesunden Myoblasten NO45 verlaufen pa-
rallel mit einzelnen leicht unregelmaligen Abschnitten in Passage 16 (siehe schwarze
Pfeile in Abbildung 23). Insgesamt sind die Membranen stellenweise gut, stellenweise
aber auch schlecht erkennbar. Die INM erscheint in Passage 16 sehr dick und dunkel.
AuBerdem scheint viel Heterochromatin an der Lamina und der INM von NO45 #16 lo-

kalisiert zu sein.

Die Kernhiille der FSHD-Myoblasten MO37 ist teilweise sehr gut, teilweise schlecht er-
kennbar. Sie zeigt neben parallelen Abschnitten auch gewellte Verlaufe. INM und ONM
verlaufen zwar meist parallel, aber in unterschiedlichem Abstand, was durch schwarze
Pfeile in Abbildung 23 markiert ist. Dadurch variiert die Breite des Intermembranraums.
In beiden gezeigten Passagen scheint viel Heterochromatin an der INM vorhanden zu

sein.

Bei beiden Zelllinien sind in Passage 6 typische Kernporen jeweils mit roten Pfeilen ge-

kennzeichnet.
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ABBILDUNG 23: VERGRORERUNGS-AUSSCHNITTE DER KERNHULLE DER HPF-FIXIERTEN IMYOBLASTEN
NO45 unp MO37

Die innere und die duBere Kernmembran sind deutlich zu erkennen. Auffalligkeiten an der Kernhiille und

Ausstilpungen der ONM sind durch schwarze Pfeile gekennzeichnet. Rote Pfeile markieren die Kernporen.
N kennzeichnet das Nukleoplasma.
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Die erkrankten Myoblasten FSHD10 sowie die entsprechende Kontrolle 19951 sind in
Abbildung 24 in der Ubersicht gezeigt.

Die Mitochondrien von 19951 zeigen typische Formen. In Passage 6 weisen sie teilweise

wenige Cristae auf (siehe Pfeile in Abbildung 24).

Die von der Erkrankung betroffenen Myoblasten FSHD10 enthalten in beiden Passagen
deutlich verlangerte Mitochondrien. Weiterhin zeigen vor allem die Mitochondrien der
Passage 16 eine reduzierte Cristae-Zahl. Auffallige Mitochondrien sind in Abbildung 24

mit Pfeilen markiert.
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19951 FSHD10

ABBILDUNG 24: ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UBERSICHTSAUFNAHMEN DER HPF-FIXIERTEN MY-

OBLASTEN 19951 unDp FSHD10

In den Aufnahmen der Myoblasten sind jeweils ein Ausschnitt der Kernhille und Mitochondrien abgebil-
det. Die Zell-Morphologie wurde in verschiedenen Passagen untersucht. Auffallige Mitochondrien sind
mit Pfeilen gekennzeichnet. Die rot umrahmten Bereiche sind in Abbildung 25 vergréBert dargestellt.
N kennzeichnet das Nukleoplasma.
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Die in den Ubersichtsaufnahmen rot umrandeten Ausschnitte der Kernhiille von FSHD10

und 19951 (siehe Abbildung 24) sind in Abbildung 25 vergroRert dargestellt.

Innere und duRere Kernmembran der Kontroll-Myoblasten 19951 verlaufen parallel. An
der INM von Passage 16 scheint mehr Heterochromatin vorhanden zu sein als bei Pas-

sage 6.

Bei den erkrankten Myoblasten FSHD10 in den Passagen 6 und 16 zeigen INM und ONM
einen parallelen Verlauf, wobei ihr Abstand teilweise variiert (siehe schwarze Pfeile in
Abbildung 25). Die Membranen sind stellenweise scharf abgebildet und gut erkennbar,
zeigen aber auch unscharfe und schlecht erkennbare Bereiche. Bei FSHD10 #16 scheint
weniger Heterochromatin an der inneren Kernmembran vorhanden zu sein als bei den

entsprechenden Kontrollzellen 19951 #16.

Typische Kernporen sind sowohl bei 19951 als auch bei FSHD10 zu sehen und werden

durch rote Pfeile in Abbildung 25 markiert.

19951 FSHD10

#6

#16

ABBILDUNG 25: VERGRORERUNGEN DER KERNHULLE VON 19951 uND FSHD10, FIXIERT NACH DER
HPF-METHODE

Innere und dulRere Kernmembran sind deutlich zu erkennen. Auffilligkeiten an der Kernhille und Ausstdl-
pungen der ONM sind durch schwarze Pfeile gekennzeichnet. Rote Pfeile markieren die Kernporen.
N kennzeichnet das Nukleoplasma.
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Die HPF-fixierten Kontrollzellen NO44, NO45 und 19951 enthalten groBtenteils typisch
geformte Mitochondrien mit Cristae. Daneben zeigen sich vereinzelt sehr grofRe und
lange Mitochondrien und Bereiche mit wenigen Cristae. Am auffalligsten hierbei sind die
NO44-Myoblasten.

Die Kernmembranen verlaufen parallel und meist in gleichem Abstand, wobei selten
auch leicht unregelmaRige Abschnitte erkennbar sind. Diesbezliglich weisen die NO45-

Zellen mehr Atypien auf als 19951 und diese sind wiederum auffalliger als NO44.

Bei den nach der Hochdruckgefrier-Methode fixierten erkrankten Myoblasten MO54,
MO37 und FSHD10 treten sowohl in Passage 6 als auch in Passage 16 groRRe, verzweigte
Mitochondrien mit atypischer Form auf, die wenige Cristae enthalten.

INM und ONM weisen parallele Abschnitte mit gleichmalRigen Abstdanden auf, zeigen
daneben aber auch einige unregelmaRig verlaufende Stellen mit variierender Breite des
Intermembranraumes.

Verglichen mit den gesunden Myoblasten enthalten die FSHD-Myoblasten deutlich

mehr veranderte Mitochondrien. Die Kernhiille ist dagegen nur geringfligig verandert.

AuBer bei NO44 #16 und bei FSHD10 #16 scheinen die HPF-fixierten Myoblasten in Pas-
sage 16 sowohl bei den gesunden, als auch bei den erkrankten Zellen mehr Heterochro-

matin im Bereich der INM aufzuweisen als die Myoblasten der Passage 6.
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4.1.3 VERGLEICH VON KONVENTIONELLER FIXIERUNG UND HPF

In der direkten Gegeniiberstellung von konventionell und HPF-fixierten Myoblasten soll
herausgearbeitet werden, welchen Einfluss die Fixierungsmethode auf die Zell-Morpho-
logie hat. Die Myoblasten (siehe 2.1) werden hierfiir in den Passagen 6 und 16 verwen-

det.

Abbildung 26 zeigt die Kontroll-Myoblasten NO44 in der Ubersicht.

Die Mitochondrien von NO44 zeigen sowohl nach der konventionellen Fixierung als auch
nach dem Hochdruckgefrieren in beiden Passagen meist typische Formen mit Cristae.
Daneben liegen — vor allem in Passage 16 — einzelne vergroRerte und verzweigte Mito-
chondrien vor. Diese sind durch Pfeile in Abbildung 26 gekennzeichnet. Die hochste

Schérfe wird bei den HPF-fixierten Myoblasten NO44 in Passage 6 erreicht.
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NO44 NO44
konventionell HPF

#6

#16

ABBILDUNG 26: ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UBERSICHTSAUFNAHMEN DER KONVENTIONELL UND
HPF-FIXIERTEN GESUNDEN IMIYOBLASTEN NO44

Die Aufnahmen der Myoblasten zeigen jeweils einen Ausschnitt der Kernhille. AuRerdem sind Mito-
chondrien abgebildet. Die Zell-Morphologie wurde in verschiedenen Passagen und nach unterschiedli-
chen Fixierungsmethoden untersucht. Auffallige Mitochondrien sind mit Pfeilen gekennzeichnet. In Abbil-

dung 27 sind die rot umrahmten Bereiche vergrofRert dargestellt. Das Nukleoplasma ist durch N gekenn-
zeichnet.
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Die rot umrahmten Bereiche aus den Ubersichtsaufnahmen von NO44 (siehe Abbildung

26) sind in Abbildung 27 vergrofRert dargestellt.

Die Kernhille ist bei beiden Fixierungsmethoden gut erkennbar. INM und ONM verlau-
fen parallel und nahezu immer im gleichen Abstand (siehe Abbildung 27). Kernporen,
die die Kernhiille durchsetzen, sind jeweils in beiden Passagen der NO44-Myoblasten zu

sehen und durch rote Pfeile markiert.

NO44 NO44

konventionell HPF

ABBILDUNG 27: VERGRORERTE KERNHULLEN-AUSSCHNITTE DER GESUNDEN NO44-IMIYOBLASTEN NACH

KONVENTIONELLER UND HPF-FIXIERUNG
Die innere und die duBere Kernmembran sind deutlich zu erkennen. Rote Pfeile markieren die Kernporen.
N kennzeichnet das Nukleoplasma.
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Bei den FSHD-Myoblasten MO54 weisen die Mitochondrien unabhangig von der Fixie-
rungsmethode die gleichen atypischen Formen und Verzweigungen auf. Eine reduzierte
Cristae-Zahl ist vor allem bei Passage 16 zu beobachten. In Abbildung 28 sind diese Auf-

falligkeiten der Mitochondrien durch Pfeile gekennzeichnet.

MO54 MO54
konventionell HPF

#16

ABBILDUNG 28: ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UBERSICHTSAUFNAHMEN DER FSHD-MYOBLASTEN
MO54 NACH KONVENTIONELLER UND HPF-FIXIERUNG

In den Aufnahmen der Myoblasten sind jeweils ein Ausschnitt der Kernhiille und Mitochondrien abgebil-
det. Die Zell-Morphologie wurde in verschiedenen Passagen untersucht. Zudem kamen zwei unterschied-
liche Fixierungsmethoden zum Einsatz. Auffallige Mitochondrien sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Die rot
eingerahmten Bereiche sind in Abbildung 29 vergroRert dargestellt. Das Nukleoplasma ist durch N mar-
kiert.
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Betrachtet man die Kernhiille in der VergréRerung (siehe Abbildung 29), so sind Unter-
schiede zwischen der konventionellen Fixierung und der HPF-Fixierung festzustellen. Bei
der erstgenannten Methode verlauft die ONM sehr unregelmafig und stark gewellt und
der Abstand zwischen INM und ONM variiert deutlich. Im Gegensatz dazu zeigen innere
und duBere Kernmembran der HPF-fixierten MO54-Myoblasten einen auffallig paralle-
len Verlauf. Der Abstand zwischen INM und ONM andert sich zwar stellenweise leicht,
aber die beiden Membranen sind weitgehend parallel zueinander. Auffilligkeiten der
Kernhlle und Ausstilpungen der ONM sind in Abbildung 29 mit schwarzen Pfeilen mar-
kiert.

In den Passagen 6 und bei den HPF-fixierten Myoblasten MO54 #16 sind typische Kern-
poren zu erkennen und mit roten Pfeilen gekennzeichnet.

An der Innenseite der inneren Kernmembran scheint bei den HPF-fixierten Zellen etwas
mehr Heterochromatin vorhanden zu sein als bei den konventionell fixierten Myoblas-

ten.

MO54 MO54

konventionell HPF

ABBILDUNG 29: VERGROBERUNGS-AUSSCHNITTE DER KERNHULLE VON MIO54 NACH KONVENTIONEL-
LER UND HPF-FIXIERUNG

Innere und duRere Kernmembran sind deutlich zu erkennen. Schwarze Pfeile kennzeichnen Auffalligkeiten
der Kernhiille und Ausstiilpungen der ONM. Typische Kernporen sind durch rote Pfeile markiert. Das Nuk-
leoplasma ist durch N gekennzeichnet.
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Abbildung 30 zeigt Ubersichtsaufnahmen der Kontrollzellen NO45 nach HPF- und kon-
ventioneller Fixierung. Bei Betrachtung der Mitochondrien (siehe Pfeile in Abbildung 30)
fallen sowohl bei der konventionellen Fixierung (#6 und #16), als auch bei der HPF-Me-
thode (#16) vereinzelt Verzweigungen und leicht atypische Formen auf. Die Cristae feh-

len stellenweise, was den Eindruck eines Leerraums erweckt.

NO45 NO45
konventionell HPF

ABBILDUNG 30: ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UBERSICHTSAUFNAHMEN DER KONVENTIONELL UND

HPF-FIXIERTEN KONTROLLZELLEN NO45

In den Aufnahmen der Myoblasten sind jeweils ein Ausschnitt der Kernhiille sowie Mitochondrien darge-
stellt. Die Zell-Morphologie wurde in verschiedenen Passagen und Fixierungsmethoden untersucht. Auf-
fallige Mitochondrien sind mit Pfeilen gekennzeichnet. In Abbildung 31 sind die rot umrandeten Bereich
vergréRert gezeigt. Durch N ist das Nukleoplasma gekennzeichnet.
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Die rot eingerahmten Bereiche der Kernhiille aus den Ubersichtsaufnahmen (siehe Ab-

bildung 30) sind in Abbildung 31 vergroRert dargestellt.

Die dullere und die innere Kernmembran von NO45 verlaufen bei beiden Fixierungsme-
thoden meist parallel. Stellenweise treten leichte UnregelmaRigkeiten auf. Nach der
konventionellen Methode fixierte Zellen zeigen teilweise einen leicht gewellten Verlauf
der ONM. Dieser ist in Abbildung 31 mit schwarzen Pfeilen markiert. Weiterhin sind je-
weils in Passage 6 typische Kernporen mit roten Pfeilen gekennzeichnet. An der Kern-
hiille der HPF-fixierten NO45-Myoblasten in Passage 16 imponiert die im Vergleich zu

den anderen Myoblasten scheinbare Anhdufung von Heterochromatin.

NO45 NO45
konventionell HPF

ABBILDUNG 31: VERGRORERTE AUSSCHNITTE DER KERNHULLE DER GESUNDEN IVIYOBLASTEN NO45

NACH KONVENTIONELLER UND HPF-FIXIERUNG

Die innere und die duBere Kernmembran sind deutlich zu erkennen. Auffalligkeiten an der Kernhiille und
Ausstilpungen der ONM sind durch schwarze Pfeile gekennzeichnet. Rote Pfeile markieren die Kernporen.
N kennzeichnet das Nukleoplasma.
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In den Ubersichtsaufnahmen der unterschiedlich fixierten erkrankten Myoblasten
MO37 sind bei beiden Fixierungsmethoden in den Passsagen 6 und 16 auffallige Mito-
chondrien zu erkennen (siehe Pfeile in Abbildung 32). Einigen fehlen Cristae, einige wei-
sen Verzweigungen auf und andere sind deutlich vergroRert. Bei den HPF-fixierten My-

oblasten MO37 in Passage 6 imponiert der gezackte Verlauf der Kernhdille.

MO37 MO37
konventionell HPF

ABBILDUNG 32: ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UBERSICHTSAUFNAHMEN DER MO37-MYOBLASTEN

VON FSHD-PATIENTEN NACH KONVENTIONELLER UND HPF-FIXIERUNG

Die Aufnahmen der Myoblasten zeigen jeweils einen Ausschnitt der Kernhiille, wobei die rot umrandeten
Bereiche in Abbildung 33 in VergroRerung dargestellt sind. Weiterhin sind Mitochondrien abgebildet. Die
Zell-Morphologie wurde in verschiedenen Passagen untersucht. Auerdem wurden zwei Fixierungsme-
thoden angewandt. Auffallige Mitochondrien sind mit Pfeilen markiert. Das Nukleoplasma ist durch N ge-
kennzeichnet.
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Im Verlauf der Kernhille unterscheiden sich die konventionell und HPF-fixierte FSHD-
Myoblasten MO37. Erstere zeigen verschiedene Abstande zwischen INM und ONM. Die
Membranen sind nicht parallel zueinander und die ONM verlauft gewellt und unregel-
maRig. Die Kernmembranen der HPF-fixierten Zellen sind teilweise gut, teilweise
schlecht erkennbar. Sie verlaufen meist parallel, wobei auch leicht wellenférmige Ab-
schnitte auftreten. Weiterhin fallt auf, dass die ONM im Gegensatz zu den konventionell
fixierten Myoblasten keine Ausstilpungen zeigt. Auffalligkeiten der Kernhille sind in Ab-
bildung 33 durch schwarze Pfeile gekennzeichnet.

Die Kernporen sind in Passage 6 bei beiden Fixierungsmethoden deutlich erkennbar und
mit roten Pfeile in Abbildung 33 markiert.

Das Heterochromatin an der Kernhiille scheint bei den HPF-fixierten Myoblasten homo-

gener verteilt zu sein als bei den konventionell fixierten Myoblasten.
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MO037
konventionell

ABBILDUNG 33: VERGRORERTE AUSSCHNITTE DER KERNHULLE DER ERKRANKTEN M O37-MYOBLASTEN
NACH KONVENTIONELLER UND HPF-FIXIERUNG

Innere und duBere Kernmembran sind deutlich zu erkennen. Auffalligkeiten an der Kernhiille und Ausstil-
pungen der ONM sind durch schwarze Pfeile gekennzeichnet. Rote Pfeile markieren die Kernporen.
N kennzeichnet das Nukleoplasma.
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In den Ubersichtsaufnahmen der unterschiedlich fixierten Myoblasten (siehe Abbildung
34) zeigen die Mitochondrien der Kontrollzellen 19951 meist typische Formen. Einzelne
leichte Atypien, verzweigte Abschnitte und Bereiche mit reduzierten Cristae sind mit

Pfeilen markiert (siehe Abbildung 34).

19951 19951
konventionell HPF

ABBILDUNG 34: ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE AUFNAHMEN DER KONVENTIONELL UND HPF-FIXIERTEN
KONTROLLZELLEN 19951 IN DER UBERSICHT

Die Aufnahmen der Myoblasten zeigen jeweils einen Ausschnitt der Kernhille und Mitochondrien. Die
Zell-Morphologie wurde in verschiedenen Passagen untersucht. Zudem kamen zwei unterschiedliche
Fixierungsmethoden zum Einsatz. Auffillige Mitochondrien sind mit Pfeilen gekennzeichnet. In Ab-
bildung 35 sind die rot umrandeten Bereiche vergroBert dargestellt. N kennzeichnet das Nukleoplasma.
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Die Kernhiille der Kontroll-Myoblasten 19951 weist bei beiden Fixierungsmethoden in
den Passagen 6 und 16 einen dhnlichen Verlauf auf. INM und ONM sind meist parallel
zueinander, wobei INM und ONM der HPF-fixierten Myoblasten einen geraderen und
ruhigeren Verlauf zeigen. Die dullere Kernmembran der konventionell fixierten Zellen
verlauft teilweise leicht gewellt und etwas unregelmaRig. Auffalligkeiten der Kernhiille
sind in Abbildung 35 durch schwarze Pfeile markiert.

Typische Kernporen sind bei allen abgebildeten Myoblasten gut zu erkennen (siehe rote

Pfeile in Abbildung 35).

19951 19951
konventionell HPF

ABBILDUNG 35: VERGRORERUNGEN DER KERNHULLE DER KONVENTIONELL UND HPF-FIXIERTEN KON-

TROLL-MYOBLASTEN 19951

Die innere und die duBere Kernmembran sind deutlich zu erkennen. Auffalligkeiten an der Kernhiille und
Ausstilpungen der ONM sind durch schwarze Pfeile gekennzeichnet. Rote Pfeile markieren die Kernporen.
N kennzeichnet das Nukleoplasma.
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In der Ubersicht zeigen die erkrankten Myoblasten FSHD10 bei beiden Fixierungsmetho-
den dhnliche atypisch geformte und verlangerte Mitochondrien. Einigen fehlen Cristae,
wodurch ein Leerraum entsteht. Auffallige Mitochondrien sind in Abbildung 36 durch

Pfeile markiert.

FSHD10 FSHD10
konventionell HPF

ABBILDUNG 36: ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UBERSICHTSAUFNAHMEN DER ERKRANKTEN FSHD10-

IMIYOBLASTEN NACH KONVENTIONELLER UND HPF-FIXIERUNG

In den Aufnahmen der Myoblasten sind jeweils ein Ausschnitt der Kernhiille und Mitochondrien darge-
stellt. Zur Untersuchung der Zell-Morphologie wurden unterschiedliche Passagen und zwei verschiedene
Fixierungsmethoden verwendet. Auffillige Mitochondrien sind mit Pfeilen markiert. Die rot eingerahmten
Ausschnitte sind vergroRert in Abbildung 37 gezeigt. N kennzeichnet das Nukleoplasma.
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Die Kernhille der konventionell fixierten Myoblasten FSHD10 weist einen unregelmafi-
gen und gewellten Verlauf der ONM auf, der in Abbildung 37 mit schwarzen Pfeilen mar-
kiert ist. Im Gegensatz dazu sind INM und ONM der HPF-fixierten Zellen haufig parallel
zueinander, wobei der Abstand der Kernmembranen und damit die Breite des Inter-
membranraums stellenweise leicht variiert (siehe schwarze Pfeile in Abbildung 37).

Typische Kernporen sind in Abbildung 37 durch rote Pfeile markiert.

FSHD10 FSHD10
konventionell HPF

ABBILDUNG 37: VERGRORERUNGS-AUSSCHNITTE DER KERNHULLE VON FSHD10 NACH KONVENTIONEL-

LER UND HPF-FIXIERUNG

Innere und dulere Kernmembran sind deutlich erkennbar. Auffalligkeiten an der Kernhille und Ausstil-
pungen der ONM sind durch schwarze Pfeile markiert. Rote Pfeile kennzeichnen die Kernporen. Das Nuk-
leoplasma ist durch N gekennzeichnet.
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Beim Vergleich der beiden Fixierungsmethoden fallen Gemeinsamkeiten und Unter-

schiede auf.

Die Feinstrukturen und das Zytoskelett werden bei der konventionellen Fixierung klarer

dargestellt.

Fir die Untersuchung der Kernmembranen sind beide Methoden geeignet.

Sowohl bei der konventionellen Fixierung, als auch nach dem Hochdruckgefrieren wer-
den ONM und INM meist sehr schon und deutlich sichtbar. Der Abstand zwischen inne-
rer und duBerer Kernmembran wird jedoch nach der HPF-Fixierung scharfer abgebildet.
Auffallig ist jedoch der unterschiedliche Verlauf der Kernhiille bei konventionell und
HPF-fixierten Myoblasten. Nach konventioneller Fixierung zeigt die ONM — hauptsach-
lich bei den erkrankten Zellen — Ausstilpungen und deutliche UnregelmaRigkeiten. In-
nere und duBere Kernmembran der gesunden Myoblasten verlaufen meist parallel. Die
HPF-fixierten Myoblasten weisen einen geraderen und ruhigeren Verlauf der Kernhiille
auf. Sowohl die FSHD-Myoblasten als auch die entsprechenden Kontroll-Myoblasten zei-

gen im Vergleich zu konventionell fixierten Zellen parallel verlaufende INM und ONM.

Bei der Darstellung der Mitochondrien liefern die elektronenmikroskopischen Aufnah-
men nach dem Hochdruckgefrieren und der Gefriersubstitution bessere Ergebnisse. Die
Membranen der Mitochondrien werden hierbei deutlich scharfer abgebildet. Atypisch
geformte, verzweigte und vergrofRerte Mitochondrien treten bei beiden Fixierungsme-

thoden vor allem bei den erkrankten Myoblasten auf.
Die Kernporen sind bei beiden Fixierungsmethoden gut erkennbar.

Bei der konventionellen Fixierung scheint das Heterochromatin insgesamt deutlicher er-

kennbar zu sein und scharfer abgrenzbar zu sein als bei den HPF-fixierten Myoblasten.
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4.2 INDIREKTE IMMUNFLUORESZENZ

Die indirekte Immunfluoreszenz dient zum Nachweis bestimmter Proteine in den My-
oblasten und Analyse deren Verteilung innerhalb der Zelle. Der Primarantikorper bindet
dabei spezifisch an das entsprechende Antigen. Um diesen unter dem Fluoreszenzmik-
roskop sichtbar zu machen, wird ein Sekundarantikérper eingesetzt, der spezifisch an
den Primarantikorper bindet und an ein Fluorochrom gekoppelt ist. Weiterhin wird
Hoechst hinzugegeben. Dieser Nukleinsaure-Farbstoff farbt durch Bindung an die DNA

die Zellkerne an, welche dann unter dem Mikroskop zu erkennen sind.

In vorangegangenen Untersuchungen von EDMD-Zellen zeigten sich bei den erkrankten
Myoblasten fluoreszenzmikroskopische Veranderungen von Lamin A/C (Reichart et al.,
2004). Aufgrund der phanotypisch dhnlichen Auspragung von EDMD und FSHD, wird ne-
ben den Methoden der Elektronenmikroskopie das Vorliegen und die Verteilung ver-
schiedener Proteine in FSHD-Myoblasten mittels indirekter Immunfluoreszenz unter-
sucht und mit den Kontrollzellen verglichen.

Zur Beurteilung der Kernhiille wird neben dem Antikorper gegen Lamin A/C auch ein
Antikorper, der die Kernporen detektiert, eingesetzt.

Da in den elektronenmikroskopischen Untersuchungen auch veranderte Mitochondrien
auffielen, werden mithilfe des Antikérpers ANT1/2, der an den Adenin-Nukleotid-
Translokator der inneren Mitochondrienmembran bindet, auch diese fluoreszenzmikro-

skopisch untersucht.

91



Ergebnisse

4.2.1 NACHWEIS UND VERTEILUNG DER LAMINE A UND C

Die in der Kernlamina enthaltenen Lamine A und C sollen bei den FSHD-Myoblasten
nachgewiesen und auf Auffalligkeiten hinsichtlich ihrer Verteilung untersucht werden.
Daflir wird ein Primarantikorper verwendet, der Lamin A/C erkennt. Durch die Bindung
des Sekundarantikérpers Anti-Maus Texas red wird Lamin A/C als intensiv-rote Farbung

in der Zellkern-Peripherie unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar.

Pro Zellline werden jeweils die Passagen 6 und 16 (#6 und #16) untersucht.
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Lamin A/C ist bei den Kontroll-Myoblasten NO44 in Passage 6 gleichmaRig verteilt und
wird im Randbereich des Zellkerns als intensiv-rote Anreicherung sichtbar (siehe Abbil-
dung 38 C). In der Hoechst-Farbung und bei Lamin A/C und Anti-Maus Texas-red ist ein
leicht unregelmalig geformter Zellkern zu erkennen (siehe Pfeile in Abbildung 38 B

und C).

ABBILDUNG 38: LOKALISATION VON LAMIN A/C DURCH IMMUNFLUORESZENZ AUF DIE KONTROLL-MY-
OBLASTEN NO44 #6

Bei den Kontrollzellen NO44 #6 ist eine deutliche Anreicherung von Lamin A/C in der Zellkern-Peripherie
erkennbar. Ein leicht atypisch geformter Zellkern ist durch weiRRe Pfeile markiert. Zur DNA-Lokalisation
wurde der Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Lamin A/C; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Bei den FSHD-Myoblasten MO54 #6 ist eine gleichmaBige intensiv-rote Anreicherung
von Lamin A/C im Randbereich des Zellkerns bei Lamin A/C und Anti-Maus Texas-red zu
erkennen (siehe Abbildung 39 C). Leicht unregelmaRig geformte Zellkerne sind mit Pfei-
len in der Hoechst-Farbung und bei Lamin A/C und Anti-Maus Texas-red gekennzeichnet

(siehe Abbildung 39 B und C).

ABBILDUNG 39: LOKALISATION VON LAMIN A/C DURCH IMMUNFLUORESZENZ AUF DIE FSHD-MY-
OBLASTEN MO54 #6

Lamin A/C ist bei den erkrankten Myoblasten MO54 in Passage 6 in der Zellkern-Peripherie angereichert.
Leicht atypisch geformte Zellkerne mit Ausstiilpungen sind durch weille Pfeile markiert. Zur DNA-Lokali-
sation wurde der Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Lamin A/C; D: Uberlagerung von A, B und C.
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In Abbildung 40 sind die Kontrollzellen NO44 in Passage 16 dargestellt. Bei Lamin A/C
und Anti-Maus Texas-red ist die Anreicherung von Lamin A/C in der Kern-Peripherie
deutlich erkennbar (siehe Abbildung 40 C). Es weist eine homogene Verteilung auf. Auf-
fallig sind die atypisch geformten Zellkerne mit leichten Ausstiilpungen (siehe Pfeile in

Abbildung 40 B und C).

ABBILDUNG 40: LOKALISATION VON LAMIN A/C DURCH IMMUNFLUORESZENZ AUF DIE GESUNDEN MY-
OBLASTEN NO44 #16

Bei den Kontrollzellen NO44 #16 zeigt sich eine deutliche Anreicherung von Lamin A/C als rote Farbung in
der Zellkern-Peripherie. Leicht atypisch geformte Zellkerne mit Ausstiilpungen sind durch weille Pfeile
markiert. Zur DNA-Lokalisation wurde der Nukleinsaure-Farbstoff Hoechst verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Lamin A/C; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Die FSHD-Myoblasten MO54 #16 zeigen eine Lamin A/C-Anreicherung im Randbereich
des Zellkerns (siehe Abbildung 41 C). In der jeweils linken Bildhilfte fallt sowohl in der
Hoechst-Farbung als auch bei Lamin A/C und Anti-Maus Texas-red ein atypisch geform-

ter Zellkern mit einer Ausstlilpung auf (siehe Pfeile in Abbildung 41 B und C).

ABBILDUNG 41: LOKALISATION VON LAMIN A/C DURCH IMMUNFLUORESZENZ AUF DIE FSHD-MY-

OBLASTEN MO54 #16

Die erkrankten Myoblasten MO54 #16 zeigen eine Fluoreszenz in der Zellkern-Peripherie. Ein atypisch
geformter Zellkern mit Ausstilpungen ist durch weilRe Pfeile markiert. Zur DNA-Lokalisation wurde der
Nukleinsaure-Farbstoff Hoechst verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Lamin A/C; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Bei den Kontrollzellen NO45 in Passage 6 zeigt sich eine Fluoreszenz im Randbereich des
Zellkerns bei Lamin A/C und Anti-Maus Texas-red (siehe Abbildung 42 C). In der Hoechst-
Farbung und bei Lamin A/C und Anti-Maus Texas-red fallt ein leicht atypisch geformter

Zellkern auf (siehe Pfeile in Abbildung 42 B und C).

ABBILDUNG 42: LOKALISATION VON LAMIN A/C DURCH IMMUNFLUORESZENZ AUF DIE GESUNDEN MY-
OBLASTEN NO45 #6

Bei den Kontrollzellen NO45 #6 ist eine deutliche Anreicherung von Lamin A/C als intensiv-rote Farbung
in der Zellkern-Peripherie erkennbar. WeiRRe Pfeile markieren einen leicht atypisch geformten Zellkern.
Zur DNA-Lokalisation wurde der Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Lamin A/C; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Abbildung 43 zeigt die erkrankten Zellen MO37 #6. Die Lamine A und C sind vorhanden,
homogen verteilt und treten als gleichmaRige intensiv-rote Farbung im Randbereich des
Zellkerns in Erscheinung (siehe Abbildung 43 C). Pfeile markieren in Abbildung 43 B

und C einen atypisch geformten Zellkern mit einer leichten Ausstiilpung.

ABBILDUNG 43: LOKALISATION VON LAMIN A/C DURCH IMMUNFLUORESZENZ AUF DIE FSHD-MY-
OBLASTEN MO37 #6

Die erkrankten Myoblasten MO37 #6 zeigen eine Fluoreszenz in der Zellkern-Peripherie. Ein atypisch ge-
formter Zellkern mit Ausstllpung ist durch weiRe Pfeile markiert. Zur DNA-Lokalisation wurde der Nukle-
insdure-Farbstoff Hoechst verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Lamin A/C; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Die Kontroll-Myoblasten NO45 #16 sind in Abbildung 44 dargestellt. Bei Lamin A/C und
Anti-Maus Texas-red ist eine gleichmaRige Anreicherung von Lamin A/C in der Zellkern-
Peripherie zu erkennen. In Abbildung 44 B und C sind zwei nahe nebeneinanderliegende

Zellkerne mit einem Pfeil markiert.

ABBILDUNG 44: LOKALISATION VON LAMIN A/C DURCH IMMUNFLUORESZENZ AUF DIE KONTROLLZEL-
LEN NO45 #16

Bei den Kontrollzellen NO45 in Passage 16 ist eine deutliche LaminA/C-Anreicherung in der Zellkern-Peri-
pherie erkennbar. WeilRe Pfeile markieren zwei nahe nebeneinanderliegende Zellkerne. Der Nuklein-
saure-Farbstoff Hoechst wurde zur DNA-Lokalisation verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Lamin A/C; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Bei den FSHD-Myoblasten MO37 in Passage 16 liegt eine homogene Verteilung der La-
mine A und C in der Kernlamina vor. Dies ist an der Fluoreszenz im Randbereich des

Zellkerns in Abbildung 45 C zu erkennen.

ABBILDUNG 45: LOKALISATION VON LAMIN A/C DURCH IMMUNFLUORESZENZ AUF DIE FSHD-MY-

OBLASTEN MO37 #16

Die erkrankten Myoblasten MO37 #16 zeigen eine Anreicherung von Lamin A/C in der Zellkern-Peripherie.
Zur DNA-Lokalisation wurde der Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Lamin A/C; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Abbildung 46 zeigt die Kontroll-Myoblasten 19951 in Passage 6. Im Bildausschnitt C ist
in der Zellkern-Peripherie eine gleichmaRige Fluoreszenz zu erkennen. Lamin A/C ist so-
mit vorhanden und homogen verteilt. Die Pfeile in Abbildung 46 B und C markieren einen

atypisch geformten Zellkern, der leichte Ausstiilpungen aufweist.

ABBILDUNG 46: LOKALISATION VON LAMIN A/C DURCH IMMUNFLUORESZENZ AUF DIE KONTROLL-MY-
OBLASTEN 19951 #6

Bei den Kontrollzellen 19951 in Passage 6 ist eine deutliche Anreicherung von Lamin A/C als intensiv-rote
Farbung in der Zellkern-Peripherie erkennbar. Ein leicht atypisch geformter Zellkern ist durch weile Pfeile
markiert. Der Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst wurde zur DNA-Lokalisation verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Lamin A/C; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Die erkrankten Myoblasten FSHD10 #6 weisen eine gleichmaRige Verteilung von La-
min A/C auf, was als intensiv-rote Farbung in der Zellkern-Peripherie in Abbildung 47 C
erkennbar ist. In der Hoechst-Farbung und bei Lamin A/C und Anti-Maus Texas-red mar-
kieren Pfeile einen leicht unregelmalig geformten Zellkern (siehe Abbildung 47 B

und C).

ABBILDUNG 47: LOKALISATION VON LAMIN A/C DURCH IMMUNFLUORESZENZ AUF DIE ERKRANKTEN
MYOBLASTEN FSHD10 #6

Bei den FSHD-Myoblasten FSHD10 in Passage 6 zeigt sich eine Fluoreszenz in der Kernperipherie. Weil3e
Pfeile markieren einen atypisch geformten Zellkern mit leichter Ausstiilpung. Zur DNA-Lokalisation wurde
der Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Lamin A/C; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Bei der Kontrolle 19951 in Passage 16 ist in Abbildung 48 C eine gleichmaRige Anreiche-

rung von Lamin A/C in der Zellkern-Peripherie nachweisbar.

ABBILDUNG 48: LOKALISATION VON LAMIN A/C DURCH IMMUNFLUORESZENZ AUF DIE KONTROLL-MY-
OBLASTEN 19951 #16

Die Kontrollzellen 19951 #16 weisen eine Anreicherung von Lamin A/C in der Zellkern-Peripherie auf. Zur
DNA-Lokalisation wurde der Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst verwendet.
A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Lamin A/C; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Die erkrankten Myoblasten FSHD10 #16 zeigen eine homogene Verteilung der Lamine A
und C, was durch eine gleichmaRige Anreicherung im Randbereich des Zellkerns sichtbar
wird (siehe Abbildung 49 C). Ein atypisch geformter Zellkern mit einer leichten Ausstiil-

pung ist in Abbildung 49 B und C jeweils mit einem Pfeil gekennzeichnet.

ABBILDUNG 49: LOKALISATION VON LAMIN A/C DURCH IMMUNFLUORESZENZ AUF DIE FSHD-MY-

OBLASTEN FSHD10 #16

Bei den erkrankten Myoblasten FSHD10 in Passage 16 ist eine deutliche Anreicherung von Lamin A/C als
intensiv-rote Farbung in der Zellkern-Peripherie erkennbar. Ein leicht atypisch geformter Zellkern ist durch
weiRe Pfeile markiert. Zur DNA-Lokalisation wurde der Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Lamin A/C; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Insgesamt kann festgestellt werden, dass die Lamine A und C sowohl bei den Myoblasten
der FSHD-Patienten, als auch bei den Kontrollzellen nachweisbar sind. Hinsichtlich ihrer
Verteilung sind keine Unterschiede zu beobachten. Betrachtet man die einzelnen Passa-
gen der untersuchten Myoblasten, kdnnen die Lamine A und C in der niedrigen Passage
6 und in der hohen Passage 16 nachgewiesen werden. Sie sind in beiden Proben jeweils
homogen verteilt. Sowohl in der Hoechst-Farbung, als auch bei Lamin A/C und Anti-
Maus Texas-red treten vor allem bei den erkrankten Zellen leicht atypische Zellkerne mit

unterschiedlicher Zellkernform und Ausstilpungen auf.

4.2.2 NACHWEIS UND VERTEILUNG DER KERNPOREN

Die Untersuchung der Kernporen und ihrer Verteilung erfolgt mittels des Primarantikor-
pers Mab414, der an Nukleoporine mit FXFG-Motiv bindet. Als Sekundarantikérper wird
Anti-Maus Texas-red verwendet. Dadurch kénnen die Kernporen (ber die rote Plinkt-

chenfluoreszenz an den Nukleoporinen lokalisiert werden.

Pro Zellline wurden jeweils die Passagen 6 und 16 (#6 und #16) untersucht.
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Bei den Kontrollzellen NO44 in Passage 6 sind die roten Fluoreszenz-Signale an den Nuk-
leoporinen, die die Kernporen detektieren, homogen verteilt (siehe Abbildung 50 C).

Eine Zytokinese ist jeweils mit einem Pfeil markiert (siehe Abbildung 50).

ABBILDUNG 50: IMMUNFLUORESZENZ MIT DEM ANTIKORPER MAB414 GEGEN PROTEINE DER KERNPO-
RENKOMPLEXE AUF DIE KONTROLLZELLEN NO44 #6
Die gesunden Myoblasten NO44 in Passage 6 zeigen homogen verteilte Fluoreszenz-Signale im Zellkern.

Weille Pfeile markieren eine Zytokinese. Zur DNA-Lokalisation wurde der Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst
verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Mab414; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Die Kernporen der erkrankten Myoblasten MO54 #6 sind als rote Plinktchenfluoreszenz

an den Nukleoporinen in Abbildung 51 C zu sehen und zeigen eine homogene Verteilung.

ABBILDUNG 51: IMMUNFLUORESZENZ MIT DEM ANTIKORPER MAB414 GEGEN PROTEINE DER KERNPO-
RENKOMPLEXE AUF DIE FSHD-MyYoBLASTEN MO54 #6

Bei den erkrankten Myoblasten MO54 #6 zeigen sich homogen verteilte Fluoreszenz-Signale im Zellkern.
Zur DNA-Lokalisation wurde der Nukleinsaure-Farbstoff Hoechst verwendet.
A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Mab414; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Abbildung 52 zeigt die Aufnahmen der Kontrollzellen NO44 in Passage 16. Bei Mab414
und dem Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikérper Anti-Maus Texas-red ist eine
gleichméaRige Verteilung der roten Signale erkennbar (siehe Abbildung 52 C). In der

Hoechst-Farbung ist ein atypisch geformter Zellkern mit Ausstilpung zu sehen (siehe

Pfeil in Abbildung 52 B).

ABBILDUNG 52: IMMUNFLUORESZENZ MIT DEM ANTIKORPER IMAB414 GEGEN PROTEINE DER KERNPO-
RENKOMPLEXE AUF DIE KONTROLL-MYOBLASTEN NO44 #16

Bei den gesunden Myoblasten NO44 #16 zeigen die Fluoreszenz-Signale im Zellkern eine homogene Ver-
teilung. Ein atypisch geformter Zellkern mit Ausstllpung ist mit einem weilRen Pfeil markiert. Zur DNA-
Lokalisation wurde der Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Mab414; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Die Kernporen von M0O54 #16, die durch rote Plinktchenfluoreszenz an den Nukleopori-
nen in Abbildung 53 C sichtbar werden, weisen eine homogene Verteilung auf. Leicht
atypisch geformte Zellkerne mit Ausstiilpungen sind mit Pfeilen in der Hoechst-Farbung

gekennzeichnet (siehe Abbildung 53 B).

ABBILDUNG 53: IMMUNFLUORESZENZ MIT DEM ANTIKORPER MAB414 GEGEN PROTEINE DER KERNPO-
RENKOMPLEXE AUF DIE ERKRANKTEN MYOBLASTEN MO54 #16

Die FSHD-Myoblasten MO54 #16 zeigen homogen verteilte Fluoreszenz-Signale im Zellkern. WeiRRe Pfeile
markieren leicht atypisch geformte Zellkerne mit Ausstiilpungen. Der Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst

wurde zur DNA-Lokalisation verwendet.
A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Mab414; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Bei den Kontrollzellen NO45 #6 zeigt sich eine homogene Verteilung der roten Signale

und damit der Kernporen bei Mab414 und Anti-Maus Texas-red (siehe Abbildung 54 C).

ABBILDUNG 54: IMMUNFLUORESZENZ MIT DEM ANTIKORPER MAB414 GEGEN PROTEINE DER KERNPO-

RENKOMPLEXE AUF DIE GESUNDEN MYOBLASTEN NO45 #6

Bei der Kontrolle NO45 in Passage 6 zeigen die Fluoreszenz-Signale im Zellkern eine homogene Verteilung.
Zur DNA-Lokalisation wurde der Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Mab414; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Die Kernporen der erkrankten Myoblasten MO37 #6 zeigen eine gleichmalige Vertei-
lung. In Abbildung 55 C ist eine homogene rote Signalgebung an den Nukleoporinen mit
FXFG-Motiv durch Mab414 und den Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikorper

Anti-Maus Texas-red erkennbar.

ABBILDUNG 55: IMMUNFLUORESZENZ MIT DEM ANTIKORPER IMAB414 GEGEN PROTEINE DER KERNPO-

RENKOMPLEXE AUF DIE FSHD-MYOBLASTEN MO37 #6

Die erkrankten Myoblasten MO37 #6 weisen gleichméRig verteilte rote Fluoreszenz-Signale im Zellkern
auf. Zur DNA-Lokalisation wurde der Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Mab414; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Die Kontrollzellen NO45 #16 zeigen eine gleichmaRige Verteilung der roten Fluoreszenz-
Signale an den Nukleoporinen und somit der Kernporen bei Mab414 und Anti-Maus

Texas-red (siehe Abbildung 56 C).

ABBILDUNG 56: IMMUNFLUORESZENZ MIT DEM ANTIKORPER MAB414 GEGEN PROTEINE DER KERNPO-

RENKOMPLEXE AUF DIE KONTROLL-IMIYOBLASTEN NO45 #16

Bei den gesunden Myoblasten NO45 #16 zeigen die Fluoreszenz-Signale im Zellkern eine homogene Ver-
teilung. Der Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst wurde zur DNA-Lokalisation verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Mab414; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Bei den FSHD-Myoblasten MO37 in Passage 16 ist eine homogene Verteilung der Signale
(siehe Abbildung 57 C) und damit der Kernporen festzustellen. Bei Hoechst (siehe Abbil-
dung 57 B) sind atypisch geformte Zellkerne mit leichten Ausstiilpungen zu erkennen
und mit Pfeilen markiert. Weiterhin kann eine Zytokinese beobachtet werden (siehe je-

weils linken oberen Bildausschnitt in Abbildung 57).

ABBILDUNG 57: IMMUNFLUORESZENZ MIT DEM ANTIKORPER MAB414 GEGEN PROTEINE DER KERNPO-

RENKOMPLEXE AUF DIE FSHD-MYOBLASTEN MO37 #16

Die erkrankten Myoblasten MO37 in Passage 16 zeigen homogen verteilte Fluoreszenz-Signale im Zell-
kern. WeilRe Pfeile markieren atypisch geformte Zellkerne mit leichten Ausstiilpungen. Eine Zytokinese ist
jeweils im linken oberen Bildausschnitt zu erkennen. Zur DNA-Lokalisation wurde der Nukleinsaure-Farb-
stoff Hoechst verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Mab414; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Die Kontrollzellen 19951 zeigen in Passage 6 eine gleichmalige Verteilung der Kern-
poren. In Abbildung 58 C ist diese durch das homogene Auftreten der punktférmigen

roten Fluoreszenz-Signale im Bereich der Zellkerne erkennbar.

ABBILDUNG 58: IMMUNFLUORESZENZ MIT DEM ANTIKORPER MAB414 GEGEN PROTEINE DER KERNPO-

RENKOMPLEXE AUF DIE KONTROLLZELLEN 19951 #6

Bei den gesunden Myoblasten 19951 #6 zeigen die Fluoreszenz-Signale im Zellkern eine homogene Ver-
teilung. Der Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst wurde zur DNA-Lokalisation verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Mab414; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Bei den erkrankten Zellen FSHD10 in Passage 6 liegt eine homogene Verteilung der roten
Signale vor (siehe Abbildung 59 C). In der Hoechst-Farbung ist ein Zellkern mit leicht

unregelmaliger Form zu erkennen und mit einem Pfeil in Abbildung 59 B markiert.

ABBILDUNG 59: IMMUNFLUORESZENZ MIT DEM ANTIKORPER MAB414 GEGEN PROTEINE DER KERNPO-
RENKOMPLEXE AUF DIE ERKRANKTEN MYOBLASTEN FSHD10 #6

Die FSHD-Myoblasten FSHD10 #6 weisen homogen verteilte Fluoreszenz-Signale im Zellkern auf. Ein leicht
atypisch geformter Zellkern ist mit einem weiRen Pfeil markiert. Der Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst
wurde zur DNA-Lokalisation verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Mab414; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Bei den Kontrollzellen 19951 #16 ist eine homogene Verteilung der roten Signale und
damit der Kernporen in der Kernhiille festzustellen (siehe Abbildung 60 C). Die starker
rot bzw. blau fluoreszierenden Bereiche (siehe Pfeile in Abbildung 60 B und C) zeigen die

Telophase einer Kernteilung bis beginnende Zytokinese.

ABBILDUNG 60: IMMUNFLUORESZENZ MIT DEM ANTIKORPER MAB414 GEGEN PROTEINE DER KERNPO-
RENKOMPLEXE AUF DIE GESUNDEN MYOBLASTEN 19951 #16

Die Kontroll-Myoblasten 19951 #16 weisen eine homogene Verteilung der Fluoreszenz-Signale im Zellkern
auf. Weile Pfeile kennzeichnen die Telophase einer Kernteilung bis beginnende Zytokinese. Der Nuklein-

saure-Farbstoff Hoechst wurde zur DNA-Lokalisation verwendet.
A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Mab414; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Die FSHD-Myoblasten FSHD10 zeigen in Passage 16 eine gleichmaBige Verteilung der
Kernporen. In Abbildung 61 C ist diese durch das homogene Auftreten der punktférmi-
gen roten Fluoreszenz-Signale im Bereich der Zellkerne erkennbar. In der Hoechst-Far-
bung (siehe Abbildung 61 B), sind nahe beieinanderliegende Zellkerne mit einem Pfeil

markiert.

ABBILDUNG 61: IMMUNFLUORESZENZ MIT DEM ANTIKORPER IMAB414 GEGEN PROTEINE DER KERNPO-
RENKOMPLEXE AUF DIE ERKRANKTEN MYOBLASTEN FSHD10 #16

Bei den FSHD-Myoblasten FSHD10 in Passage 16 zeigt sich eine homogene Verteilung der Fluoreszenz-
Signale im Zellkern. Nahe beieinanderliegende Zellkerne sind durch einen weiRRen Pfeil gekennzeichnet.
Zur DNA-Lokalisation wurde der Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: Mab414; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Bei den Untersuchungen der Myoblasten mit dem Primarantikorper Mab414 und dem
Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikérper Anti-Maus Texas-red sind keine Unter-
schiede in der Signalgebung zwischen den FSHD-Myoblasten und den Kontroll-Myoblas-
ten festzustellen. Die Kernporen weisen keine Veranderungen beziglich ihres Vorkom-
mens und ihrer Verteilung auf. Dies ist durch die rote Plinktchenfluoreszenz an den Nuk-
leoporinen mit FXFG-Motiv nachweisbar. Zwischen den einzelnen Passagen sind keine
Unterschiede erkennbar. Sowohlin der Hoechst-Farbung, als auch bei Mab414 und Anti-
Maus Texas-red fallen bei den erkrankten Myoblasten leichte Atypien der Zellkernform

mit Ausstilpungen auf.

4.2.3 NACHWEIS UND VERTEILUNG VON ANT1 unD ANT2

Wie in friheren Studien bereits festgestellt wurde, weisen Mitochondrien von FSHD-
Patienten morphologische Veranderungen und Dysfunktionen auf, wodurch die Musku-
latur funktionell beeintrachtigt ist (Turki et al., 2012). Daher werden neben der Kern-
hille auch die Mitochondrien fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

Mit dem Antikorper ANT1/2, der an den Adenin-Nukleotid-Translokator der inneren Mi-
tochondrienmembran bindet, wird das Vorhandensein, die Anordnung und die Vertei-
lung der Mitochondrien fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen. Da als Zweitantikor-
per der griin fluoreszierende Antikorper Alexa Fluor® 488 Anti-Ziege verwendet wird,
erscheinen der ANT und damit auch die Mitochondrien unter dem Fluoreszenzmikro-

skop als griine Signale.

Es werden die Zelllinien NO44, MO54, 19951 und FSHD10 jeweils in Passage 16 (#16)

untersucht.
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Die Kontroll-Myoblasten NO44 in Passage 16 zeigen deutliche Fluoreszenz-Signale im
Zytoplasma (siehe Abbildung 62 C). Diese entsprechen den Mitochondrien. Es scheint,
dass diese in einigen Zellteilen gehaduft und in Ansammlungen, sogenannten Clustern,

auftreten und in anderen Arealen fehlen.

ABBILDUNG 62: LOKALISATION VON ANT1 uUND ANT2 DER MITOCHONDRIEN DURCH IMMUNFLUORES-
ZENZ AUF DIE GESUNDEN MYOBLASTEN NO44 #16
Bei der Kontrolle NO44 #16 sind deutliche Ansammlungen von Fluoreszenz-Signalen im Zytoplasma er-

kennbar. Daneben liegen Bereiche ohne Signalgebung vor. Zur DNA-Lokalisation wurde der Nukleinsaure-
Farbstoff Hoechst verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: ANT1/2; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Bei den FSHD-Myoblasten MO54 in Passage 16 finden sich Zellen mit vielen, deutlichen
griinen Signalen im Zytoplasma, aber auch Myoblasten bei denen diese fehlen (siehe
Abbildung 63 C). In den Myoblasten, in denen die Mitochondrien deutlich nachweisbar
sind, ist erneut die scheinbare Konzentration auf einzelne Stellen innerhalb der Zelle
auffallig. Der Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst farbt die DNA blau und macht die Zell-
kerne sichtbar. Dabei ist ein leicht unregelmaRig geformter Kern zu erkennen (siehe Pfeil

in Abbildung 63 B).

ABBILDUNG 63: LOKALISATION VON ANT1 UND ANT2 DER MITOCHONDRIEN DURCH IMMUNFLUORES-
ZENZ AUF DIE FSHD-MYOBLASTEN MO54 #16

Im Zytoplasma der erkrankten Myoblasten MO54 in Passage 16 sind griine Fluoreszenz-Signale nachweis-
bar. Diese treten als Ansammlungen auf. Weiterhin sind Myoblasten ohne Signale gezeigt. Ein leicht aty-
pisch geformter Zellkern ist durch einen weiRen Pfeil gekennzeichnet. Zur DNA-Lokalisation wurde der
Nukleinsaure-Farbstoff Hoechst verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: ANT1/2; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Die gesunden Myoblasten 19951 in Passage 16 stellen sich insgesamt sehr signalarm dar.
Neben einzelnen Zellen mit griinen Punkten im Zytoplasma zeigt sich der GroRteil der

Myoblasten ohne Signale (siehe Abbildung 64 C).

ABBILDUNG 64: LOKALISATION VON ANT1 unD ANT2 DER MITOCHONDRIEN DURCH IMMUNFLUORES-

ZENZ AUF DIE KONTROLLZELLEN 19951 #16

Die gesunden Myoblasten 19951 in Passage 16 weisen wenige Fluoreszenz-Signale im Zytoplasma auf.
Weiterhin sind Myoblasten ohne Signale zu erkennen. Zur DNA-Lokalisation wurde der Nukleinsdure-Farb-
stoff Hoechst verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: ANT1/2; D: Uberlagerung von A, B und C.
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Bei den erkrankten Myoblasten FSHD10 #16, die in Abbildung 65 dargestellt sind, sind
einzelne Signale und damit Mitochondrien im Zytoplasma zu detektieren. Daneben wei-
sen andere Zellen keine Fluoreszenz im Zytoplasma auf. In der Hoechst-Farbung sind

nahe nebeneinanderliegende Zellkerne zu erkennen (siehe Pfeile in Abbildung 65 B).

ABBILDUNG 65: LOKALISATION VON ANT1 UND ANT2 DER MITOCHONDRIEN DURCH IMMUNFLUORES-
ZENZ AUF DIE ERKRANKTEN MYOBLASTEN FSHD10 #16

Die FSHD-Myoblasten FSHD10 #16 weisen vereinzelt Fluoreszenz-Signale im Zytoplasma auf. Daneben
sind Myoblasten ohne Signale gezeigt. Nahe beieinanderliegende Zellkerne sind durch weile Pfeil mar-
kiert. Zur DNA-Lokalisation wurde der Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst verwendet.

A: Phasenkontrast; B: Hoechst; C: ANT1/2; D: Uberlagerung von A, B und C.

Insgesamt scheinen bei NO44 #16 und MO54 #16 im Vergleich zu 19951 #16 und
FSHD10 #16 deutlich mehr Myoblasten mit Fluoreszenz-Signalen und damit Mitochond-
rien im Zytoplasma und auch mehr Signale pro Zelle nachweisbar zu sein. Auffallig ist die
scheinbare Konzentration der Signale auf einzelne Stellen innerhalb der Zelle.

Die erkrankten Myoblasten MO54 #16 enthalten einen leicht atypisch geformten Zell-

kern.
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5 DISKUSSION

Bei der EDMD wurden bereits in friiheren Studien Auffalligkeiten der Kernhiille festge-
stellt (Reichart et al., 2004; Sabatelli et al., 2001). FSHD (siehe 1.5.2) und EDMD (Bonne
et al., 1999) besitzen zwar unterschiedliche genetische Ursachen, aber phanotypisch fin-
den sich Ahnlichkeiten in der Auspragung der Erkrankungen (siehe 1.5.1 und (Emery,
1989)).

AulRerdem konnten in anderen Untersuchungen morphologische Veranderungen und
Dysfunktionen der Mitochondrien von FSHD-Patienten festgestellt werden, wodurch die

Muskulatur funktionell beeintrachtigt ist (Turki et al., 2012).

Daher wurden morphologische Untersuchungen an Myoblasten von Patienten, die an
facioscapulohumeraler Muskeldystrophie leiden, durchgefiihrt und mit gesunden Kon-
trollzellen verglichen. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf den Verlauf der Kern-

hiille und die Gestalt der Mitochondrien gelegt.

In der Elektronenmikroskopie standen zwei Fixierungsmethoden zur Verfiigung, die hin-
sichtlich ihrer Eignung und ihrer Vor- und Nachteile fiir morphologische Untersuchungen
an Myoblasten verglichen wurden: die konventionelle, chemische Fixierung und Flach-
einbettung von Kulturzellen auf Deckglaschen und das Hochdruckgefrieren mit anschlie-

Render Gefriersubstitution.

Weiterhin wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz das Vorliegen und die Verteilung
von Lamin A/Cin der Lamina, von ANT1/2 in den Mitochondrien und von Nukleoporinen
mit FXFG-Motiv, die die Kernporen detektieren, untersucht und mit den Kontrollzellen

verglichen.

Bei allen Versuchen wurden die entsprechenden Patientenzellen und die Kontrollzellen
in verschiedenen Passagen verwendet. Hierbei stellte sich die Frage, ob ein Zusammen-
hang zwischen der Hohe der Passage und der Haufigkeit des Auftretens von Abweichun-

gen, Besonderheiten oder UnregelmaRigkeiten besteht.
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Da bei FSHD unterschiedliche Muskelareale betroffen sind (siehe 1.5.1) und die Schwere
der genetischen Schadigung eine Rolle fiir die Auspragung der Erkrankung zu spielen
scheint (siehe 1.5.2), wurden drei verschiedene Zelllinien fur die Untersuchungen ver-
wendet. Diese unterscheiden sich hinsichtlich des Patientenalters und -geschlechts, der
Entnahmestelle des Gewebes und der Anzahl an DZ4Z-Wiederholungen. Es stellt sich die
Frage, ob die genannten Faktoren einen Einfluss auf die Morphologie der untersuchten

Myoblasten haben, oder ob keine signifikanten Unterschiede festzustellen sind.

5.1 ELEKTRONENMIKROSKOPIE

5.1.1 KONVENTIONELLE FIXIERUNG: VERANDERTE KERNHULLE UND MITOCHONDRIEN

Die nach konventioneller Methode fixierten gesunden Myoblasten NO44, NO45 und
19951 zeigen deutlich weniger Auffalligkeiten als die Myoblasten MO54, MO37 und
FSHD10 von FSHD-Patienten (siehe 4.1.1).

Innere und auRere Kernmembran verlaufen bei den Kontrollzellen meist parallel und die
Mitochondrien weisen mehr Cristae auf als diejenigen der erkrankten Zellen. Es treten
zwar auch leicht unregelmalig verlaufende Abschnitte der Kernhiille und teilweise aty-
pisch geformte, verzweigte oder vergroBerte Mitochondrien auf, jedoch viel seltener als
bei den FSHD-Myoblasten. Es zeigt sich, dass die Haufigkeit des Auftretens von Auffal-
ligkeiten mit der H6he der Passage korreliert. Je hoher die Passage, desto haufiger sind
Atypien.

Die Begriindung dieser Erkenntnis kann in der Herkunft der Myoblasten liegen. Es han-
delt sich dabei um Primérzellen, die wahrend der Kultivierung aufgrund einer erhéhten
Empfindlichkeit gegenliber oxidativem Stress altersabhangige Strukturveranderungen
und Seneszenzprozesse zeigen. Es kann dabei zur Schadigung von Proteinen, Lipiden und
der DNA kommen (Cantuti-Castelvetri et al., 2000; Schmitz, 2011). Diese Verdanderungen
und Alterungsprozesse resultieren damit vermutlich in dem verstarkten Auftreten von

UnregelmaRigkeiten in den héheren Passagen.

124



Diskussion

Neben dem Einfluss der Passage auf morphologische Veranderungen, sind auch zwi-
schen den verwendeten Zelllinien Unterschiede erkennbar. NO45 zeigt mehr Unregel-
maRigkeiten als 19951 und 19951 ist diesbezuglich auffalliger als NO44.

Eine Erklarung flr die oben genannte Abstufung konnte die Entnahmestelle der My-
oblasten sein. NO44 und NO45 stammen aus dem Musculus quadriceps femoris und
19951 wurde aus dem Musculus deltoideus entnommen. Allerdings ware dann zu er-
warten, dass NO44 und NOA45 dhnliche Ergebnisse liefern. Weiterhin kénnten auch das
Geschlecht und das Alter der Probanden eine Rolle spielen. NO44 stammt von einem
29-jahrigen Mann, NO45 wurde einer 45 Jahre alten weiblichen Person enthnommen und
19951 kommt von einem Mann, der 30 Jahre alt ist.

Um diese Auffalligkeiten weiter zu untersuchen, miissten Versuche mit beziglich Alter,

Geschlecht und Entnahmestelle einheitlichem Probandengut durchgefihrt werden.

Bei den konventionell fixierten kranken Myoblasten sind vergrofRerte Mitochondrien,
die nur wenige Cristae aufweisen, und somit leer erscheinen, zu erkennen.

Die duRere Kernmembran verlauft unregelmaBig und gewellt und der Abstand zwischen
ONM und INM ist vergroRert und zeigt eine grof3e Variationsbreite.

Dies deutet darauf hin, dass die gegenseitige Verankerung zwischen innerer und dul3erer
Kernmembran gestort ist. Hier sollten sich weitere Untersuchungen verschiedener Pro-
teine der Kernhiille anschlief3en.

Die genannten Veranderungen von Kernhille und Mitochondrien der erkrankten My-
oblasten kdnnten auch in Zusammenhang mit der Sensitivitdt gegenliber oxidativem
Stress stehen. In friheren Studien wurden bereits durch oxidativen Stress bedingte Ver-
anderungen der Mitochondrien-Morphologie beschrieben (Jendrach et al., 2008). Wei-
terhin wird angenommen, dass Zellen mit hoher DUX4-Expression, wie sie die FSHD-My-
oblasten zeigen, weniger Pufferkapazitat fir das Abpuffern von oxidativem Stress besit-
zen (Bosnakovski et al., 2008). AuRerdem reagieren FSHD-Myoblasten empfindlicher auf
oxidativen Stress als Kontrollzellen (Winokur et al., 2003). Daneben zeigt sich bei FSHD-
Patienten eine Erhohung der Marker fiir oxidativen Stress sowie eine veranderte Expres-

sion von Antioxidantien (Turki et al., 2012).

125



Diskussion

Die deutlichsten Atypien bei den FSHD-Myoblasten weist FSHD10 auf. Diese stammen
aus dem Musculus trapezius eines 30-jahrigen mannlichen Patienten. Da dieser Muskel
zum Schultergirtel gehort, welcher bereits im Anfangsstadium der Erkrankung betrof-
fen ist (siehe 1.5.1), konnte darin die Begriindung fiir die oben genannten signifikantes-
ten Auffalligkeiten liegen.

Bei Betrachtung des Heterochromatins fiel auf, dass dieses bei den erkrankten Myoblas-
ten MO37 in den Passagen 6 und 16 im Vergleich zur Kontrolle NO45 scheinbar in gro-
Rerer Menge an der Kernhiille verteilt ist. Bei den anderen Zelllinien NO44 und MQO54
sowie 19951 und FSHD10 konnten diesbeziiglich jedoch keine signifikanten Unter-
schiede festgestellt werden.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen, die die MO37- und NO45-Myoblasten liefern, liegt die
Vermutung nahe, dass in den Myoblasten, die von FSHD-Patienten stammen, mehr DNA
transkribiert werden kdnnte als bei den Kontroll-Myoblasten und somit eigentlich weni-
ger Heterochromatin an der Kernhiille der FSHD-Myoblsten vorhanden sein misste.
Dies kann mit den genetischen Ursachen von FSHD (siehe 1.5.2) in Verbindung gebracht
werden. Durch die Uberexpression von u.a. DUX4c (Ansseau et al., 2009) werden wei-
tere Transkriptions-Kaskaden in Gang gesetzt. Somit wird in den von FSHD betroffenen
Myoblasten mehr DNA abgelesen, was eine geringere Menge an Heterochromatin be-
dingen konnte.

Um eine gezielte Bestimmung der Verteilung des Heterochromatins vornehmen zu koén-
nen, sollten sich Untersuchungen mit spezifischen Markern anschlieBen. Hierbei kénnen

sowohl qualitative als auch quantitative Messungen interessant sein.
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5.1.2 AUFFALLIGKEITEN AN KERNHULLE UND MITOCHONDRIEN BElI HPF-FIXIERTEN MY-
OBLASTEN

Die HPF-fixierten Kontrollzellen NO44, NO45 und 19951 enthalten grofStenteils typisch
geformte Mitochondrien mit Cristae. Daneben zeigen sich vereinzelt sehr grofRe und
lange Mitochondrien und Bereiche mit wenigen Cristae. Am auffalligsten hierbei sind die
NO44-Myoblasten. Die Kernmembranen verlaufen parallel und meist in gleichem Ab-
stand, wobei teilweise auch leicht unregelmaRige Abschnitte erkennbar sind. Diesbeziig-
lich weisen die NO45-Zellen mehr Atypien auf als 19951 und diese wiederum sind auf-
falliger als NO44. Diese Abstufung korreliert mit den Ergebnissen aus der konventionel-

len Fixierung (siehe 4.1.1) und wird in 5.1.1 diskutiert.

Bei den nach der Hochdruckgefrier-Methode fixierten erkrankten Myoblasten MO54,
MO37 und FSHD10 treten sowohl in Passage 6, als auch in Passage 16 grofe, verzweigte
Mitochondrien mit atypischer Form auf, die wenige Cristae enthalten. INM und ONM
weisen neben unregelmalig verlaufenden Stellen mit variierender Breite des Inter-
membranraums erstaunlich viele parallele Abschnitte mit gleichmaRigen Abstanden auf.
Wie in 5.1.1 bereits angefiihrt, sollte hierzu getestet werden, ob diese gestorte Verbin-
dung zwischen innerer und duBerer Kernmembran auf Veranderungen von Membran-
proteinen zurtickzufihren ist.

Der mogliche Zusammenhang zwischen den beschriebenen Verdanderung von Kernhiille
und Mitochondrien der erkrankten Myoblasten und der erhéhten Sensitivitat gegeniber

oxidativem Stress wurde bereits in 5.1.1 beschrieben.

AuBer bei NO44 #16 und bei FSHD10 #16 scheinen die HPF-fixierten Myoblasten in Pas-
sage 16 sowohl bei den gesunden, als auch bei den erkrankten Zellen mehr Heterochro-
matin im Bereich der INM aufzuweisen als die Myoblasten der Passage 6.

Auch diese Auffalligkeit konnte in Zusammenhang mit der reduzierten Toleranz der My-
oblasten gegeniiber oxidativem Stress stehen. Als Primarzellen zeigen Myoblasten wah-
rend der Kultivierung allgemein altersabhangige Strukturveranderungen und Seneszenz-

prozesse, wobei es zur Schadigung von Proteinen, Lipiden und auch der DNA kommen
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kann (Cantuti-Castelvetri et al., 2000; Schmitz, 2011). Wenn eine DNA-Schadigung vor-
liegt, kdnnte eine erniedrigte Transkripitonsrate die Folge sein, was wiederum in der
erhohten Menge an Heterochromatin in héheren Passagen resultieren kdnnte. Wie in
5.1.1 bereits aufgefiihrt wurde, sollten sich hierzu weitere Untersuchungen des Hete-

rochromatins anschlieRen.

In der Ubersichtsaufnahme von MO37 #6 mit reduzierter Bildqualitit weist die Kernhiille
einen sehr auffalligen, stark gezackten Verlauf auf (siehe Abbildung 22). Dies kann auf
die Fixierung zurlickzufiihren sein. AuBerdem ist auch eine unglinstige Wahl der Schnitt-

ebene denkbar.

5.1.3 HPF UND KONVENTIONELLE FIXIERUNG: UNTERSCHIEDE UND GEMEINSAMKEITEN

Die Feinstrukturen und das Zytoskelett werden bei der konventionellen Fixierung klarer
und kontrastreicher dargestellt, da durch die vielen Waschschritte (siehe 3.2.1 und

3.2.2) vermehrt locker gebundene Proteine und Lipide aus der Probe extrahiert werden.

Fiir die Untersuchung der Kernmembranen haben beide Methoden (siehe 4.1.3) Vor-
und Nachteile. Sowohl bei der konventionellen Fixierung, als auch nach dem Hochdruck-
gefrieren werden ONM und INM meist sehr schon und deutlich sichtbar. Stellenweise
werden die Kernmembranen aber auch unscharf abgebildet und sind schlecht erkenn-
und beurteilbar. Dies tritt bei beiden Fixierungsmethoden gleichermalien auf. Der Ab-
stand zwischen innerer und duBerer Kernmembran wird jedoch nach der HPF-Fixierung
scharfer abgebildet.

Bei Betrachtung der Kernhiillen fallen einerseits Abweichungen zwischen gesunden und
kranken Zellen auf, andererseits zeigen sich auch zwischen den konventionell und HPF-
fixierten FSHD-Myoblasten Unterschiede.

Die gesunden Myoblasten weisen nach beiden Fixierungs-Techniken einen parallelen
Verlauf von innerer und duRRerer Kernmembran auf. Vereinzelt sind vor allem bei den
konventionell fixierten Kontrollzellen leicht unregelmaRige Abschnitte erkennbar (siehe

4.1.3).
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Nach konventioneller Fixierung kann ein gewellter Verlauf der duBeren Kernmembran
von erkrankten Myoblasten beobachtet werden. Abschnittweise entsteht der Eindruck,
dass Membranteile der ONM abgeschniirt werden (siehe Abbildung 15), was als Ausbil-
dung von blebs bezeichnet wird.

Aullerdem treten bei den konventionell fixierten Myoblasten von FSHD-Patienten Inva-
ginationen, also gemeinsame Einstllpungen von INM und ONM in Richtung Kerninneres,
auf (siehe Abbildung 17). Diese werden vermutlich durch die Schnittebene hervorgeru-
fen.

Die genannten Auffalligkeiten sind bei den erkrankten Myoblasten nach Hochdruckge-
frierung nicht zu erkennen. Zwar verlaufen innere und duRere Kernmembran teilweise
leicht gewellt und in unterschiedlichem Abstand voneinander, jedoch verhalten sie sich

dabei immer auffallend parallel zueinander.

Bei der Darstellung der Mitochondrien zeigen die elektronenmikroskopischen Aufnah-
men nach dem Hochdruckgefrieren und der Gefriersubstitution (siehe 4.1.2) bessere Er-
gebnisse. Die Membranen der Mitochondrien werden hierbei deutlich scharfer abgebil-
det. Hinsichtlich der Mitochondrien-Morphologie korrelieren konventionelle und HPF-
Fixierung. Atypisch geformte, verzweigte und vergréRerte Mitochondrien treten bei bei-
den Fixierungsmethoden vor allem bei den erkrankten Myoblasten auf. Haufig zeigen
sie dabei eine reduzierte Cristae-Zahl. Die Kontrollzellen weisen grofStenteils typisch ge-

formte Mitochondrien mit Cristae auf.
Die Kernporen sind bei beiden Fixierungsmethoden gut erkennbar.

Beim Vergleich zwischen HPF-fixierten Myoblasten und den Myoblasten, die konventio-
nell fixiert wurden, fallt ein Unterschied bei der Betrachtung des Heterochromatins auf.
Bei der konventionellen Fixierung scheint das Heterochromatin insgesamt deutlicher er-
kennbar und scharfer abgrenzbar zu sein als bei den HPF-fixierten Myoblasten. Weiter-

hin stellen sich die konventionell fixierten Myoblasten kontrastreicher dar.
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Alle genannten Auffalligkeiten kdnnen auf die unterschiedliche Methodik zuriickzufih-
ren sein.

Im Gegensatz zur konventionellen Fixierung kann beim Hochdruckgefrieren der Einsatz
quervernetzender Fixiermittel im Anfangsstadium der Proben-Stabilisierung vermieden
werden, was die auBerordentlich gute Konservierung von zelluldren Details ermoglicht
(Monaghan et al., 2003).

Da die vernetzenden Fixantien Zeit brauchen, um die Probe zu durchdringen und Quer-
vernetzungen auszubilden, werden nicht alle Zellbestandteile gleichzeitig erreicht und
fixiert. Dies fuhrt dazu, dass diese als UnregelmaRigkeiten sichtbar werden. Um biologi-
sche Proben moglichst nahe am lebenden Zustand zu konservieren, sollten deshalb alle
Zellbestandteile gleichzeitig fixiert werden. Hierbei liegen deutliche Vorteile auf Seiten
der Hochdruckgefrierung (Bullen et al., 2014; Gilkey and Staehelin, 1986).

Durch den hohen Druck, der im Rahmen des Gefriervorgangs aufgebaut wird, wird die
Ausdehnung des Wassers beim Gefrieren unterbunden und die Kristallbildung indirekt
verhindert (Mulisch et al., 2015; Weimer, 2006). Zellstrukturen kénnen so in ihrem na-
turlichen Zustand erhalten werden. Weiterhin bleibt die Protein-Antigenitat durch die
Gefriersubstitution und Einbettung gewahrt (Weimer, 2006).

Die Qualitat des Strukturerhalts, der bei der HPF erreicht wird, ist allen anderen Verfah-
ren Uberlegen (Weimer, 2006). Diese allgemeine Aussage kann nicht vollstandig auf die
Untersuchungen an den Myoblasten lbertragen werden. Fiir die Darstellung der Mito-
chondrien eignet sich das Verfahren der Hochdruckgefrierung sehr gut. Bei Betrachtung

von Kernporen und Kernhiille zeigen beide Fixierungsmethoden Vor- und Nachteile.
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5.1.4 GEHAUFTES AUFTRETEN VON MORPHOLOGISCHEN ATYPIEN IN HOHEREN PASSAGEN

In den elektronenmikroskopischen Untersuchungen fallt auf, dass die UnregelmaRigkei-
ten in den hoheren Passagen 11 und vor allem 16 haufiger und deutlicher auftreten als
in Passage 6. Diese Tatsache lasst sich einerseits durch die enorme Zahl an Umsetzungs-
schritten und andererseits durch das haufige Auftauen und Einfrieren der Kulturzellen
begriinden. Hier sollten sich weiter Versuche anschlief3en, in denen auf das zwischen-
zeitliche Einfrieren und Auftauen verzichtet wird.

Eine weitere Erklarung fur die Haufung der Auffalligkeiten in hoheren Passagen sind zel-
lulare Seneszenzprozesse und ein dadurch eingeschranktes Zellteilungspotential. Durch
diese Alterungsvorgange kommt es zur Zelldegeneration (Schmitz, 2011). Weiterhin
zeigt sich im Rahmen der Alterungsprozesse eine erhdhte Empfindlichkeit gegeniber
oxidativem Stress, wobei es dadurch zur Schadigung von Proteinen, Lipiden und der DNA

kommen kann (Cantuti-Castelvetri et al., 2000).
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5.2 INDIREKTE IMMUNFLUORESZENZ

5.2.1 KEINE AUFFALLIGKEITEN IN DER VERTEILUNG VON LAMIN A/C

In vorangegangenen fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen zeigten Myoblasten
von EDMD-Patienten ein deutlich reduziertes LaminA/C-Signal (Reichart et al., 2004).
Aufgrund der phanotypischen Ahnlichkeit von FSHD und EDMD war zu erwarten, dass
Lamin A/C auch bei den FSHD-Myoblasten reduziert ist oder Auffilligkeiten in der Ver-
teilung aufweist.

Es kann jedoch festgestellt werden, dass die Lamine A und C sowohl bei den Myoblasten
der FSHD-Patienten, als auch bei den Kontrollzellen nachweisbar sind (siehe 4.2.1). Hin-
sichtlich ihrer Verteilung sind keine Unterschiede zu beobachten. Betrachtet man die
einzelnen Passagen der untersuchten Myoblasten, so sind die Lamine A und C in der
niedrigen Passage 6 und in der hohen Passage 16 nachweisbar und gleichmaRig verteilt.
Obwohl die Lamine A und Cin den erkrankten Myoblasten vorhanden sind, kdnnten sie
aber in veranderter Form vorliegen. Dazu sollten weitere Versuche durchgefiihrt wer-
den, in denen beispielsweise Funktionsweise und Bindungseigenschaften untersucht

werden.

5.2.2 HOMOGENE VERTEILUNG DER KERNPOREN

Friihere Untersuchungen der Kernporen von EDMD-Myoblasten (Sabatelli et al., 2001)
zeigten eine unregelmaRige Verteilung der Kernporen. Weiterhin konnten diese an eini-
gen Kernhillen-Abschnitten nur selten detektiert werden. Da EDMD und FSHD phéano-
typische Ahnlichkeiten aufweisen, wurden auch bei den FSHD-Myoblasten Auffalligkei-
ten der Kernporen vermutet.

Diese Annahme kann bei den Untersuchungen der Myoblasten von FSHD-Patienten mit
dem Primarantikorper Mab414 und dem Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikérper

Anti-Maus Texas-red widerlegt werden. Es sind keine Unterschiede in der Signalgebung
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zwischen den FSHD-Myoblasten und der Kontrolle festzustellen (siehe 4.2.2). Die Kern-
poren weisen keine Veranderungen beziglich ihres Vorkommens und ihrer Verteilung
auf. Zwischen den einzelnen Passagen sind keine Unterschiede erkennbar.

Obwohl die Kernporen in FSHD-Myoblasten gleichmaRig verteilt vorliegen, kénnten sie
funktionelle Beeintrachtigungen aufweisen. Hier kénnte daher die Uberpriifung der

Funktion der Kernporen in weiteren Versuchen interessant sein.

5.2.3 ANT1/2: MEeHR SIGNALE BEI NO44 unD MO54

Bei den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen der Mitochondrien mit dem Anti-
korper ANT1/2 scheinen NO44 #16 und MO54 #16 jeweils mehr Signale zu zeigen als
19951 #16 und FSHD10 #16 (siehe 4.2.3).

Weiterhin fallt die Konzentration der Signale auf einzelne Zellteile auf. Diese Anreiche-
rung der Mitochondrien wurde bereits in der Literatur beschrieben und wird als Mito-
chondrien-Cluster bezeichnet (Bereiter-Hahn, 1990; Bereiter-Hahn et al., 1990).

Die Ursache fiir die Unterschiede in der Signalstarke und -menge kdnnte im Schwere-
grad der Erkrankung liegen, wobei ein Zusammenhang zwischen dem Ausmalf’ der gene-
tischen Schadigung und der Schwere der Erkrankung beschrieben wurde (Gabellini et
al., 2002). In anderen Untersuchungen konnten morphologische Veranderungen und
Dysfunktionen der Mitochondrien von FSHD-Patienten festgestellt werden (Turki et al.,
2012). Verkniipft man diese Ergebnisse, kann man zu dem Schluss kommen, dass der
Schweregrad der Erkrankung mit dem Ausmal der Mitochondrien-Veranderungen in
Zusammenhang steht. Da MO54 (4u) und FSHD10 (5u) aber eine dhnliche Anzahl an
D4Z4-Wiederholungen aufweisen (siehe 2.1), kann die oben genannte Vermutung in die-
sem Fall nicht bestatigt werden.

Weiterhin konnte die Entnahmestelle der Muskelbiopsie eine Rolle spielen. NO44 und
MO54 wurden aus dem Musculus quadriceps femoris gewonnen und 19951 (Musculus
deltoideus) und FSHD10 (Musculus trapezius) aus der Muskulatur des Schultergirtels.

Da die Schultergirtel-Muskeln bereits im Anfangsstadium der Erkrankung betroffen
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sind (siehe 1.5.1), kdnnte darin die Begriindung fiir die scheinbar verminderte Mito-
chondrien-Zahl liegen.

Auch ein Zusammenhang mit der Art der entnommenen Probe ist denkbar. So enthalten
schnell zuckende Muskelfasern weniger Mitochondrien als langsam zuckende Muskelfa-
sern (Schiinke et al., 2014).

Weiterhin konnen die GroRe der Mitochondrien und die Cristae-Zahl eine Rolle spielen.
Es ist anzunehmen, dass ein groReres Mitochondrium mit vielen Faltungen und einer
dadurch vergroRerten Oberflache mehr ANT-Proteine besitzt und somit mehr Antikor-
per binden kénnen, was in einer vergleichsweise intensiveren Farbung resultiert.

Eine weitere mogliche Erklarung fir die Unterschiede in der Signalgebung kénnte in der
verminderten Produktion von ANT in den FSHD10- und 19951-Myoblasten begriindet
sein. Wenn trotz ahnlicher Mitochondrien-Zahl weniger ANT vorhanden ist, kdnnen we-
niger Antikérper binden. Dies zeigt sich dann in einer geringeren Fluoreszenz-Farbung
und es scheinen daher weniger Mitochondrien vorhanden zu sein.

Denkbar ist auch, dass die ANT-Proteine von FSHD10 #16 und 19951 #16 nicht fir den
Antikorper zuganglich sind. Dieser kann somit nicht binden und die Mitochondrien unter
dem Fluoreszenz-Mikroskop sichtbar machen.

Es ist aullerdem zu bericksichtigen, dass die Myoblasten in der hohen Passage 16 ver-
wendet wurden. Dabei handelt es sich um Primarzellen, die wahrend der Kultivierung
aufgrund einer erhéhten Empfindlichkeit gegeniliber oxidativem Stress altersabhangige
Strukturveranderungen und Seneszenzprozesse zeigen. Schaden an Proteinen, Lipiden
und der DNA konnen die Folge sein (Cantuti-Castelvetri et al., 2000; Schmitz, 2011).
Diese Alterungsprozesse konnten die reduzierte Mitochondrien-Zahl bei 19951 #16 und
FSHD10 #16 bedingen oder den Adenin-Nukleotid-Translokator so verandern, dass der
Antikorper ANT1/2 nicht mehr binden kann. Fraglich ist jedoch, warum NO44 und
MO54, die auch in Passage 16 verwendet wurden, keine Alterungs-Erscheinungen in
Form der verringerten Anzahl an Mitochondrien oder veranderten Bindungseigenschaf-

ten zeigen.
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Flir weitere Untersuchungen sollten auch die FSHD-Myoblasten MO37 und die zugeho-
rige Kontrolle NO45 betrachtet werden. AuBerdem sollten alle Myoblasten auch in einer

niedrigen Passage, z. B. Passage 6, verwendet und mit Passage 16 verglichen werden.

5.2.4 ATYPISCH GEFORMTE ZELLKERNE BEI FSHD-MYOBLASTEN

In allen fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen fallen in der Hoechst-Farbung und
auch bei Lamin A/C teilweise atypisch geformte Zellkerne mit Ausstllpungen bei den
erkrankten Myoblasten auf.

Es konnte ein Zusammenhang zwischen den Zellkern-Atypien und der Sensitivitat der
Myoblasten gegeniiber oxidativem Stress bestehen. Bei FSHD-Patienten zeigt sich eine
Erhohung der Marker fiir oxidativen Stress sowie eine veranderte Expression von Antio-
xidantien (Turki et al., 2012). Zellen mit hoher DUX4-Expression, wie sie die FSHD-My-
oblasten zeigen, scheinen weniger Pufferkapazitat fir das Abpuffern von oxidativem
Stress zu besitzen (Bosnakovski et al., 2008). AuRerdem reagieren FSHD-Myoblasten
empfindlicher auf oxidativen Stress als Kontrollzellen (Winokur et al., 2003). Somit konn-
ten die unregelmaRigen Zellkernformen, die vor allem bei den FSHD-Myoblasten auffie-
len, durch die erhthte Sensitivitat und geringere Pufferkapazitat der erkrankten My-

oblasten gegenliber oxidativem Stress hervorgerufen werden.

Um die Auffalligkeiten der Zellkern-Form bei FSHD-Myoblasten mit einer anderen Me-
thode zu Uberpriifen, wurden elektronenmikroskopische Untersuchungen der Zellkerne

durchgefihrt, welche in 5.3 diskutiert werden.
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5.3 KEINE AUFFALLIGKEITEN DER ZELLKERNFORM

Da vor allem die erkrankten Myoblasten bei der indirekten Immunfluoreszenz teilweise
atypisch geformte Zellkerne mit Ausstiilpungen zeigten, wurden die Kerne auch unter
dem Elektronenmikroskop auf Formabweichungen untersucht. Jedoch konnten keine
signifikanten Auffalligkeiten nachgewiesen werden.

Dies lasst sich moglicherweise dadurch erklaren, dass bei der Immunfluoreszenz eine
deutlich groBere, mit Zellen bewachsene Flache untersucht wird als bei der Elektronen-
mikroskopie, wo nur ein sehr kleiner Ausschnitt betrachtet werden kann. Einige My-
oblasten — sowohl erkrankte als auch gesunde — weisen auch elektronenmikroskopisch
Besonderheiten hinsichtlich der Zellkernform auf, was jedoch auf die Schnittebene zu-
rickzufiihren sein konnte. Bei der Probenpraparation fiir die Elektronenmikroskopie
werden Ultradiinnschnitte angefertigt und anschlielend unter einem Transmissions-
Elektronenmikroskop betrachtet. Im Gegensatz dazu unterbleibt bei der Methode der
indirekten Immunfluoreszenz das Schneiden der Probe und die Zellen sind als Ganzes
unter dem Fluoreszenzmikroskop zu sehen.

Um diesen Beobachtungen weiter nachzugehen, sollte das Auftreten der atypischen
Formvariationen der Zellkerne mit verschiedenen Mikroskopie-Methoden u.a. quantita-
tiv untersucht werden. AuBerdem sollten die Myoblasten auch in einer hoheren Passage

und nach HPF-Fixierung fiir diese Versuche verwendet werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die autosomal-dominant vererbte facioscapulohumerale Muskeldystrophie (FSHD) ist
mit einer Pravalenz von circa 1:20.000 die dritthaufigste Form der hereditaren Myopa-
thien (Padberg, 2004; Richards et al., 2012). Der Beginn der Beschwerdesymptomatik
wird am haufigsten in der zweiten Lebensdekade beobachtet. Betroffen sind vor allem
die Muskulatur des Gesichts (,facio”) und der Schultern (,,scapulo”), die Oberarmmus-
kulatur (,,humeral”), die FuBhebermuskulatur und die Muskeln des Hiftglrtels. Charak-
teristischerweise treten die Muskelschwachen asymmetrisch auf. Daneben kénnen auch
andere Systeme des Korpers von der Erkrankung betroffen sein. Hierbei sind das Gehor-
organ, die Augen und das Herz zu nennen (Lunt and Harper, 1991; Padberg, 2004;
Padberg, 1982).

FSHD wird durch einen Gendefekt ausgeldst, der den langen Arm des Chromosoms vier
(4935) betrifft (Wijmenga et al., 1990; Wijmenga et al., 1991), wobei es zur teilweisen
Deletion des polymorphen Abschnitts D424, der fur das Protein DUX4 codiert, kommt
(Gabriels et al., 1999; van Deutekom et al., 1993). Dabei treten unter anderem St6érun-
gen in der DUX4-Expression, Veranderungen der myogenen Genexpression, eine Unter-
driickung der Muskelzelldifferenzierung und eine Inhibition der Muskelbildung auf
(Bosnakovski et al., 2008; Snider et al., 2009).

Bei einem kleinen Anteil der FSHD-Falle (FSHD2) kann kein genetischer Zusammenhang

mit dem Chromosom vier nachgewiesen werden (Gilbert et al., 1993).

FSHD und eine andere Form der Muskeldystrophie, die Emery-Dreifuss-Muskeldystro-
phie (EDMD) (Bonne et al., 1999), zeigen trotz unterschiedlicher genetischer Ursachen
phanotypisch Ahnlichkeiten in der Auspriagung der Erkrankungen (Emery, 1989). Bereits
in friiheren Studien zeigte die Kernhiille von EDMD-Myoblasten morphologische Auffal-
ligkeiten (Reichart et al., 2004; Sabatelli et al., 2001).

In anderen Untersuchungen konnten morphologische Veranderungen der Mitochond-
rien von FSHD-Patienten festgestellt werden (Turki et al., 2012).

Daher wurden elektronenmikroskopische Untersuchungen der Kernhiille und der Mito-
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chondrien von FSHD-Myoblasten durchgefiihrt und mit der entsprechenden Kon-
trolle verglichen.

Hierflr wurden drei verschiedene Zelllinien-Paare in unterschiedlichen Passagen, das
heillt unterschiedlicher Anzahl an Subkultivierungen, eingesetzt, wobei in den héheren
Passagen vermehrt morphologische Atypien beobachtet werden konnten.

Die eingesetzten Zelllinien differenzieren sich durch verschiedene Parameter wie bei-
spielsweise Alter und Geschlecht der Patienten. Dabei zeigten sich sowohl zwischen den
Kontrollzellen als auch zwischen den FSHD-Myoblasten Unterschiede.

Im Rahmen der Probenvorbereitung fir die Elektronenmikroskopie kamen zwei ver-
schiedene Fixierungsmethoden zum Einsatz: die konventionelle chemische Fixierung,
Entwasserung und Flacheinbettung von Kulturzellen und die Hochdruckgefrierung mit
anschlielender Gefriersubstitution. In Bezug auf die Qualitdt des Strukturerhalts, die
beim Hochdruckgefrieren erreicht wird, wird dieser Art der Fixierung eine Uberlegenheit
gegenuber allen anderen Verfahren zugeschrieben (Weimer, 2006). Diese allgemeine
Aussage kann nicht vollstandig auf die Untersuchungen an den Myoblasten Ulbertragen
werden.

Fir die Untersuchung der Kernmembranen sind beide Methoden geeignet, wobei der
Abstand zwischen innerer und auRerer Kernmembran nach der HPF-Fixierung scharfer
abgebildet wurde. Bei der Darstellung der Mitochondrien zeigten die elektronenmikro-
skopischen Aufnahmen nach dem Hochdruckgefrieren und der Gefriersubstitution bes-
sere und schéarfere Ergebnisse. Die Kernporen waren bei beiden Fixierungsmethoden gut
erkennbar.

Beim Vergleich der gesunden und erkrankten Myoblasten wiesen die Kontrollzellen
NO44, NO45 und 19951 deutlich weniger Auffalligkeiten auf als die Myoblasten MO54,
MO37 und FSHD10 von FSHD-Patienten.

Innere und dulBere Kernmembran verliefen bei den Kontrollzellen meist parallel und die
Mitochondrien zeigten in den meisten Fallen eine typische wurmartige, langliche Form
und waren durch Cristae gefllt. Dies traf sowohl fir die konventionelle Fixierung als

auch fiur das Hochdruckgefrieren zu.
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Zusammenfassung

Die erkrankten Myoblasten wiesen im Vergleich zur Kontrolle bei beiden Fixierungsme-
thoden deutliche Auffalligkeiten in der Auspragung und Gestalt der Mitochondrien auf.
Neben einer oft groRen Variationsbreite hinsichtlich Form und Ldange war auch das teil-
weise Fehlen der Cristae festzustellen.

Bei Betrachtung der Kernhiille fielen jedoch deutliche Unterschiede zwischen konventi-
oneller und HPF-Fixierung auf. Die dulRere Kernmembran der konventionell fixierten
FSHD-Myoblasten verlief unregelmaBig und gewellt und der Abstand zwischen ONM
und INM war vergrofRert und zeigte eine grolRe Variationsbreite. Im Gegensatz dazu wies
die Kernhille der HPF-fixierten erkrankten Myoblasten einen erstaunlich parallelen Ver-

lauf mit nur vereinzelten leicht unregelmaRigen Abschnitten auf.

Da bei EDMD in vorangegangenen Untersuchungen (Reichart et al., 2004) auch fluores-
zenzmikroskopisch Veranderungen der erkrankten Zellen auffallig waren, wurde neben
den Methoden der Elektronenmikroskopie das Vorliegen und die Verteilung verschiede-
ner Proteine in FSHD-Myoblasten mittels indirekter Immunfluoreszenz untersucht und
mit den Kontrollzellen verglichen.

Zur Beurteilung der Kernhille wurden Antikérper gegen Lamin A/C und Nukleoporine
bei drei verschiedenen Zelllinien-Paaren jeweils in einer niedrigen und einer hohen Pas-
sage eingesetzt.

Die Mitochondrien wurden mithilfe des Antikérpers ANT1/2, der an den Adenin-Nukle-
otid-Translokator (siehe 1.3 und 1.5.2) der inneren Mitochondrienmembran bindet, un-
tersucht. Dabei wurde jeweils eine hohe Passage zweier Zelllinien-Paare betrachtet.

Im Gegensatz zu den Untersuchungen an EDMD-Myoblasten (Reichart et al., 2004;
Sabatelli et al., 2001) waren die Lamine A und C sowie die Kernporen sowohl bei den
Myoblasten der FSHD-Patienten als auch bei den Kontrollzellen nachweisbar. Hinsicht-
lich ihrer Verteilung waren keine Unterschiede zur Kontrolle zu beobachten.

Das Myoblasten-Paar NO44 und MO54 zeigte bei der indirekten Immunfluoreszenz mit
ANT1/2 im Vergleich zu 19951 und FSHD10 mehr Myoblasten mit Signalen und enthal-
ten damit scheinbar Mitochondrien im Zytoplasma und auch mehr Signale pro Zelle.
Vor allem bei den erkrankten Zellen traten in den fluoreszenzmikroskopischen Untersu-

chungen einzelne atypische Zellkerne mit unterschiedlicher Zellkernform auf.
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Zusammenfassung

Durch die vorliegenden Ergebnisse ist darauf zu schlieRen, dass die Myoblasten von
FSHD-Patienten Veranderungen der Zellkernform und der Mitochondrien aufweisen.
Die Untersuchungen der Kernhiille liefern abhangig von der Fixierungsmethode unter-

schiedliche Ergebnisse.
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