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1. 1 

1 Einleitung 

1.1 Der synaptische Vesikelzyklus 

Der synaptische Vesikelzyklus ist einer der wesentlichen Elemente synaptischer 

Transmission und damit auch der Informationsverarbeitung im Gehirn. Er findet im 

präsynaptischen Teil der Synapse statt, mit dem Ziel, auf eine lokale Ca2+-Erhöhung 

mit einer schnellen, regulierten und sich wiederholenden Neurotransmitterfreisetzung 

in den synaptischen Spalt reagieren zu können und damit den Informationsfluss von 

einer Nervenzelle zur anderen aufrechtzuerhalten. Hierfür sind allerdings noch weitere 

zelluläre Prozesse notwendig, die an dieser Stelle keine Erwähnung finden. Das zentra-

le Element des Vesikelzyklus ist die Ca2+- gesteuerte Exocytose mit Transmitterfreiset-

zung (5), der sich drei verschiedene Wege der Endocytose (6-8) und der Vesikelrege-

neration (1 und 9) anschliessen. Anschliessend werden die synaptischen Vesikel rege-

neriert und entweder, im so genannten Reservepool, zwischengelagert oder sie gelan-

gen als Teil des Recyclingpools direkt wieder zur aktiven Zone. Die Vesikel des Re-

servepools gewährleisten vor allem die Transmitterfreisetzung bei anhaltender Stimu-

lation. Bei moderater Stimulation kommt es zur Freisetzung des Neurotransmitters aus 

Vesikeln des Recyclingpools und/oder des sogenannten readily releasable pools (Ge-

samtheit aller in der aktiven Zone für die Fusion bereitstehenden Vesikel). Das  Do-

cking (3) und Priming (4) leitet die erneute Exocytose ein und schliesst damit den 

Kreis. Im Folgenden wird genauer auf die molekularen Ereignisse und die entspre-

chenden Proteine des Zyklus eingegangen. 
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Abb.1  Der synaptische Vesikelzyklus 

1.1.1 Rab3-Zyklus und Transport synaptischer Vesikel 

Der Transport synaptischer Vesikel erfolgt entweder durch Diffusion oder durch das 

Cytoskelett (Abbildung 3). Rab3A und Rabophilin-3A könnten für Richtung und Spe-

zifität des Transports eine wichtige Rolle spielen. Rab3A, ein GTP-bindendes Protein, 

ist eng mit der Vesikelmembran verknüpft und bindet im GTP-gebundenen Zustand 

Rabophilin-3A. Durch die GTP Hydrolyse wird der Vesikel in eine bestimmte Rich-

tung gelenkt. In den GDP-gebundenem Zustand dissoziiert Rabophilin-3A ab und 

Rab3A wird von einem Protein namens GDI gebunden und dissoziiert ebenfalls von 

der Membran ab. Durch Austausch des GDP mit GTP kann der Rab3-Zyklus erneut 

stattfinden: GDI bindet nur im GDP-gebundenen Zustand an Rab3A und gibt dieses 

somit wieder frei. Rab3A assoziiert mit der Vesikelmembran. Rab3 und seine Effekto-

ren werden in Abschnitt 1.2.2.1 detailliert beschrieben 

1.1.2 Regulierte Exocytose und Transmitterfreisetzung 

Wird die präsynaptische Membran durch ein Aktionspotential depolarisiert, so öffnen 

sich in den meisten Synapsen spannungsgesteuerte Ca2+-Kanäle des P/Q- oder des N-

Typs (Dietrich, 2003). Diese sind, im Gegensatz zu den zufällig angeordneten Vesikeln 
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der aktiven Zone, in Clustern angeordnet. Die regulierte Exocytose hat zwei Kompo-

nenten der Transmitterfreisetzung: eine schnelle synchrone und eine langsamere 

asynchrone Komponente. Beide sind strikt Ca2+-abhängig. Die schnelle Transmitterf-

reisetzung wird durch eine lokale Erhöhung der Ca2+-Konzentration auf 5-100 µM 

ausgelöst, wobei die Freisetzung ab 20 µM gesättigt ist. Ca2+ strömt in die Zelle und 

löst die Transmitterfreisetzung mit einer Verzögerung von 50-500 µsec aus. Diese sehr 

kurze Dauer lässt vermuten, dass hierbei Ca2+  nur die Öffnung der Fusionspore und 

keine komplexe Signalkaskade auslöst. Die langsame asynchrone Komponente wird 

bereits durch Ca2+-Konzentration von unter 5 µM ausgelöst. Im Gegensatz zur schnel-

len Transmitterfreisetzung dominiert diese Komponente bei hohen Stimulationsfre-

quenzen.  

An der aktiven Zone angedockte Vesikel müssen einen Komplex, den sogenannten 

Core-Komplex, bilden (Priming). Dieser wird aus SNARE-Proteinen gebildet. SNA-

RE-Proteine vermitteln nicht nur die Fusion synaptischer Vesikel mit der Plasma-

membran, sondern sind auch an allen anderen intrazellulären Membranfusionsprozes-

sen beteiligt. Sie sind durch etwa 70 Aminosäuren lange Motive, den SNARE-

Motiven, charakterisiert. Vier Klassen solcher Motive sind bekannt: R-, Qa-, Qb- und 

Qc-Motive. SNARE-Proteine besitzen ein oder zwei solcher Motive. Stabile SNARE-

Komplexe können nur dann entstehen, wenn sich  vier SNARE-Motive in einem paral-

lelen vier-helicalen Bündel anordnen. Dabei muss aus jeder der genannten Klassen 

jeweils ein Motiv zum Komplex beitragen. SNARE-Proteine lassen sich entweder in v 

(vesicle)- und t (target membrane)-SNAREs, oder in R (konserviertes Arginin im Zent-

rum des SNARE-Motivs)- und Q (konserviertes Glutamin im Zentrum des SNARE-

Motivs)-SNAREs einteilen. Die synaptische Exocytose wird durch drei SNARE-

Proteine vermittelt: Synaptobrevin (detaillierte Beschreibung des Proteins in Abschnitt 

1.2.1.1), Syntaxin-1 und SNAP-25 (Söllner, 1993). Synaptobrevin befindet sich in der 

Membran synaptischer Vesikel und trägt ein R-SNARE-Motiv zum Core-Komplex bei. 

Syntaxin-1 ist mit der Plasmamembran assoziiert und trägt das Qa-Motiv zum Komp-

lex bei. SNAP-25 ist ebenfalls mit der Plasmamembran assoziiert und trägt zwei Moti-

ve zum Core-Komplex bei: das Qb- und Qc-Motiv. SNARE-Proteine haben einen An-

teil an der Spezifität der intrazellulären Membranfusionsprozesse (Jahn & Südhof, 
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1999, Rizo & Südhof, 2002). Durch die Bildung des SNARE-Komplexes entsteht ein 

unstabiles Intermediat, welches entweder vollständig mit der Membran fusioniert oder 

zurück in den angedockten Zustand gelangt. Zur Stabilisierung des Intermediates kön-

nen so genannte Complexine an den Komplex binden (Archer et al., 2002). Kommt es 

zur vollständigen Fusion, geht der Core-Komplex von einem trans-Zustand in einen 

cis-Zustand über. Anschliessend dissoziiert der Komplex. Die Bildung des SNARE-

Komplexes wird durch weitere Protein-Protein-Interaktionen kontrolliert. Das lösliche 

SM-Protein Munc18 (detaillierte Beschreibung des Proteins in Abschnitt 1.2.2.2) bin-

det an Syntaxin. Ausserdem bindet Synaptophysin (detaillierte Beschreibung des Pro-

teins in Abschnitt 1.2.1.2) an Synaptobrevin. Beide SNAREs können in diesem Zu-

stand nicht mehr in den SNARE-Komplex eingebracht werden. Sowohl Synaptophy-

sin, als auch Synaptobrevin können Heterooligomere und Homooligomere bilden 

(Thomas et al. 1988, Laage & Langosch 1997), wobei Synaptobrevin nur als Dimer 

beobachtet wird, Synaptophysin jedoch auch als Hexamer oder größeres Oligomer 

(Johnston & Südhof 1990).  

Durch welchen Mechanismus löst Ca2+  das Öffnen der Fusionspore aus? Eine mögli-

che Antwort für die schnelle Transmitterfreisetzung liefert das folgende Modell. Das 

integrale Membranprotein synaptischer Vesikel Synaptotagmin (detaillierte Beschrei-

bung des Proteins in Abschnitt 1.2.1.3) bindet Ca2+-unabhängig an den SNARE-

Komplex. Synaptotagmin besitzt fünf Bindungsstellen für Ca2+. Werden diese Stellen 

durch einströmende Ca2+-Ionen besetzt, kommt es zur partiellen Einlagerung der C2-

Domänen in die Phospholipide der Plasmamembran. Durch diese Einlagerung öffnet 

sich die Fusionspore und der trans-Komplex wird in einen cis-Komplex umgewandelt. 

Dieses Modell ist jedoch noch nicht bewiesen.  

Nach der Transmitterfreisetzung kommt es zur Auflösung des cis-SNARE-Komplexes, 

um die SNAREs für die nächste Fusionsrunde bereit zu machen. Dies geschieht übli-

cherweise an der Plasmamembran bevor es zur Endocytose kommt (Littleton et al. 

2001), kann jedoch auch auf Clathrin beschichteten Vesikeln geschehen, bevor diese 

erneut an die Plasmamembran docken. Das Auflösen des Komplexes wird von NSF, 
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einer hexameren Chaperon-ähnlichen ATPase, und dessen Kofaktor α-SNAP unter 

ATP-Verbrauch bewerkstelligt.  

1.1.3 Endocytose und Recycling synaptischer Vesikel 

Für die Endocytose und das Recycling synaptischer Vesikel stehen der Nervenzelle 

drei verschiedene Wege zur Verfügung. Bei einem Weg werden die Vesikel direkt 

durch Schliessen der Fusionspore endocytiert, verbleiben an der Plasmamembran und 

werden dort mit Neurotransmitter angereichert (kiss and stay). Bei dem lokalen Recyc-

ling Weg werden die Vesikel Clathrin-unabhänig endocytiert, angesäuert und mit Neu-

rotransmitter angereichert (kiss-and-run). Der dritte Weg verläuft über Clathrin be-

schichtete Vesikel, die entweder direkt oder über ein frühes Endosom regeneriert wer-

den. Bei den ersten beiden handelt es sich um schnellere Wege, die bei niedrigen Sti-

mulationsfrequenzen zum Tragen kommen. Das endosomale Recycling hingegen wird 

eher bei hohen Stimulationsfrequenzen eingesetzt (Koenig & Ikeda 1996, Pyle et al. 

2000, Richards et al. 2000). Ein Grund hierfür könnte sein, dass die Kapazität des loka-

len Weges für hohe Stimulusfrequenzen zu niedrig ist. So wird die erniedrigte Ge-

schwindigkeit durch die erhöhte Kapazität ausgeglichen. Eine andere mögliche Erklä-

rung könnte sein, dass die Zelle unter Stress (hohe Stimulusfrequenzen) das Endosom 

als Sortierstation für intakte und defekte Vesikel nutzt. 

Die Anreicherung des Neurotransmitters bringt der Zelle neben ihrer primären Bedeu-

tung für die Transmitter Exocytose noch weitere Vorteile. Zum Beispiel wird durch die 

Anreicherung das Cytosol vor hohen Transmitterkonzentrationen bewahrt und die dort 

befindlichen Enzyme für die Synthese des Transmitters werden nicht inhibiert. Gleich-

zeitig ist die Aufnahme in die synaptischen Vesikel ein Schutz für den Transmitter 

selbst, der so nicht durch katabolische Enzyme angegriffen werden kann. Bestimmte 

Transmitter, wie zum Beispiel Dopamin, würden im Cytosol oxidiert und könnten da-

durch der Zelle schaden. Der Transport verläuft über vesikuläre Transporter (detaillier-

te Beschreibung in Abschnitt 1.2.1.5) und eine Protonenpumpe. Bei der Protonenpum-

pe handelt es sich um die vATPase (detaillierte Beschreibung des Proteins in Abschnitt 

1.2.1.4). Sie sorgt dafür, dass Protonen unter ATP-Verbrauch in die Vesikel gepumpt 
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werden, wodurch ein elektrochemischer Protonengradient über der Membran aufgebaut 

wird (Maycox et al. 1988). Dieser dient als Energiequelle für die Transporter, um 

Transmittermoleküle ins Innere der Vesikel zu transportieren. Dadurch können im Lu-

men des Vesikels bis zu 1000fach höhere Konzentrationen als im Cytoplasma entste-

hen. Die Konzentration von Acetylcholin kann bis zu 0,6 M ansteigen (Barker et al., 

1972). 

1.2 Steuerung des Zyklus über synaptische 
Vesikelproteine 

Die verschiedenen Funktionen, die synaptische Vesikel während des in Abschnitt 1.1 

beschriebenen Zyklus erfüllen, werden von einer Vielzahl an Proteinen vermittelt. 

Nicht zuletzt durch ihre geringe Größe und einfache Proteinzusammensetzung konnte 

man in der Vergangenheit synaptische Vesikel detailliert charakterisieren. Die Proteine 

synaptischer Vesikel können in zwei funktionelle Klassen eingeteilt werden: Proteine, 

die an der Aufnahme von Neurotransmittern beteiligt sind (Transport Proteine) und 

Proteine, die den Membranfluss der Vesikel vermitteln (trafficking proteins) (Südhof 

& Jahn, 1991). Die meisten Erkenntnisse über die Funktion synaptischer Vesikelpro-

teine konnte man aus Mutations- und Toxinstudien gewinnen (Südhof 1995). Obwohl 

die meisten Proteine spezifisch für synaptische Vesikel sind, lassen sie kein gemein-

sames Motiv erkennen, welches auf einen Sortiermechanismus hindeuten könnte. Syn-

aptische Vesikelproteine kommen oft in mehreren Isoformen vor, die in verschiedenen 

Neuronengruppen differentiell exprimiert werden. In Abbildung 2 sind die bereits etab-

lierten synaptischen Vesikelproteine und deren Anordnung in der Vesikelmembran 

dargestellt. Abbildung 3 zeigt die synaptischen Proteine, die während des synaptischen 

Vesikelzyklus transient mit der Vesikelmembran assoziiert sind.  

Die am Zyklus synaptischer Vesikel beteiligten Proteine werden in Abschnitt 1.1 nur 

kurz erwähnt und ihre Bedeutung für den dargestellten Prozess erläutert. Im Folgenden 

wird auf diese Proteine im Detail eingegangen.  
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Abb. 2  Zusammenstellung bereits etablierter synaptischer Vesikelproteine (Burré & Volknandt 2006) 

 

Abb. 3  Zusammenstellung synaptischer Vesikelproteine die während des synaptischen Vesikel-zyklus 
vorübergehend mit der Vesikelmembran assoziiert sind. (Burré & Volknandt 2006) 
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1.2.1 Integrale Membranproteine 

1.2.1.1 Synaptobrevin 

Synaptobrevin, auch VAMP-2 genannt, war eines der ersten synaptischen Vesikelpro-

teine, das kloniert wurde. Es gehört zur Superfamilie der SNARE-Proteine (R- oder v-

SNARE) und ist als Bestandteil des Core-Komplexes eines der drei für die Membran-

fusion notwendigen SNAREs. Synaptobrevin ist mit einer einzigen Transmembrando-

mäne C-terminal in der Vesikelmembran verankert. Die cytoplasmatische aminotermi-

nale Domäne umfasst eine prolinreiche Region, gefolgt von einer geladenen konser-

vierten Sequenz und beinhaltet die SNARE-typische α-helicale coiled-coil-Domäne, 

die ebenfalls Bestandteil des Core-Komplexes ist. Drei verschiedene Formen des Pro-

teins sind bekannt: VAMP-1, VAMP-2, VAMP-B. Es ist Angriffspunkt der bakteriel-

len Neurotoxine Tetanustoxin und Botulinumtoxin.    

1.2.1.2 Synaptophysin 

Das Glycoprotein Synaptophysin gehört zur gleichen Familie, der auch die Proteine 

Synaptoporin und Synaptogyrin angehören, und besitzt vier Transmembrandomänen, 

deren Amino- und Carboxytermini ins Cytoplasma ragen. Der tyrosinreiche carboxy-

terminale Schwanz wird von den Proteinen pp60c-src17 und CaM Kinase II phospho-

ryliert und dient als Substrat für src-Kinasen. Es wurde gezeigt, dass  Ca2+ in dieser 

Region binden kann (Rehm et al. 1986). Synaptophysin kann Homooligomere, beste-

hend aus vier bis sechs Monomeren, bilden. Synaptophysin ist das Hauptphosphopro-

tein synaptischer Vesikel (Pang et al. 1988) und besitzt sowohl für Serin/Threonin-

Kinasen, als auch für Tyrosinkinasen Bindungsstellen. Im Zyklus synaptischer Vesikel 

dient es als Kontrollprotein für die Membranfusion während der Exocytose, in dem es 

VAMP-2 reversibel bindet. Ist VAMP-2 an Synaptophysin gebunden, kann es keine 

Interaktionen mit den anderen SNAREs eingehen und der, für die Membranfusion, 

notwendige Core-Komplex kann nicht gebildet werden.    
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1.2.1.3 Synaptotagmin 

Synaptotagmine besitzten eine kurze N-terminale intravesikuläre Sequenz, eine einzige 

Transmembrandomäne, eine kurze Linker-Sequenz, und zwei cytoplasmatische  C2-

Domänen (C2A und C2B-Domänen; Perin et al 1990, Geppert et al. 1991). Zwei ver-

schiedene Formen, Synaptotagmin 1 und 2, werden differentiell exprimiert, sind jedoch 

wahrscheinlich funktionell ähnlich. Beide können bis zu fünf Ca2+-Ionen kooperativ 

binden. Die C2A-Domäne von Synaptotagmin 1 bindet drei (Ubach et al. 1998) und die 

C2B-Domäne zwei Ca2+-Ionen (Fernandez et al. 2001). Binden die C2-Domänen an 

Phospholipidmembranen, steigt die Ca2+-Affinität bis zu 1000fach. Die negativ gela-

denen Kopfgruppen bieten zusätzliche Koordinationsstellen für Ca2+-Ionen. Synapto-

tagmin ist nach einem gängigen Modell der Ca2+-Sensor, welcher Ca2+-unabhängig an 

den SNARE-Komplex bindet, sich dann Ca2+-abhängig partiell in die Phospholipid-

schicht der Membran einlagert und somit die Fusion auslöst. Insgesamt gibt es 15 ver-

schiedene Synaptotagmine.  

1.2.1.4 vATPase 

Die vATPase ist ein großer Multiprotein-Komplex (~1 Million Dalton) der sich aus 13 

Untereinheiten zusammensetzt und die Maße 14 x 14 x 24 nm besitzt (Arata et al. 

2002), was ungefähr 10% des Vesikelvolumens ausmacht. Damit ist die vATPase die 

größte Komponente synaptischer Vesikel. Die meisten synaptischen Vesikel verfügen 

nur über eine Protonenpumpe (Stadler & Tsukita 1984). Die vATPase besteht aus dem 

peripheren Komplex V1, welcher die ATPase-Aktivität vermittelt, sowie einem etwas 

kleineren integralen Membrankomplex V0, welcher für die Protonentranslokation ver-

antwortlich ist. Die beiden Komplexe können über die 116-kDa Untereinheit der Pum-

pe, der größten Komponente des Proteins, miteinander verbunden sein. Die vATPase 

pumpt Protonen in das Innere des synaptischen Vesikels und baut so einen elektroche-

mischen Gradienten über der Membran auf. Dieser Gradient stellt die Energie für die 

Aufnahme von Neurotransmittern durch Transporter bereit.  
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1.2.1.5 Neurotransmitter Transport 

Bislang sind vier verschiedene Transporter-Familien für die Aufnahme von Neuro-

transmittern in die synaptischen Vesikel bekannt: eine für Acetylcholin (bislang ein 

Transporter identifiziert), eine andere für Catecholamine, Histamin und Serotonin 

(zwei differentiell exprimierte Transporter identifiziert), eine dritte Familie für die ex-

zitatorische Aminosäure Glutamat (drei differentiell exprimierte Transporter identifi-

ziert) und eine vierte für die inhibitorischen Aminosäuren  GABA und Glycin (bislang 

ein Transporter identifiziert). Alle vesikulären Transporter sind integrale Membranpro-

teine mit zwölf Transmembrandomänen, die Ähnlichkeiten mit bakteriellen drug-

resistance-Transportern haben und deutlich von den Transmittertransportern in der 

Plasmamembran zu unterscheiden sind. Einige Transporter sind für den Transport von 

Transmittermolekülen nur auf das Membranpotential angewiesen, andere benötigen 

sowohl das Membranpotential, als auch den Protonengradienten. Die Expression eines 

bestimmten Transporters spezifiziert das Neuron für den entsprechenden Transmitter, 

so dass beispielsweise glutaminerge Neuronen durch die Transfektion mit Fremd-

DNA, die für einen anderen Transportertyp codiert, in ein cholinerges Neuron umge-

wandelt werden kann. Auf einigen Neuronen kann man die Koexpression eines Gluta-

mat-Transporters mit einem anderen Neurotransmitter-Tranporter beobachten.  

1.2.1.6 SV2 

Das integrale Membranprotein SV2 wurde in einem monoklonalen Antikörperscreen 

identifiziert (Buckley & Kelly, 1985). Es kommt nicht nur in der Membran synapti-

scher Vesikel vor, sondern auch in neuroendokrinen sekretorischen Granula, liegt je-

doch nur in Vertebraten konserviert vor. Drei SV2-Gene codieren für die hoch homo-

logen Proteine SV2A, SV2B und SV2C (Janz & Südhof 1999). SV2-Proteine besitzen 

zwölf potentielle Transmembrandomänen mit cytoplasmatischen N- und C-Termini 

und zeigen signifikante Homologien mit Kohlenhydrat-Transportern  aus Eukaryoten 

und Bakterien. Bis auf einen, sind alle Loops, die die Transmembrandomänen verbin-

den, sehr kurz. Die Ausnahme bildet ein großer, hoch glykosylierter intravesikulärer 

Loop, der eventuell als ionische Matrix im Vesikelinneren dient (Buckley & Kelly 

1985, Scranton et al. 1993). Die Transmembrandomänen und die cytoplasmatischen 
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Loops sind unter den SV2-Isoformen hochkonserviert, während die N-terminale cytop-

lasmatische Sequenz und die intravesikulären Loops nur wenig Homologie zeigen. Die 

SV2 Proteine werden im Gehirn differentiell exprimiert. SV2A ist in fast allen Neuro-

nen vorhanden, SV2B zeigt eine etwas eingeschränktere Verteilung (Bajjalieh et al. 

1994) und SV2C wird nur einer kleinen Gruppe von Neuronen im basalen Vorderhirn 

und in caudalen Bereichen des Gehirns exprimiert (Janz & Südhof 1999). Das ver-

wandte Protein SVOP ist ebenfalls Bestandteil synaptischer Vesikel (Janz et al. 1998). 

Es hat, bis auf den langen intravesikulären glykosylierten Loop, eine ähnliche Trans-

membranstruktur und ist sowohl in Vertebraten, als auch in Invertebraten  hoch kon-

serviert.  Es könnte sich bei SV2 also um einen Vertebraten-spezifischen Abkömmling 

von SVOP handeln. Funktionell dient SV2 wahrscheinlich als Transporter für Katio-

nen. Insbesondere der Transport von Ca2+-Ionen in die Vesikel hinein, und damit die 

Regulation des Ca2+-Levels in der Nervenendigung, werden  diskutiert. 

1.2.2 Membranassoziierte Proteine und transient assoziierte 

Proteine 

1.2.2.1 Rab3 und Rab3- Effektoren 

Rab3 gehört zu den kleinen GTP-bindenden Proteinen. Es ist kovalent über Geranylge-

ranyl-Gruppen mit der Membran synaptischer Vesikel verbunden, kann sich jedoch 

auch von der Membran lösen. Es spielt eine wichtige Rolle bei der Richtungslenkung 

synaptischer Vesikel zur aktiven Zone. Hierbei durchläuft es einen Zyklus, in dem es 

zwischen GTP- und GDP-gebundenem Zustand, sowie zwischen membrangebunde-

nem und nicht-membrangebundenem Zustand pendelt. Rab3 hat zwei Effektor-

Proteine, die an GTP-Rab3 binden, nicht jedoch an GDP-Rab3: Rabphilin (Shirataki et 

al. 1993, Li et al. 1994) und RIM1α/2α (Wang et al. 1997a, 2000; Wang & Südhof 

2003). Beide haben eine ähnliche N-terminale Zink-Finger Domäne, die mit den Rab3-

Proteinen interagiert, weisen Phosphorylierungsstellen für die PKA auf, und beinhalten 

zwei C-terminale C2-Domänen, sind aber ansonsten funktionell und strukturell sehr 

unterschiedliche Proteine. Rabphilin ist ein lösliches Protein, das im Verlauf des Rab3-

Zyklus transient über Rab3 mit der Membran synaptischer Vesikel assoziiert ist. Im 
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Rab3-Zyklus bindet es an GDP-gebundenes Rab3, entfernt dieses von der Vesikel-

membran und ermöglicht so den Austausch des GDP gegen GTP. Das andere Effektor-

Protein RIM1α/2α ist ein etwas größeres, biochemisch unlösliches Protein der aktiven 

Zone, dessen C-terminale C2-Domäne keine Ca2+-Bindungsstellen aufweist. RIM1α 

(und wahrscheinlich auch RIM2α) reguliert die Neurotransmitterfreisetzung durch 

Interaktion der N-terminalen Domäne mit Rab3 und Munc13, wahrscheinlich jedoch 

auch durch Interaktionen der PDZ-Domäne mit ERCs sowie durch Interaktionen der C-

terminalen C2-Domäne mit α-Liprin und Synaptotagmin. Im Gegensatz zu Rabphilin 

handelt es sich um ein essentielles Protein für die synaptische Transmission.  

1.2.2.2 Munc18 

Munc18 gehört zu den SM-Proteinen, einer Gruppe hydrophiler Proteine mit einer 

Größe von 60-70 kDa, die über die gesamte Sequenz Homologien zeigen, so dass 

wahrscheinlich keine spezielle Domäne mit der Funktion der Proteine korreliert. SM-

Proteine sind essentiell für die Membranfusion. Sie interagieren auf verschiedene Wei-

se mit SNARE-Proteinen in verschiedenen Membranfusionsprozessen.  Munc18 ist das 

humane Homolog des ersten SM-Proteins, UNC-18, welches in einem genetischen 

Screen an Caenorhabditis elegans entdeckt wurde (Hosono et al., 1992). Munc18 bin-

det, im meist verbreitesten Fusionsmechanismus, an die 20 N-terminalen Reste des 

SNARE-Proteins Syntaxin und kontrolliert somit die Bildung des Core-Komplexes. 

Munc18 könnte jedoch auch eine Rolle beim Andocken an die aktive Zone spielen 

(Voets et al., 2001). Im humanen Genom gibt es sieben UNC-18 Homologe (Bock et 

al., 2001), von denen drei (Munc18, Munc18b und Munc18c) an der exocytotischen 

Transmitterfreisetzung beteiligt sind (Hata et al., 1993; Pevsner et al., 1994; Tellam et 

al., 1995; Gengyo-Ando et al., 1996). Munc18 ist in Neuronen angereichert und abso-

lut notwendig für die Exocytose synaptischer Vesikel.  

1.2.2.3 Munc13 

Munc13 gehört ebenfalls zu den SM-Proteinen. Es handelt sich um das humane Homo-

log des in einem genetischen Screen an Caenorhabditis elegans entdeckten Protein 

UNC-13. Drei Gene codieren für Munc13: Munc13-1, Munc13-2 und Munc13-3 (Bro-
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se et al., 2000; Brose et al., 1995). Diese Isoformen werden differentiell im Gehirn 

exprimiert, wo sie nahe der aktiven Zone lokalisiert sind (Brose et al., 2000; Brose et 

al., 1995; Betz et al., 1998; Augustin et al., 1999). Munc13 ist essentiell für das Pri-

ming synaptischer Vesikel, wobei Munc13-1 in 90% der glutamatergen Synapsen Pri-

ming-Faktor ist und Munc13-2 in den restlichen 10% (Augustin et al., 1999; Varo-

queaux et al., 2002). In GABA-ergen Synapsen werden beide coexprimiert und spielen 

eine Rolle beim Priming (Varoqueaux et al., 2002). Die Munc13-3 Isoform scheint 

diese Aufgabe in Synapsen paralleler Fiber-Purkinje-Zellen zu übernehmen (Augustin 

et al., 2001). Munc13 Proteine binden hochaffin über eine C1-Domäne endogen an die 

second messenger Diacylglycerol und Phorbolester (Betz et al., 1998; Maruyama & 

Brenner, 1991). Dadurch wird wahrscheinlich die Priming-Funktion des Proteins akti-

viert. Untersuchungen zeigen, dass diese Bindung zur verstärkten Nachlieferung von 

Vesikeln in den ready-releasable-pool führt und die Wahrscheinlichkeit der Transmit-

terfreisetzung ansteigt (Rhee et al., 2002). Die Priming-Aktivität selbst kommt wahr-

scheinlich durch Interaktion mit der N-terminalen coiled-coil-Domäne von Syntaxin 1 

zustande. Syntaxin 1 wechselt dadurch von einer geschlossenen in eine offene Kon-

formation, was zur Folge hat, dass Munc18 abdissoziiert und der SNARE-Komplex 

gebildet werden kann.  

Munc13 interagiert mit fünf weiteren Proteinen, deren Bedeutung für den synaptischen 

Vesikel Zyklus jedoch noch nicht geklärt ist. Diese Proteine sind: RIM (Betz et al., 

2001), Calmodulin (Xu X. Z. et al., 1998a), Doc2 (Orita et al., 1997; Duncan et al., 

1999), ein ARF Austausch-Faktor (Neeb et al., 1999), eine hirnspezifische Spectrin-

Isoform.  

1.2.2.4 Synapsin 

Synapsine sind die ersten synaptischen Proteine, die man identifiziert hat. Sie bedecken 

die Oberfläche synaptischer Vesikel als periphere Membranproteine. In Säugern ex-

primieren drei Synapsin-Gene alternativ gespleißte Protein-Varianten (Synapsin 1-3), 

die ähnliche N-terminale und zentrale Domänen, jedoch unterschiedliche C-terminale 

Sequenzen haben (Südhof et al., 1989; Hosaka & Südhof, 1998a; Kao et al., 1998; Por-

ton et al., 1999). Die meisten Synapsen exprimieren Synapsin 1 und 2, Synapsin 3 
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kommt deutlich seltener vor. Eine N-terminale Domäne hat eine Phohorylierungsstelle 

für PKA und Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase I. Die zentrale C-Domäne 

formt ein Dimer und bindet hochaffin ATP (Hosaka & Südhof, 1998a,b, 1999). Synap-

sin 1 bindet ATP nur in Anwesenheit von Ca2+, Synapsin 2 bindet ATP unabhängig 

von Ca2+, und Synapsin 3 bindet Ca2+ nur in Abwesenheit von Ca2+ (Hosaka & Südhof, 

1998a,b). Synapsine binden, abhängig vom Phosphorylierungszustand ihrer N-

terminalen Domäne, an synaptische Vesikel. Die Phosphorylierung durch die PKA und 

Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase I löst die Bindung auf. Synapsine wechseln 

demnach stimulationsabhängig zyklisch von einem Vesikel-gebundenem Zustand in 

einen nicht-gebundenen Zustand (Hosaka et al., 1999). Synapsine sind nicht essentiell 

für die synaptische Vesikelexocytose, werden jedoch benötigt, um die Anzahl der Ve-

sikel aufrechtzuerhalten und um die synaptische Kurzzeit-Plastizität zu regulieren (Ro-

sahl et al., 1993, 1995; Li et al., 1995b). Einer Hypothese zufolge vereinen Synapsine 

die synaptischen Vesikel in einem präsynaptischen Vesikelcluster, in dem sie diese am 

Cytoskelett verankern. Es wurde jedoch in silico gezeigt, dass reife Vesikelcluster kein 

Cytoskelett enthalten (Dunaevsky & Connor, 2000; Morales et al., 2000; Zhang & 

Benson, 2001). Daher ist diese Hypothese zur Synapsinfunktion relativ unwahrschein-

lich. 

1.3 Proteomanalyse synaptischer Vesikel 

In der Vergangenheit wurden viele synaptische Proteine entdeckt. Die wichtigsten 

wurden bereits in Abschnitt 1.2 erwähnt und beschrieben. Es gibt jedoch Hinweise auf 

die Existenz weiterer synaptischer Proteine. Hierbei könnte es sich vor allem um hyd-

rophobe Membranproteine handeln. Vergleicht man die Resultate verschiedener Pro-

teomanalysen miteinander, so ergeben sich zwar einige Übereinstimmungen, jedoch 

auch einige Unterschiede was die identifizierten Proteine angeht. Besondere Schwie-

rigkeiten hierbei bringt vor allem die Analyse integraler Membranproteine mit sich, die 

aufgrund ihrer Hydrophobizität Probleme bei der Gelelektrophorese bereiten. Um das 

Proteom synaptischer Vesikel komplett zu erfassen und neue synaptische Proteine zu 

identifizieren, wurden im jüngsten Ansatz von Jacqueline Burré mehrere Gelseparati-
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onstechniken mit unterschiedlichen Massenspektrometrietechniken kombiniert. Für die 

Analyse wurden synaptische Vesikel aus dem Rattenhirn über einige Schritte, wie zum 

Beispiel differentielle Zentrifugation und Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation, 

präpariert und mit magnetischen Beads immungereinigt. Für die Trennung und Identi-

fizierung der Proteine wurde 1-D SDS-PAGE mit nano-LC ESI-MS/MS, und die 2-D 

Systeme BAC/SDS-PAGE und dSDS-PAGE mit MALDI-TOF-MS kombiniert. Mit 

den drei verschiedenen Geltrennungstechniken konnten insgesamt 185 Proteine identi-

fiziert werden, deutlich mehr als in den vergangenen Proteomansätzen. Ungefähr die 

Hälfte der Proteine wurden als bekannte synaptische Vesikelproteine identifiziert. 

Hierbei handelte es sich um integrale synaptische Vesikelproteine, oder um Proteine, 

die peripher oder transient mit synaptischen Vesikeln assoziiert sind, inklusive der Pro-

teine für die Endocytose. 4% aller identifizierten Proteine wurden als neue Proteine 

angesehen. Unter ihnen sind erst kürzlich dem Vesikelkompartiment zugeteilte Protei-

ne, Proteine, über die weder Lokalisations-, noch Funktionsdaten vorliegen, und ganz 

neue Proteine, deren Aminosäuresequenz zum ersten Mal identifiziert wurde. In Ab-

bildung 4 sind einige dieser Kandidaten schematisch dargestellt.  

 

 

Abb. 4  Zusammenstellung einiger neuer synaptischer Vesikel Proteine (Burré & Volknandt 2006, mo-
difiziert von Barrera 2007). Unter ihnen befinden sich unter anderem neue Isoformen bereits beschriebe-
ner etablierter Vesikelproteine, neue GTP-bindende Proteine, putative Transporter, Enzyme der Glyko-
lysemaschinerie, Proteine des proteasomalen Abbaus, sowie Proteine deren Aminosäuresequenz zum 
ersten Mal identifiziert wurde. 
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1.4 Drei neue Kandidaten 

Teil des Projektes ist die Untersuchung der neuen Proteine leucin zipper domain pro-

tein (LZD-Protein), WD and FYVE domain containing 1 isoform 1 (WDFY1-Protein) 

und testis-specific adriamycin sensitivity protein (TSAS-Protein). Mit Hilfe verschie-

dener Algorithmen wurden konservierte Domänen der Proteine vorhergesagt.  

1.4.1 Leucin zipper domain protein 

Für das Protein mit der NCBI-Zugangsnummer XP_213213.2 kommen mehrere Do-

mänen in Frage. Neben der katalytischen Domäne der Tyrosinkinase (Aminosäuren 5-

188), der Polyphosphatkinase 2-Domäne (Aminosäuren 5-161) und der DEATH-

Domäne (Aminosäuren 96-184), kommen die C-terminale Domäne der Glutation S-

Transferase (Aminosäuren 105-207), die in der Detoxifizierung eine wichtige Rolle 

spielt und die BAR-Domäne (Aminosäuren 112-277) in Frage, in die Endocytose und 

einige Schritten des intrazellulären Transportes verwickelt ist und eine Rolle bei der 

Membrankurvatur spielt. 

1.4.2 WD repeat und FYVE domain containing 1 isoform 1 

Das Protein mit der NCBI-Zugangsnummer XP_237323.2 enthält drei WD-40 repeats 

(Aminosäuren 5-43, 48-87 und 91-130). WD-40 repeats sind kurze, etwa 40 Amino-

säure lange Motive, die oft mit dem Dipeptid Tryptophan und Aspartat (WD) enden 

(van der Voorn und Ploegh, 1992). WD-haltige Proteine besitzen vier bis 16 dieser 

Einheiten, die wahrscheinlich alle eine ß-Propellerstruktur bilden. WD-haltige Proteine 

sind an verschiedenen zellulären Vorgängen wie zum Beispiel Signaltransduktion, Re-

gulation des Zellzyklus oder Apoptose beteiligt. Die Bereiche um die WD-repeats 

stellt die Spezifität der Proteine sicher. Beispiele für WD-haltige Proteine sind die E3 

Ubiquitin-Ligase und der Transkriptionsfaktor TAFII. Das Protein enthält wahrschein-

lich vier weitere Domänen: Die Ubiquitin-Domäne, die Myosin-Domäne, die RING-

Domäne und die FYVE-Domäne. Das Protein hat Ähnlichkeiten mit ß-Transducin, der 

Untereinheit ß2 des guanine nucleotide-binding proteins, und mit einer Se-

rin/Threonin- und Tyrosinkinase.  
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1.4.3 Testis- specific adriamycin sensitivity protein 

Das Protein mit der Zugangsnummer XP_216158.2 enthält die LANC-ähnliche Domä-

ne, die die Aminosäuren 81 und 444 umfasst. Lanthionine sind Thioetherbrücken, die 

vermutlich durch Dehydratation von Serinen und Threoninen und Anfügung von Cys-

teinen entstehen. Dieses Protein wird in hohen Mengen im Gehirn und in den Testes 

exprimiert und spielt wahrscheinlich eine Rolle in der Immunüberwachung dieser Or-

gane (Mayer et al., 2001). Ein anderes Protein, LANCL1 (P40 seven-transmembrane-

domain protein), enthält ebenfalls die erwähnte Domäne.  

1.5 Atlastin und SPG3A 

Neben den drei neuen Proteinen werden Studien zu dem Protein Atlastin durchgeführt. 

Dieses bereits bekannte synaptische Vesikelprotein wurde ebenfalls in der erwähnten 

Proteomanalyse identifiziert. Man konnte dem Protein jedoch noch keine eindeutige 

Funktion im Zusammenhang mit synaptischen Vesikeln zuordnen. Es ist an einer spe-

ziellen Form der erblichen spastischen Paraplegie beteiligt, was das besondere Interes-

se an diesem Protein mit erklärt. Angeborene spastische Paraplegien (HSPs) umfassen 

eine Gruppe klinisch heterogener Syndrome, die sich durch Spastizität und Schwäche 

der unteren Extremitäten auszeichnen. Diese Syndrome gehen mit distaler axonaler 

Degeneration in den langen aufsteigenden und absteigenden Bahnen des Rückenmarks 

einher. Eine Punktmutation in dem Gen für Atlastin verursacht die spezielle Form der 

Krankheit SPG3A, die durch frühes Einsetzen in der Entwicklung charakterisiert ist. 

Atlastin ist ein 64 kDa großes Protein, dass zur Superfamilie der Dynamine gehört. 

Diese große GTPase kommt vorwiegend im Gehirn vor, wo sie besonders in pyramida-

len Neuronen des cerebralen Cortex und des Hippocampus zu finden ist. Was die zellu-

läre und subzelluläre Lokalisation angeht, so konnte eine Kolokalisation mit verschie-

denen Markern des Golgi-Apparates nachgewiesen werden. Durch Immungold Elekt-

ronenmikroskopie konnte gezeigt werden, dass es speziell im cis-Golgi-Netzwerk zu 

finden ist. Ausserdem ist es in vesikulären Strukturen axonaler Wachstumskegel und 

Verzweigungspunkten zu finden. Atlastin ist ein integrales Membranprotein mit zwei 

Transmembrandomänen. Sowohl C-Terminus, als auch der GTP-bindende N-Terminus 
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liegen auf cytoplasmatischer Seite. Atlastin kann Oligomere bilden, in vivo kommt es 

in der Regel als Tetramer vor. Man vermutet für Atlastin entweder eine Rolle in der 

Golgi-Membrandynamik oder im Transport und zellulären Verkehr synaptischer Vesi-

kel (vesicle trafficking). 

1.6 Zielsetzung der Arbeit 

Der erste Teil des Projektes umfasst die Arbeit mit den neuen Proteinen leucin zipper 

domain protein, WD and FYVE domain containing 1 isoform 1 und testis-specific ad-

riamycin sensitivity protein. Ziel ist es, möglichst genaue Lokalisationsdaten zu erhal-

ten, so dass eventuell Hypothesen zur Funktion der Proteine aufgestellt werden kön-

nen. Für die Realisierung werden die proteincodierenden Sequenzen in einen geeigne-

ten Expressionsvektor kloniert. Nach Transfektion von CHO-Zellen mit den entspre-

chenden Konstrukten soll eine immuncytochemische Analyse der transfizierten Zellen 

erfolgen, wobei sowohl Einzelfärbungen, als auch Doppelfärbungen durchgeführt wer-

den sollen. Eine Western Blot Analyse soll als Kontrolle dienen. Um möglichst genaue 

Daten zur Lokalisation der neuen Proteine zu erhalten, sollen einige ausgewählte Prä-

parate zusätzlich mittels konfokaler Lasermikroskopie analysiert werden.  

Der zweite Teil des Projektes umfasst die Arbeit mit den Proteinen Atlastin und 

DKFZp761B107, einem potentiellen Interaktionspartner von Atlastin. Die proteinco-

dierenden Sequenzen dieser beiden Proteine befinden sich bereits in geeigneten Ex-

pressionsvektoren. Für  Atlastin liegen bereits Daten vor (siehe Abschnitt 1.5). Diese 

sollen durch Untersuchungen an CHO-Zellen und PC12-Zellen überprüft werden. Im-

muncytochemische Analysen von rekombinant exprimiertem Atlastin und 

DKFZp761B107 in CHO-Zellen sowie von endogen exprimiertem Atlastin in ausdiffe-

renzierten PC12-Zellen sollen diesem Zweck dienen. Auch hier sollen Einzel- und 

Doppelfärbungen gemacht werden und die Proteine zusätzlich durch eine Western Blot 

Analyse detektiert werden. Ausserdem soll durch eine Doppeltransfektion die Koloka-

lisation von Atlastin und dem Interaktionspartner von Atlastin gezeigt werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Molekularbiologische Methoden 

2.1.1 Steriles Arbeiten 

Die molekularbiologischen Arbeiten umfassen die Methoden zur Klonierung der neuen 

Proteine. Wird mit Bakterien gearbeitet,  sollte auf steriles Arbeiten geachtet werden, 

um Kontaminationen mit anderen Mikroorganismen (Bakterien, Pilze, Hefen) zu ver-

meiden. Um dies zu gewährleisten, werden Gefäße, Pipettenspitzen und sonstige Ge-

genstände mit Heissluft (3h 180°C) sterilisiert,  Arbeitsflächen mit 70% Ethanol gerei-

nigt und Lösungen sowie Nährmedien für 20 min bei 121°C autoklaviert und mit Anti-

biotika versetzt. Ausserdem werden die Arbeiten neben einem Bunsenbrenner durchge-

führt. 

2.1.2 Herstellung von Nährmedien 

Folgende Nährmedien werden benötigt. 

 

LB-Agar, pH 7,5  

1% Casein 

0,5% Hefeextrakt 

0,5% NaCl 

1,5% Agar 

100 µg/ml Ampicillin 
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Nach dem Autoklavieren wird zunächst gewartet, bis das Medium eine für die Haut 

erträgliche Temperatur erreicht hat und erst dann kann das hitzeempfindliche Ampicil-

lin zugegeben werden. Vor dem Erstarren des Mediums wird dieses in Petrischalen 

gegossen.    

 

LB-Medium, pH 7,5 

1% Casein 

0,5% Hefeextrakt 

0,5% NaCl 

100 µg/ml Ampicillin 

 

Auch hier wartet man mit der Ampicillin-Zugabe nach dem Autoklavieren, bis die 

Temperatur etwas heruntergekühlt ist.  

 

SOB-Medium 

2% Casein 

0,5% Hefeextrakt 

10 mn NaCl 

2,5 mM KCl 

10 mM MgSO4 

 

SOC-Medium 

2% Casein 

0,5% Hefeextrakt 
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10 mn NaCl 

2,5 mM KCl 

10 mM MgSO4 

20 mM Glucose 

 

Sowohl die MgSO4-, als auch die Glucose-Lösung werden sterilfiltriert und nach dem 

Autoklavieren hinzugegegeben. 

Im Umgang mit den Nährmedien ist neben dem Autoklavieren und der Antibiotika-

Zugabe auch auf die restlichen Maßnahmen zur Gewährleistung der Sterilität (siehe 

Abschnitt 2.2.1) zu achten. 

2.1.3 Anzucht von Bakterien 

2.1.3.1 Animpfen von Flüssigkulturen 

Um eine Minikultur zu erhalten, werden 5 ml Medium mit einer Bakterienkolonie an-

geimpft und über Nacht bei 37°C unter Schütteln inkubiert.  

Um eine Grosskultur anzuimpfen, werden etwa 200 ml LB-Medium mit etwa 2 ml 

einer Minikultur versetzt und für etwa 8 h unter Schütteln bei 37°C inkubiert. 

2.1.3.2 Ausplattieren von Flüssigkulturen 

Es wird eine bestimmte Menge der Bakteriensuspension auf eine LB-Agar-Platte ge-

geben. Anschliessend wird mit einem Drigalsky-Spatel eine kreisende Bewegung aus-

geführt, bis die Bakterienlösung vollständig in das Medium eingedrungen ist. Die Plat-

ten werden über Nacht bei 37°C inkubiert. 

2.1.4 Herstellung elektrokompetenter Bakterien 

Eine Minikultur des Stocks E.coli XL10 Gold wird mit 5 ml SOB-Medium mit einer 

Impföse angeimpft. Nach Inkubation bei 37°C im Brutschrank wird daraus eine Gross-
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kultur angeimpft, indem 2 ml der Minikultur auf 200 ml SOB-Medium gegeben wer-

den. Man lässt die Grosskultur etwa 3-4 h wachsen und stoppt das Wachstum bei einer 

OD von 0,6. Zur Messung der OD wird ein Photometer benutzt. Es wird auf eine Wel-

lenlänge von 600 nm eingestellt und mit SOB-Medium auf den Wert null eingestellt. 

Dann wird die eigentliche Kultur in eine Küvette pipettiert und gemessen. Beim Errei-

chen einer OD von 0,6 wird die Kultur für etwa 10 min auf Eis gestellt und anschlies-

send mit 4000 rpm 15 min bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird in 150 ml eiskaltem 

10% Glycerin resuspendiert. Es wird noch einmal unter den gleichen Bedingungen 

zentrifugiert und das Pellet erneut in 150 ml eiskaltem 10% Glycerin resuspendiert. Ein 

letztes Mal wird unter denselben Bedingungen zentrifugiert und das Pellet in so wenig 

wie möglich eiskaltem 10% Glycerin resuspendiert. Die Kultur wird à 70-100 µl in 

vorgekühlte Eppendorfgefäße aliquotiert, in flüssigem N2 schockgefroren und bei -

80°C gelagert. 

2.1.5 Herstellung RbCl2-kompetenter Bakterien 

Es wird eine 2 ml-Kultur des E.coli- Stammes DH5α angeimpft. Nach Inkubation bei 

37°C über Nacht wird daraus eine 0,5-1%ige 100 ml-LB-Kultur angeimpft (500-1000 

µl der 2 ml-Kultur). Man lässt die 100 ml-Kultur etwa 3 h wachsen bis eine OD von 

0,45-0,5 erreicht ist und stellt sie anschliessend für 10 min auf Eis. Die Kultur wird mit 

3400 rpm bei 0°C für 10 min zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 7,5 ml eiskaltem 

TFBI- Puffer resuspendiert, 1 h auf Eis inkubiert und mit 4300 rpm bei 0°C für 10 min 

zentrifugiert. Das Pellet wird in 2 ml eiskaltem TFBII- Puffer resuspendiert. Die Kultur 

wird à 100 µl in vorgekühlte Eppendorfgefäße aliquotiert, in flüssigem N2 schockgef-

roren und bei -80°C gelagert. 

2.1.6 Plasmidpräparation durch alkalische Lyse 

2.1.6.1 Minipräparation 

Für Plasmidpräparationen aus Minikulturen (Minipräparationen) wird das Kit E.Z.N.A. 

Plasmid Minipräp Kit I der Firma Peqlab verwendet. Es basiert auf alkalischer Lyse. 
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Es werden etwa 1,5 ml einer Minikultur mit 4000 rpm bei RT 10 min zentrifugiert. Der 

Überstand wird verworfen und das Zellpellet mit 250 µl der Lösung I resuspendiert. 

Lösung I enthält EDTA und RNAsen und muss daher immer kalt gestellt werden. ED-

TA komplexiert zweiwertige Kationen (Mg2+, Ca2+) die essentiell für die Stabilität der 

Bakterienzellwand sind; RNAsen beseitigen eventuelle Kontaminationen durch RNA. 

Anschliessend werden die Bakterien mit 250 µl der Lösung II lysiert. Dies geschieht 

durch NaOH (denaturiert DNA und Proteine) und SDS (löst die Phospholipid- und 

Proteinkomponenten der Zellwände). Hierbei ist eine Inkubationszeit von 1 min bei RT 

nach dem Mischen durch invertieren sehr wichtig, da möglichst viel Plasmid- DNA 

und möglichst wenig chromosomale DNA freigesetzt werden  und die Plasmid- DNA 

nicht irreversibel denaturiert werden soll. Es sollte sich ein klares Lysat bilden.  Nach 1 

min wird das Gemisch mit 350 µl von Lösung III (Kaliumacetatpuffer) neutralisiert. 

Dies geschieht erneut durch invertieren. Es bildet sich ein weisses Präzipitat, welches 

aus Kaliumdodecylsulfat und Proteinen, chromosomaler DNA und bakteriellen Zellres-

ten besteht. Das Präzipitat wird  mit Vmax bei RT für 10 min abzentrifugiert. Der Über-

stand wird nochmals zentrifugiert und das Pellet erneut verworfen. Der Überstand wird 

auf die Anionenaustauschersäule (DEAE) geladen und es wird 1 min bei Vmax zentrifu-

giert: Die DNA bindet bei niedrigen Salzkonzentrationen. Die Säule wird mit 500 µl 

Hb- Puffer und mit 700 µl Waschpuffer  gewaschen (beide hohe Salzkonzentrationen) 

um Spuren von RNA und Proteinen zu entfernen. Zum Schluss wird die gebundene 

Plasmid- DNA mit 50-100 µl Elutionspuffer (noch höhere Salzkonzentration) gelöst. 

2.1.6.2 Maxipräparation 

Für Plasmidpräparationen aus Grosskulturen (Maxipräparationen) wird das Kit „Nuc-

leobond AX500“ der Firma Macherey-Nagel verwendet. Es basiert auf alkalischer Ly-

se.  

Die Bakterien werden mit 5500 rpm bei 4°C für 20 min zentrifugiert. Das Zellpellet 

wird in 12 ml von Lösung I (enthält EDTA und RNAsen: kalt stellen!) vorsichtig re-

suspendiert. Dabei ist wichtig, die Bakterien möglichst schonend zu pipettieren. EDTA 

komplexiert zweiwertige Kationen (Mg2+, Ca2+) die essentiell für die Stabilität der 

Bakterienzellwand sind; RNAsen beseitigen eventuelle Kontaminationen durch RNA. 
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Es werden 12 ml von Lösung II zugegeben und 6-8x invertiert (nicht vortexen, da sonst 

chromosomale DNA freigesetzt werden könnte!), wodurch die Bakterien lysiert wer-

den. Lösung II enthält NaOH (denaturiert DNA und Proteine) und SDS (löst die Phos-

pholipid- und Proteinkomponenten der Zellwände). Hierbei ist eine Inkubationszeit 

von maximal 5 min bei RT nach dem Mischen durch invertieren sehr wichtig, da mög-

lichst viel Plasmid- DNA und möglichst wenig chromosomale DNA freigesetzt werden  

und die Plasmid- DNA nicht irreversibel denaturiert werden soll. Nach Zugabe von 12 

ml der Lösung III   (Kaliumacetatpuffer → kalt stellen!) wird erneut 6-8x invertiert bis 

eine homogene Suspension entsteht und dann 5 min auf Eis inkubiert. Es bildet sich ein 

weisses Präzipitat, welches aus Kaliumdodecylsulfat, Proteinen, chromosomaler DNA 

und bakteriellen Zellresten besteht. Das Präzipitat wird mit 8500 rpm bei 4°C 10 min 

abzentrifugiert. Der Überstand (Lysat) wird solange filtriert, bis die Lösung klar ist. 

Bevor das Lysat auf die Säule gegeben wird, wird diese 2x mit 6 ml von Lösung N2 

äquilibriert. Nach der Adsorption der Plasmid- DNA an die Säule (geschieht bei nied-

rigen Salzkonzentrationen) wird 2x mit 16 ml von Lösung N3 gewaschen (geschieht 

unter hohen Salzkonzentrationen). Dabei werden Spuren von RNA und Proteinen ent-

fernt. Mit 15 ml von Lösung N5 wird die Plasmid- DNA schliesslich eluiert (geschieht 

unter noch höheren Salzkonzentrationen). Anschliessend wird mit 0,7-0,8 Volumen 

Isopropanol für 30 min gefällt, mit 10.000 rpm (bei mehr bekommen die Falcon- Ge-

fässe Risse) bei 4°C für 30-48 min zentrifugiert. Das DNA- Pellet wird mit 20 ml 75% 

Ethanol für 15 min bei RT gewaschen und nochmals unter den gleichen Bedingungen 

zentrifugiert. Das Pellet wird luftgetrocknet und in 50-100 µl resuspendiert. 

2.1.7 DNA-Konzentrationsbestimmung 

2.1.7.1 Konzentrationsbestimmung über ein Agarosegel 

Diese Methode basiert auf der Mengenabschätzung von Bändern im Agarosegel. Auf-

getragen wird ein Marker mit Bändern definierter DNA-Menge und DNA-Größe, so-

wie die zu bestimmende DNA-Lösung in verschiedenen Verdünnungen. Ein Band des 

Markers, das sich gut eignet, dient als Referenz. Dieses wird mit den Bändern der ver-
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dünnten DNA verglichen und so die Konzentration der unverdünnten DNA-Lösung 

möglichst genau abgeschätzt. 

2.1.7.2 Photometrische Messung 

Diese Technik basiert auf der Absorption der Purine und Pyrimidine bei einer Wellen-

länge von 260 nm. Die zu bestimmende DNA-Lösung wird 1:400 verdünnt. Das Pho-

tometer wird als erstes mit Wasser auf den Wert Null eingestellt. Dann wird das Ab-

sorptionsmaximum der 1:400 Verdünnung gemessen. 1 OD entspricht 50 ng/µl. 

2.1.8 Transformation 

2.1.8.1 Elektroporation 

Bei der Elektroporation werden die Zellen mit einem kurzen elektrischen Puls versetzt, 

wodurch sie für kurze Dauer permeabel werden und die DNA in die Zelle diffundieren 

kann.  

Man taut die benötigten Zellaliquots elektrokompetenter E.coli’s auf Eis auf und dena-

turiert den Ligationsansatz für 10 min bei 65°C, um die Ligase von der DNA zu ent-

fernen. Diese könnte sonst die Transformationseffizienz herabsetzen. Dann werden 1 

µl Ligationsansatz, 9 µl eiskaltes 10% Glycerin und 70 µl Bakteriensuspension zu-

sammenpipettiert und kurz geschnickt, um Luftblasen zu entfernen. Alles wird auf Eis 

gelagert und pipettiert. Der Ansatz wird in eine Küvette pipettiert und mit folgenden 

Parametern elektroporiert: 1,4 kV; 50 µF; 125 Ω. Die Pulsdauer sollte bei 3-4 ms lie-

gen. Wichtig ist, dass man direkt nach dem Puls 1 ml 37°C warmes SOC- Medium 

zugibt und resuspendiert. Die Zellen werden in ein Eppendorfgefäß überführt und bei 

37°C für 45-120 min inkubiert. Zwischendurch sollte man sie schwenken, da sich die 

Zellen sonst absetzen. Die Bakterien werden in variablen Volumina auf Agarplatten 

mit Ampicillin ausplattiert und für 12-16 h bei 37°C inkubiert. 
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2.1.8.2 Hitzeschock 

Durch einen Hitzeschock werden Bakterien für kurze Dauer für die Fremd-DNA per-

meabel. Diese kann in die Zelle hinein diffundieren. 

100 µl kompetente Zellen werden für 15 min auf Eis aufgetaut. 10 µl des Ligationsan-

satzes werden zu den Zellen pipettiert (vorsichtig mischen!). Der Ansatz wird für 20 

min auf Eis gestellt. Der Hitzeschock erfolgt für 1 min bei 42°C. Der Transformations-

ansatz wird für 2 min auf Eis gestellt und anschliessend in 900 µl vorgewärmtes LB-

Medium überführt. Zur Regeneration werden die Zellen für 30 min bei 180 rpm und 

37°C inkubiert. Die Bakterien werden in variablen Volumina auf Agarplatten mit Am-

picillin ausplattiert und über Nacht bei 37°C in einem Brutschrank inkubiert. 

2.1.9 Sequenzierung 

Mit der Sequenzierung von DNA-Molekülen wird die Firma SRD beauftragt. Man 

braucht hierfür etwa 1 µg DNA mit den entsprechenden Primern, sowie ein Formular, 

das man sich auf der Homepage der Firma herunterladen kann. Für die Sequenzierung 

sollte man mit 1-2 Tagen rechnen, je nach Andrang.  

Der zu analysierende Bereich wird von beiden Sequenzenden ansequenziert, da die 

ersten 15-20 Basen relativ unsicher sind. Die Sequenzierung selbst basiert auf einem 

gelgestützten Verfahren nach Erzeugung basenspezifisch endender DNA-Populationen, 

die in einer nachfolgenden denaturierenden Polyacrylamidelektrophorese der Größe 

nach getrennt werden. Die Beendigung der Synthese des in die Reaktion gegebenen 

Stranges wird hierbei durch Zufügen von Didesoxynucleotiden erreicht, deren Einbau 

in die DNA zu einem Kettenabbruch aufgrund der fehlenden 3’OH-Gruppe führt.  

2.1.10 Agarosegel- Elektrophorese 

Die Agarosegel- Elektrophorese dient der Auftrennung von Nucleinsäuren verschiede-

ner Größen. Je nach Größe der zu trennenden Fragmente können Gele mit verschiede-

ner Agarosekonzentration hergestellt werden. Die Agarose wird zunächst in 0,5x TBE-

Puffer (50 mM Tris, 41,5 mM Borsäure, 0,5 mM EDTA) durch erhitzen gelöst. Man 
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setzt dann 0,5 µg/ml Ethidiumbromid zu (Vorsicht, Ethidiumbromid ist hitzeempfind-

lich!) und giesst die Mischung in eine Gelkammer. Als Elektrophoresepuffer wird 0,5x 

TBE-Puffer mit 1 µg/ml Ethidiumbromid verwendet. Die DNA wird vor dem Beladen 

der Taschen mit Ladepuffer (50% Glycerin, 10 mM EDTA pH 8, 0,25% Bromphenol-

blau, 0,25% Xylencyanol FF) versetzt. Dieser wird 1fach eingesetzt. Die DNA wird 

bei 75-120 mA aufgetrennt. Da die aromatischen Ringe des Ethidiumbromids an die 

heteroaromatischen Ringe der Basen der Nucleinsäure binden, was zu einer Verstär-

kung der Fluoreszenz im Vergleich zur Hintergrundfärbung des Gels führt, können die 

DNA-Bänder auf einem UV-Tisch durch Anregung des Ethidiumbromids bei 254-366 

nm und Emission bei 590 nm sichtbar gemacht werden.  

2.1.11 DNA- Isolation aus Agarosegelen 

2.1.11.1 DNA- Isolation aus Agarosegelen mit Glasmilch 

Für die DNA-Isolation aus Agarosegelen mit Glasmilch wird das DNA-Isolation Kit 

der Firma Appli Chem verwendet.  

Das Band wird aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Es wird ½ Volumen 3 M Natrium-

acetat (pH 5.2) und 4,5 Volumen NaI zu dem Gelstück gegeben. Die Endkonzentration 

des NaI sollte 4 M sein. Der Ansatz wird für 2-5 min bei 55°C inkubiert, kurz gemischt 

und für weitere 1-2 min bei 55°C gelassen. Zu diesem Zeitpunkt sollte die Agarose 

komplett gelöst sein. Zu der Agarose : DNA : NaI Lösung wird die Glasmilch-

Suspension gegeben. Es werden 6 µl für die ersten 2 µg DNA und ein zusätzlicher µl 

für jedes weitere ½ µg DNA eingesetzt. Der Ansatz wird gut gemischt und für 5 min 

bei Raumtemperatur inkubiert, wobei alle 1-2 min gemischt werden sollte. Fragmente, 

die größer als 1000 bp sind, werden bei 55°C inkubiert, um die Bindungseffizienz der 

DNA an die Glasmilch zu erhöhen. Bei maximaler Geschwindigkeit wird dann die 

beladene Glasmilch für 10 sec abzentrifugiert. Der Überstand wird verworfen. Das 

Glaspellet wird mit Waschpuffer gewaschen. Dabei wird das 50fache Volumen der 

ursprünglich eingesetzten Glasmilch appliziert. Beim Resuspendieren des Glaspellets 

sollte vorsichtig pipettiert werden (besonders bei Fragmenten die größer als 15 kb 

sind!). Der Waschschritt wird mindestens zwei Mal wiederholt. Nachdem der Über-
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stand das letzte Mal entfernt wurde, wird noch mal zentrifugiert und soviel wie mög-

lich von dem Waschpuffer entfernt. Um die DNA zu eluieren, wird das Pellet mit steri-

lem destilliertem Wasser oder TE-Puffer (10 mM Tris pH 7,5-8,0; 1 mM EDTA) sus-

pendiert und für 3-5 min unter gelegentlichem Mischen inkubiert. Der Ansatz wird für 

30-45 sec bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert um die Glasmilch von der 

DNA zu trennen. Im Überstand befindet sich die DNA. Die Ausbeute kann durch er-

neute Elution um 10-15% gesteigert werden.  

2.1.11.2 DNA- Isolation aus Agarosegelen über eine Säule 

Für die DNA-Isolation aus Agarosegelen über eine Silicamembran wird das Kit Nucleo 

Spin Extract II verwendet. 

Zunächst werden die Bänder mit einem sauberen Skalpell aus dem Agarosegel ausge-

schnitten und das Gewicht der Gelstücke bestimmt. Für jede 100 mg werden 200 µl NT 

Puffer hinzu gegeben. Bei mehr als 2% igen Gelen wird die doppelte Menge NT Puffer 

appliziert. Der Ansatz wird für 5-10 min bei 50°C inkubiert, wobei alle 2-3 min gevor-

text werden sollte bis sich die Gelstücke komplett aufgelöst haben. Eine Nucleo Spin 

Extract II- Säule wird in ein Sammelgefäß gesteckt, mit der Lösung beladen, und an-

schliessend für 1 min bei 11 000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen und 

die Säule erneut in das Sammelgefäss gesteckt. Um die DNA zu waschen, werden 600 

µl NT3 Puffer auf die Säule gegeben und der Ansatz abermals für 1 min bei 11 000 g 

zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen. Die Silicamembran wird dann getrock-

net. Hierzu wird für 2 min bei 11 000 g zentrifugiert. Es ist darauf zu achten, dass die 

Säule beim Herausnehmen aus dem Sammelgefäss nicht mit dem Durchfluss in Kon-

takt kommt. Um restliches Ethanol des NT3 Puffers zu entfernen, wird die Säule für 2-

5 min bei 70°C inkubiert. Dies ist wichtig, da das Ethanol Folgereaktionen inhibieren 

könnte. Für die Elution wird die Säule in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 

15-50 µl Elutionspuffer beladen. Der Ansatz sollte für 1 min bei RT inkubiert und 

schliesslich ein letztes Mal für 1 min bei 11 000 g zentrifugiert werden. Die Ausbeute 

größerer Fragmente (>5-10 kb) kann durch die Verwendung von vorgewärmtem Elu-

tionspuffer (70°C) gesteigert werden.  
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2.1.12 Polymerase- Kettenreaktion (PCR) 

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der Amplifikation von DNA-Abschnitten. 

Eine PCR besteht aus einer variablen Anzahl an Zyklen. Jeder Zyklus wiederum be-

steht aus drei Temperaturstufen. Die erste Stufe dient der Denaturierung der doppels-

trängigen DNA bei 94°C. Die Dauer der ersten Denaturierungs-Temperatur wird etwas 

länger als für die folgenden Zyklen gewählt, da die DNA zu Beginn der Reaktion eine 

komplexe Struktur aufweist. Hierbei ist Trennung von GC-reichen Abschnitten als 

besonders kritisch zu betrachten. Die zweite Stufe liegt deutlich unter der ersten und 

ermöglicht den Primern sich an die DNA anzulagern (Annealing). Die Annealing-

Temperatur ist entscheidend für die Spezifität der PCR. Sie kann auch in einer Reakti-

on von Zyklus zu Zyklus variieren. Beispielsweise können die ersten Zyklen eine An-

nealing-Temperatur von 60°C bedeuten, die folgenden Zyklen nur 57°C und die letzten 

Zyklen nur 54°C. Eine PCR mit einer solchen Staffelung wird Touch-Down-PCR ge-

nannt. In der dritten Stufe wird die Temperatur wieder erhöht, um der Polymerase op-

timale Bedingungen für die Synthese des Stranges zu bieten. Sie ist spezifisch für die 

eingesetzte Polymerase. Sowohl die Pfu-, als auch die Taq-Polymerase arbeiten opti-

mal bei einer Temperatur von 70-75°C. Ausserdem besitzt die Pfu-Polymerase neben 

ihrer 5’-3’- Polymerasefunktion noch eine 5’-3’- Exonuleasefunktion, welche es ihr 

erlaubt fehlerhaft eingebaute Nukleotide zu entfernen und durch korrekte zu ersetzen 

(proofreading-Funktion). In Tabelle 1 sind alle für eine PCR benötigten Komponenten 

und ihre eingesetzten Mengen in einer Übersicht dargestellt. 

 

 

Tabelle 1: Zusammenstellung aller für eine PCR benötigten Komponenten 
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Als erstes wird das Programm programmiert und dann der Ansatz auf Eis zusammen-

pipettiert. Die Polymerase wird erst zugegeben, wenn der Block auf 94°C vorgeheizt 

ist, um unspezifische Amplifikationen zu verhindern. Dieses Verfahren wird  Hot-Start 

genannt. Man kann eine so genannte Gradienten- PCR durchführen, um einen         

Temperaturabschnitt (Bsp. 50-60°C) für das Annealing zu testen. Dazu muss man dem 

Programm den Anfangs- und Endpunkt des Gradienten angeben. Dieser wird automa-

tisch über den Heizblock von links nach rechts gesetzt. Das Verfahren ist auch für eine 

Touch-Down PCR möglich.   

2.1.13 Präzipation von DNA 

Die Fällung von DNA wird mit Ethanol und Natriumacetat (5 M, pH 5,2-5,5) durchge-

führt. Bei der Wahl des Salzes gibt es allerdings verschiedene Möglichkeiten. Ausser 

Natriumacetat eignen sich auch Ammoniumacetat, Lithiumchlorid und Natriumchlorid. 

Es werden 1/10 Volumen der Salzlösung und 2,5 Volumen Ethanol nacheinander zu-

gegeben und gemischt. Der Ansatz wird nun entweder auf Eis oder bei     -20°C für 15-

30 min oder länger gelagert. Die gefällte DNA wird für 5 min bei 4°C und maximaler 

Geschwindigkeit abzentrifugiert. Handelt es sich um geringe Mengen oder kleinere 

Fragmente, sollte der Zentrifugationsschritt 15 min betragen. Der Überstand wird ver-

worfen und das Pellet mit 1 ml 70% Ethanol (mit nucleasefreiem Wasser hergestellt!) 

gewaschen. Es wird noch mal für 5 min bei maximaler Geschwindigkeit und Raum-

temperatur zentrifugiert. Das Pellet wird in nucleasefreiem destilliertem Wasser resus-

pendiert.  

Liegt die zu präzipitierende DNA in einem sehr großen Volumen vor (mehr als 500 

µl), so kann auch mit Isopropanol gefällt werden, da nur das einfache Volumen einge-

setzt wird. Die Zugabe einer Salzlösung ist in diesem Fall nicht nötig.  

2.1.14 Direkte Aufreinigung von PCR- Produkten über eine 

Silicamembran 

Diese Art der Aufreinigung wird mit dem Kit Nucleo Spin Extract II der Firma Mache-

rey-Nagel durchgeführt.  
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Damit die DNA an die Silicamembran binden kann, wird ein Volumen der Probe mit 

zwei Volumen NT Puffer gemischt. Man steckt eine Säule in ein Sammelröhrchen. 

Damit die DNA binden kann, wird die Säule nun mit der Probe beladen und 1 min bei 

11.000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen und die Säule zurück in das 

Sammelröhrchen gesteckt. Um die Säule zu waschen, wird diese mit 600 µl NT3 Puf-

fer beladen und erneut 1 min bei 11.000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen 

und die Säule zurück in das Sammelröhrchen gesteckt. Die Silicamembran wird nun 

getrocknet, indem sie für 2 min bei 11.000 g zentrifugiert wird. Die Säule wird dann 

für 2-5 min bei 70°C inkubiert, um restliches Ethanol zu entfernen. Beim Herausneh-

men aus dem Sammelröhrchen muss darauf geachtet werden, dass die Säule nicht mit 

dem Durchfluss in Kontakt kommt. Anschliessend wird die Säule in ein neues Eppen-

dorfgefäß gesteckt und die DNA mit 15-50 µl Elutionspuffer gelöst. Dazu wird aber-

mals 1 min bei 11.000 g zentrifugiert.   

2.1.15 Restriktion 

Die Restriktion von DNA-Molekülen wird durch Restriktionsenzyme durchgeführt. 

Diese schneiden das doppelsträngige Molekül sequenzspezifisch. Für einen Restrikti-

onsansatz benötigt man ausser einer definierten Menge DNA und einer vom Hersteller 

angegebenen Menge an Enzym, den entsprechenden Puffer, um optimale Bedingungen 

für das Enzym zu schaffen. Gewöhnlich haben diese Puffer einen pH-Wert von 7,5-8,0 

und beinhalten einen Tris- Puffer, MgCl2, NaCl oder KCl, ein Sulfhydrylreagenz zur 

Stabilisierung des Enzyms sowie ein divalentes Kation wie Mg2+, das für die Enzym-

aktivität essentiell ist. Der Puffer liegt meist 10x vor und muss im Restriktionsansatz 

schliesslich 1x vorliegen. Für einen 20 µl-Ansatz nimmt man demnach 2 µl Puffer. Der 

Ansatz wird für mindestens 2 h bei 37°C inkubiert. Optimal sind Inkubationen über 

Nacht. Dies ist jedoch nur möglich, wenn das Enzym keine Staraktivität besitzt, da es 

die DNA sonst unspezifisch schneiden könnte. Man kann auch mit zwei verschiedenen 

Enzymen gleichzeitig restringieren (Doppelverdau). Dies ist allerdings nur möglich, 

sollte eine Puffer-Lösung vorhanden sein, in der beide Enzyme eine möglichst hohe 

Aktivität besitzen. Prinzipiell werden Restriktionen zur Isolierung und Identifizierung 

von DNA-Fragmenten eingesetzt.  



  32 

Beispiel für einen Restriktionsansatz: 

5 µl DNA 

1 µl Enzym  

2 µl Puffer 

12 µl steriles destilliertes Wasser 

____________________________ 

20 µl 

2.1.16 DNA- Modifikation 

2.1.16.1 Phosphorylierung von 5’- Enden 

Zu klonierende DNA-Fragmente können zur Verbesserung der Ligationseffizienz nach 

Restriktion am 5’-Ende phosphoryliert werden. Diese Reaktion wird von der T4 Poly-

nukleotid Kinase katalysiert. Folgende Komponenten werden in einem 20 µl-  Reakti-

onsansatz pipettiert: DNA (1-20 pmol), 2µl 10x Reaktionspuffer (liegt dann im Ansatz 

1x vor), 2µl 10 mM ATP (Endkonzentration 1 mM), nukleasefreies Wasser (auf 19 µl 

auffüllen), 1 µl T4 Polynukleotid Kinase (10 u). Der Ansatz wird für 20 min bei 37°C, 

dann zur Inaktivierung des Enzyms für 10 min bei 75°C inkubiert.  

2.1.16.2 Dephosphorylierung von 5’- Enden 

Die Dephosphorylierung von restringierten Vektoren wird durchgeführt, um eine Reli-

gation des Vektors bei der Ligation zu verhindern. Die Dephosphorylierung am 5’-

Ende wird von einem Enzym Namens CIAP (Calf Intestine Alkaline Phosphatase) ka-

talysiert, in dem eine Phosphatgruppe abgespalten wird. Man pipettiert folgende Kom-

ponenten in einen 20 µl- Reaktionsansatz: DNA (1-20 pmol), 5 µl 10x Reaktionspuffer 

für CIAP, nukleasefreies Wasser (auf 49 µl auffüllen), 1 µl CIAP (10 u). Der Ansatz 

wird für 20 min bei 37°C, dann zur Inaktivierung des Enzyms für 15 min bei 85°C in-

kubiert. Die Dephosphorylierung kann auch mit der Restriktion in einem Schritt 
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durchgeführt    werden. Hierzu wird 1 µl (10 u) Enzym zugegeben. Der Ansatz wird 

anschliessend für 15 min bei 85°C inkubiert. 

2.1.17 Ligation 

Eine Ligation ist die kovalente Verknüpfung von DNA-Fragmenten durch Bildung 

einer Phosphodiesterbindung zwischen der 3’-Hydroxylgruppe des einen Terminus und 

der 5’-Phosphatgruppe des anderen Terminus. Die Reaktion wird von der T4-DNA-

Ligase katalysiert. Für die Ligation von proteincodierenden Insert-Sequenzen mit Vek-

toren sollten verschiedene molekulare Verhältnisse getestet werden. Laut Literatur gilt 

jedoch ein molekulares Verhältnis von Insert zu Vektor von 3:1 als optimal. Das im 

Reaktionspuffer enthaltene ATP ist essentiell für die Reaktion. Der Reaktionspuffer 

liegt 10x vor und muss im Ansatz 1x vorliegen. Der Ansatz wird mit sterilem Wasser 

auf 20 µl aufgefüllt und schliesslich über Nacht bei 16°C inkubiert.   

2.2 Methoden der Zellkultur 

2.2.1 Steriles Arbeiten 

Um Kontaminationen zu vermeiden ist beim Umgang mit eukaryotischen Zellen steri-

les Arbeiten essentiell. Die Versuche werden fast ausnahmslos an einer sterilen Werk-

bank durchgeführt, die durch eine spezielle Luftzirkulation und UV-Licht einer be-

stimmten Wellenlänge steril gehalten wird. Ausserdem werden alle Gegenstände und 

Arbeitsflächen vor Gebrauch mit 70% Ethanol desinfiziert. Lösungen werden vor Ge-

brauch entweder für 20 min bei 120°C autoklaviert oder bei Hitzeempfindlichkeit ste-

rilfiltriert.    

2.2.2 Nährmedien 

CHO-Zellen werden in Ham’s F12 Medium kultiviert. Diesem wird vor Gebrauch 10% 

fötales Kälberserum (FCS) sowie 50 u Penicillin und 50 µg Streptomycin zugegeben.  
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PC12-Zellen werden in DMEM 15% kultiviert. Man gibt vor Gebrauch 10% Pferdese-

rum, 5% fötales Kälberserum und 50 u Penicillin und 50 µg Streptomycin hinzu. 

2.2.3 Kultivierung von eukaryotischen Zellen 

Die Zellen werden bei 37°C aufgetaut und in 10 ml Medium (37°C) aufgenommen. 

Um das DMSO, welches als Frostschutzmittel zugegeben wurde, zu entfernen, zentri-

fugiert man die Zellen für 5 min bei 300 g. Das Zellpellet wird vorsichtig mit 5 ml 

Medium (37°C) resuspendiert und und in einer Kulturschale mit 20 ml Medium (37°C) 

ausplattiert.  

2.2.4 Passagieren 

Um CHO-Zellen zu passagieren wird zunächst das Medium einer 80-90% konfluenten 

Kulturschale entfernt und die Zellen zweimal mit PBS (37°C) gewaschen. Die Zellen 

werden mit 2 ml Trypsin inkubiert, um sie von der Platte zu lösen. Trypsin (37°C) ent-

fernt die Adhäsionsverbindungen der Zellen. Zusätzlich klopft man die Schale gegen 

einen festen Gegenstand. Nach 2-5 min wird die Reaktion durch Zugabe von 8 ml Me-

dium (37°C) gestoppt (Zeit sollte möglichst nicht überschritten werden!). Der Boden 

der Kulturplatte wird mehrfach abgespült und 1 ml in einer neuen Schale mit 20 ml 

frischem Medium (37°C) ausplattiert. Zur Sicherheit (falls eine Platte kontaminiert 

wird) sollte man immer zwei Platten kultivieren. CHO-Zellen können in der Regel bei 

einer 1:10 Verdünnung nach 2-3 Tagen passagiert werden, allerdings ist zu bedenken, 

dass es sich um lebende Zellen handelt, die nicht immer mit der gleichen Geschwin-

digkeit wachsen. Generell werden die Zellen täglich unter dem Mikroskop beobachtet, 

um den richtigen Zeitpunkt für das Passagieren abzupassen.  

PC12-Zellen werden im Prinzip auf die gleiche Weise passagiert. Da die Zellen im 

Gegensatz zu den CHO-Zellen nur sehr schwach am Untergrund haften, ist es auch 

möglich diese ohne Trypsin von der Platte zu lösen. Dies hat allerdings den Nachteil, 

dass man die ein oder andere Zellen nicht löst. Dadurch werden die stärker haftenden 

PC12-Zellen auf Dauer ausselektiert und man kultiviert die eher schwach anheftenden 

Zellen. Für nachfolgende Versuche ist es jedoch wichtig, dass die Zellen gut haften. Es 
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ist daher zu empfehlen, auch hier mit Trypsin zu arbeiten. PC12-Zellen werden übli-

cherweise mit einer 1:3 Verdünnung passagiert.  

2.2.5 Transfektion durch Elektroporation 

Unter einer Transfektion versteht man das Einbringen von Fremd- DNA in eine Zelle. 

Hierfür gibt es verschiedene Verfahren. Die Elektroporation ist eine physikalische Me-

thode. Durch einen elektrischen Puls wird die Membran kurzzeitig permeabilisiert und 

die DNA kann hinein diffundieren. Für eine Elektroporation von CHO-Zellen benötigt 

man die Zellen zweier 80-90% konfluenten Kulturschalen. Diese werden mit 50 µg 

DNA transfiziert. Zunächst wird das alte verbrauchte Medium abgezogen und an-

schliessend zweimal mit PBS (37°C) gewaschen. Pro Platte wird mit 2 ml Trypsin/ 

EDTA- Lösung (37°C) 2 min bei Raumtemperatur inkubiert und die Zellen durch Ab-

klopfen von der Unterlage gelöst. Durch Zugabe von 5 ml Kulturmedium (37°C) wird 

die Enzymreaktion gestoppt. Mit Hilfe einer Pipette werden die Zellen suspendiert und 

in ein 50 ml Falcon Tube überführt. Anschliessend sollte unter dem inversen Mikros-

kop kontrolliert werden, ob noch Zellen auf der Platte sind. Ist dies der Fall, wird die 

Platte erneut mit 5 ml Kulturmedium abgespült und die suspendierten Zellen in das 

Falcon Tube überführt. Die Zellen werden 1200 rpm für 5 min bei Raumtemperatur 

zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 10 ml Elektroporationspuffer (37°C) aufgenom-

men, resuspendiert und ein zweites Mal bei 1200 rpm für 5 min bei Raumtemperatur 

zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wird in 800 µl Elektroporationspuffer (37°C) 

resuspendiert. In eine Elektroporationsküvette wird die Plasmid- DNA vorgelegt, die 

Zellsuspension zugegeben und vorsichtig gemischt (schwenken) und anschliessend 

elektroporiert. Für die Elektroporation werden folgende Bedingungen gewählt: Wider-

stand = 129 Ω; Spannung = 420 V; Kapazität = 250 µF. Die Pulsdauer sollte ungefähr 

3,5 ms betragen. Anschliessend wird die Zellsuspension in ein 50 ml Falcon Tube mit 

20 ml Recovery- Medium [Kultumedium mit 3 mM EGTA, 37°C] überführt und 30 

min im Brutschrank inkubiert (37°C; 5% CO2). Dabei darf der Deckel des Tubes nicht 

fest verschlossen werden, damit Gasaustausch stattfinden kann. Danach werden die 

transfizierten Zellen bei 1100 rpm für 5 min zentrifugiert, der Überstand abgesaugt und 

das Zellpellet in 4 ml Kulturmedium (37°C) resuspendiert. Die Zellsuspension wird in 
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eine Kulturschale gegeben, in die bereits 20 ml Kulturmedium (37°C) vorgelegt wur-

den und über Nacht im Brutschrank inkubiert. 

2.2.6 Beschichten von Deckgläsern 

Damit die Zellen haften können, müssen die Deckgläser zuvor mit Poly-D-Lysin be-

schichtet werden. Dies gilt sowohl für CHO-Zellen, als auch für PC12-Zellen. Dazu 

werden die Deckgläser unter der sterilen Werkbank auf ein Stück Parafilm gelegt. Auf 

jedes Deckglas werden 100 µl Poly-D-Lysinlösung (4 µg/100 µl) pipettiert. Nach 30 

min werden die Deckgläser mit sterilem Reinstwasser gewaschen (dreimal 2-5 min). 

Nach dem Waschen werden die Deckgläser in die Kammern der Multiwell-Plate gelegt 

und trocknen gelassen.  

2.2.7 Ausplattieren der Zellen 

Um Zellen immuncytochemisch zu analysieren, müssen diese auf Deckgläsern ausplat-

tiert werden. Etwa 24 h nach Elektroporation sollten transfizierte CHO-Zellen ausplat-

tiert werden. Das Ausplattieren nicht-transfizierter PC12-Zellen verläuft prinzipiell 

gleich. Um sie jedoch als Modell für neuronale Zellen nutzen zu können, werden sie 

drei Tage vor dem Ausplattieren mit NGF (bis zu 50 ng/ml möglich) inkubiert, um sie 

auszudifferenzieren.  

Der Kulturüberstand wird vorsichtig abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS 

(37°C) sehr vorsichtig gewaschen. Pro Platte wird mit 2 ml Trypsin/ EDTA- Lösung 2 

min bei 37°C inkubiert und die Zellen durch Abklopfen von der Unterlage gelöst. Mit 

5 ml Ham’s (37°C) werden die Zellen heruntergespült und in ein 50 ml Falcon- Gefäss 

überführt. Die Zellen werden bei 1200 rpm für 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert 

und in 3 ml Medium resuspendiert. Anschliessend wird die Zellzahl mit Hilfe eines 

Hämocytometers (Neubauer-Zählkammer) bestimmt. 50 µl der Zellsuspension werden 

mit 50 µl Kulturmedium verdünnt. Von dieser Verdünnung werden 50 µl mit 50 µl 

Trypanblaulösung gemischt. Das gereinigte und leicht angefeuchtete Deckglas wird 

auf die Zählkammer gedrückt, dabei müssen Newtonsche Ringe entstehen, damit die 

Tiefe der Zählkammer richtig eingestellt ist. Danach füllt man die Zellsuspension in 
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die Zählkammer. Lebende Zellen werden von dem Farbstoff nicht angefärbt, sie er-

scheinen hell in der blauen Lösung. Tote Zellen werden blau angefärbt (nicht mitzäh-

len). Die Neubauerkammer besteht aus neun großen Quadraten. Jedes große Quadrat 

hat eine Fläche von 1 mm2 und eine Tiefe von 0,1 mm, das entspricht einem Volumen 

von 10-4 ml. Es werden vier große Quadrate gezählt. Die Summe der Zellen wird mit 

104 multipliziert, daraus ergibt sich die Zellzahl/ml. Für die Immuncytochemie mit 

CHO-Zellen wird eine Zellsuspension mit 20.000 Zellen/ml hergestellt. Die transfizier-

ten CHO-Zellen werden auf die beschichteten Deckgläser ausplattiert (1 ml/Kammer) 

und über Nacht im Brutschrank inkubiert. PC12-Zellen werden in größerer Zahl 

(50.000 Zellen/ml) ausplattiert, da sie weniger gut haften und so viele Zellen durch die 

Fixierung und die nachfolgenden Schritte der Immuncytochemie weggespült werden 

können. Im Gegensatz zu den transfizierten CHO-Zellen können die PC12-Zellen be-

liebig lange in der Multiwell-Plate bis zur Fixierung kultiviert werden. Hierbei wird 

das Medium alle zwei Tage gewechselt. Bei jedem Mediumwechsel muss neues NGF 

hinzugegeben werden.  Transfizierte CHO-Zellen sollten 48 h nach Elektroporation 

fixiert werden, da zu diesem Zeitpunkt  üblicherweise die Menge des exprimierten Fu-

sionsproteins am höchsten ist.  

2.3 Immuncytochemie 

2.3.1 Fixierung der Zellen 

Der Haupteffekt der allen Fixativen zu Grunde liegt, ist die Denaturierung, Präzipitati-

on beziehungsweise Vernetzung von Proteinen und deren Seitenketten. Durch die Po-

lymerisation wird das biologische Material bis zu einem gewissen Punkt stabilisiert 

und das Zellinnere wird zum Beispiel für Antikörper zugänglich. Für die Immunfär-

bung ist dies unerlässlich. Dieser Effekt kann durch den Einsatz von Detergenzien ver-

stärkt werden. Die Fixierung versetzt die Zellen in einen inaktiven Zustand. Alle Struk-

turen der Zellen bleiben jedoch erhalten. Dies ist wichtig, um später Proteine markie-

ren und lokalisieren zu können. Zwei verschiedene Fixierungsmethoden finden im 



  38 

Rahmen meiner Arbeit Verwendung: die Methanolfixierung und die Fixierung mit 

Paraformaldehyd.  

Für die Methanolfixierung wird zunächst das Kulturmedium von den Deckgläschen 

abgesaugt und die Zellen kurz mit PBS (37°C) gespült. Anschliessend wird mit -20°C 

kaltem absolutem Methanol fixiert (7 Minuten, bei -20°C in der Tiefkühltruhe, Pas-

teurpipette vorkühlen). Alle folgenden Schritte werden bei Raumtemperatur durchge-

führt. Das Methanol wird abgesaugt und dreimal fünf Minuten mit PBS gespült.  

Bei der Paraformaldehydfixierung  werden die Deckgläschen in eine neue Multi-well 

gelegt, kurz mit PBS (37°C) gespült und anschliessend mit 4% Paraformaldehyd in 

PBS für 15 min fixiert. Die Zellen werden dann drei mal 5 min mit PBS gewaschen 

und für 20 min mit 0,1 % Triton X-100 permeabilisiert. 

Nach der Fixierung können die CHO-Zellen bei 4°C wenige Tage zwischengelagert 

werden. Bei PC12-Zellen besteht die Gefahr, dass sich die ohnehin bereits schlecht 

haftenden Zellen lösen und weggespült werden. Alle weiteren Inkubationen werden in 

einer Petrischale durchgeführt. Generell sollte bei allen Schritten darauf geachtet wer-

den, dass die Zellen beim Wechseln der Lösungen nicht trocken fallen.  

2.3.2 Immunfärbung 

Die Inkubationen werden in einer Petrischale durchgeführt. Dazu wird der Boden einer 

Petrischale mit Parafilm bedeckt. Die Deckgläschen werden nun auf den Parafilm ge-

legt und mit den Inkubationslösungen behandelt. Der hydrophobe Parafilm verhindert, 

dass die Inkubationslösungen von den Deckgläschen herunterlaufen. Vor der Inkubati-

on mit dem ersten Antikörper inkubiert man für 20 min mit 5% BSA zur Blockierung 

unspezifischer Wechselwirkungen. Die Inkubation mit dem ersten Antikörper findet 

über Nacht statt. Für Kolokalisationsstudien können verschiedene Erstantikörper ge-

meinsam appliziert werden. Vor Inkubation mit dem zweiten Antikörper wird dreimal 

mit PBS gewaschen und erneut für 20 min mit 5% BSA blockiert. Der Zweitantikörper 

wird gleichzeitig mit DAPI für 20 min appliziert. DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, 

der vor allem an AT- reiche Bereiche der DNA bindet und somit selektiv den Nukleus 

markiert. Bei Doppelmarkierungen erfolgt die Inkubation mit den Zweitantikörpern 
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nacheinander. Zwischen deren Applikation werden die Deckgläschen dreimal mit PBS 

gewaschen sowie für 20 min mit 5% BSA inkubiert. Die Deckgläschen werden an-

schliessend viermal mit PBS gewaschen und mit einem Tropfen Slow- Fading (25% 

Glycerin, 10% Mowiol, 2,5% DABCO, pH 8,5) eingedeckt. Nach 20 min ist das Poly-

mer getrocknet, und die Deckgläschen können mit Lack umrandet werden. 

2.3.3 Mikroskopische Analyse 

Die Immunfärbungen werden mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops analysiert und 

dokumentiert. Folgende Fluoreszenzfarbstoffe werden verwendet. 

DAPI → Anregung bei 358 nm, Emission bei 461 nm 

Cy3 → Anregung bei 550 nm, Emission bei 570 nm 

Alexa 488 → Anregung bei 495 nm, Emission bei 519 nm 

2.4 Materialien 

2.4.1 Chemikalien 

CyDyes      GE Healthcare 

DABCO      Fluka, Neu-Ulm 

DAPI       Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

DMEM      Invitrogen, Karlsruhe 

Fetal Calf Serum     Invitrogen, Karlsruhe 

Horse Serum      Invitrogen, Karlsruhe 

NGF-β       Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Penicillin/Streptomycin-Lösung   Invitrogen, Karlsruhe 

Tissue-Tek      Sakura, Zoeterwoude, Holland 
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Trypsin      Roche Applied Science, 

Mannheim 

Trypsin/EDTA-Lösung    Invitrogen, Karlsruhe 

 

Alle übrigen verwendeten Chemikalien wurden bei den Firmen AppliChem (Dar-

mstadt), Calbiochem (Schwalbach), Carl-Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma-

Aldrich (Deisenhofen) und Merck (Darmstadt) bestellt. Die Puffer, Restriktionsenzyme 

und Größenstandards für molekularbiologisches Arbeiten stammen von MBI Fermen-

tas.  

2.4.2 Kits 

DNA-Isolation Kit     AppliChem, Darmstadt 

EZNA Miniprep Kit     peqlab, Erlangen 

Nucleobond AX-500     Macherey-Nagel, Düren 

Nucleospin Extract II     Macherey-Nagel, Düren 

2.4.3 Zellen 

CHO-Zellen      ATCC, Rockville, Maryland, 

       USA 

PC12-Zellen      DSMZ, Braunschweig 

E.coli  XL10 Gold     Invitrogen, Karlsruhe 

2.4.4 Plasmide 

pcDNA 3.1 B(-) myc/His    Invitrogen, Karlsruhe 

pCMV-Sport6      RZPD, Berlin 
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2.4.5 Oligonucleotide 

Alle Oligonukleotide wurden bei der Firma Biospring (Oberursel) bestellt. 

 

PCR Homo Sapiens Rodgi homolog: 

Forwardprimer  5’-aag cta gcc cac cat ggc cac cgt gat ggc agc g-3’ 

Reverseprimer  5’-taa agc ttg gga agg gtc tgt agc tcc agt-3’  

 

PCR Mus musculus WD-repeat and FYVE domain containing 1: 

Forwardprimer  5’-aag cta gcc cac cat gaa ttt tat caa gac cta-3’ 

Reverseprimer  5’-taa agc ttg ggt gtg gag aaa atc cag ttg c-3’ 

 

PCR Mus musculus LanC-like 2: 

Forwardprimer  5’-aag cta gcc cac cat ggg cga gac cat gtc aaa-3’ 

Reverseprimer  5’-taa agc ttg gat cct tct gca aaa agc caa-3’ 

 

Sequenzierung Atlastin Konstrukt 1; DKFZp761B107 Konstrukt 1: 

Forwardprimer 5’-agc cta ggc cgc gga cc-3’ 

Reverseprimer 5’-tgc ggc cgc act cga g-3’ 

 

Sequenzierung DKFZp761B107 Konstrukt 2: 

Forwardprimer 5’-agc cta ggc cgc gga cc-3’ 

Reverseprimer 5’-tgc ggc cgc act cga g-3’ 
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In-Fusion Dry Down PCR Homo Sapiens Rodgi homolog: 

Forwardprimer 5’-gct cgg tac caa gct atg gcc acc gtg atg-3’ 

Reverseprimer 5’-ttg ttc tag aaa gct gaa ggg tct gta gct-3’ 

2.4.6 Antikörper 

Erstantikörper: 

α-Atlastin I (rabbit)     Dr.  Georg Auburger 

α-Atlastin II (rabbit)     Dr. Auburger  

α-FLAG (mouse)     Sigma-Aldrich  

α-HA (mouse)      Sigma-Aldrich 

α-myc (mouse)     Hybridoma-Überstand 

α-Synaptophysin (mouse)    Dr. Reinhard Jahn 

α-Syntaxin 1 (mouse)     Synaptic Systems 

α-58K Golgi (mouse)     abcam 

 

Zweitantikörper: 

α-mouse Cy3      Dianova 

α-mouse Alexa 488     Molecular Probes 

α-rabbit Cy3      Dianova 

2.4.7 Zubehör und Geräte 

Autoklav 1      Schütt 

Autoklav 2      Fedegari autoclavi spa 

Backofen      Ehret 
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Bechergläser      Witlab 

Deckgläser      Roth, Karlsruhe 

Digitalwaage      PB303, Mettler, Toledo, 

Schweiz 

Electro Cell Manipulator    EMC600, BTX, San Diego 

Elektrophorese Stromgerät    Microcomputer electrophoresis 

       Power supply, Consort E443,  

       Belgien 

Elektroporationsküvetten    Ecu1011 mm, EQUIBIO, Ashford 

       UK,;  

       4 mm, Peqlab, Biotechnologie  

GmbH 

Falcongefässe      Sarstedt, Newton, USA 

Fluoreszenzmikroskop    Zeiss, Axiophot, Jena 

Fotoapparat      Kodak 

Gefrierschrank (-20°C)    Economic, Bosch 

Gefrierschrank (-80°C)    Hera freeze, Thermoelektron  

Corporation, Langenselbold 

Glaspipetten      Hirschmann EM techcolor, 

       Deutschland 

Glassflaschen      Schott 

Heizplatte      RTC-basic, IKA Labortechnik,  

Staufen 
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Inkubator      Heraeos instruments 

Inkubator steril     SteriCult incubator 200 forma 

       Scientific inc., Ohio 

Inverses Mikroskop     Axiover 200, Zeiss, Göttingen 

Messzylinder      Witlab 

Multi-wells      Sarstedt, Nümbrecht 

Mikrowelle      Alaska 900 

Kulturschalen      Sarstedt, Newton, USA 

Kühlschrank      Liebherr 

pH-Meter      521, WTW, Weilheim 

Photometer      LKB Boichrom, GE  

Healthcare Uppsala,  

Schweden 

Pippetten      Pipettman, Gilson, France 

       Reference, Eppendorf 

       Vacu Petus 115 500 

       Qualilab, Beder und Hobein 

Pipettenspitzen     Roth, Karlsruhe 

Reaktionsgefässe     Eppendorf AG, Hambug 

Schüttler      WT12 Biometra 

Serologische Pipetten     Sarstedt, Nümbrecht 

Sonifier      250 Branson, Heusenstamm 

Thermocycler      T-Gradient, Biometra, Göttingen 
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Sterile Klingen     Braun, Tüttlingen 

Sterile Werkbank     Hera save, Heraeos instruments,  

       Hanau 

Thermomixer      Thermomixer comfort, Eppendorf 

Tischzentrifuge     Spectrafuge Mini C1301, Labnet  

international inc., Woodbridge 

Trichter      Witlab 

UV-Tisch      Biometra, Göttingen 

Vortexer Vortex-Genie 2, scientific indus-

tries inc., New York 

Wasserbad      GFL, Burgwedel 

       2219 Multitemp 2, LKB, Brommer 

Zentrifugen und Rotoren Centrikon H-401, Kontron instru-

ments,  Eching 

A.6.14 Kontron instruments,  

Eching 

Optima TLX Ultra centrifuge, 

Beckmann,Krefeld 

       TLA-45, Beckmann, Krefeld  

Z360 K, Hermle, Wehingen, Cyto-

system,  

Hermle, Wehingen Zentrifuge 

5451C, Eppendorf, Hamburg 

Sigma 2K15, Rotor 12148 
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3 Ergebnisse 

3.1 Klonierung 

3.1.1 Klonierungsstrategie 

Die zu untersuchenden Proteine stammen aus der Ratte. Da die entsprechenden Gense-

quenzen nicht als Klon verfügbar waren, wurde ein humaner sowie zwei Maus-Klone 

der Firma RZPD verwendet.   

Originalprotein bestellter Klon 

Leucin zipper domain protein (Rattus 

norvegicus) 

Homo sapiens Rodgi homolog (Rh-

Protein) 

WD repeat and FYVE domain contain-

ing 1 isoform 1 (Rattus norvegicus) 

Mus musculus WD repeat and FYVE 

domain containing 1 (Wdfy1-Protein) 

Testis specific adriamycin sensitivity 

protein (Rattus norvegicus) 

Mus musculus LanC like-2 (Lcl2-

Protein) 

Tabelle 2  Namen der Originalproteine und der bestellten Klone 

Die drei bestellten Klone enthalten die den identifizierten Proteinen homologen Maus-, 

bzw. humanen Gene in dem Vektor pCMV- SPORT6. Da sich der proteincodierenden 

Sequenz  in diesem Vektor keine genetische Information für ein Epitop zur späteren 

Detektion des entsprechenden Proteins anschliesst und kein Antikörper gegen das Pro-

tein verfügbar ist, müssen die Gene in einen geeigneten Expressionsvektor kloniert 

werden, um sie in Säugerzellen untersuchen zu können. Hierfür wird der Vektor 

pcDNA 3.1 B(-) myc/his gewählt. Er enthält eine multiple cloning site, gefolgt von der 

Sequenz für das myc-Epitop und einem Stopp-Codon. Mittels PCR-Amplifikation 

werden den codierenden Sequenzen unter Ausschluss der Stopp-Codons geeignete 

flankierende Schnittstellen angefügt. Die resultierenden Amplifikate, als auch der Vek-
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tor pcDNA3.1 B(-) myc/his werden mit den Restriktionsenzymen NheI und HindIII 

geschnitten, gelelektrophoretisch aufgetrennt, aus dem Gel isoliert und miteinander 

ligiert.  

 

Abb. 5  Strategie zur Klonierung der drei neuen Proteine in den Expressionsvektor pcDNA 3.1 B(-) 
myc/his 

Zur Überprüfung der Strategie werden die Klonierungen zunächst in-silico mit dem 

Programm Clone Manager durchgeführt. Die geplante Strategie mit den Restriktions-

enzymen NheI und HindIII und den entsprechenden Primerpaaren konnte durch die in 

silico Klonierung bestätigt werden. 

3.1.2 Präparation des Vektors für die Ligation 

Um den Vektor pcDNA 3.1 B(-) myc/his in ausreichender Menge zu erhalten, muss 

dieser amplifiziert werden. Dazu werden elektrokompetente E.coli-Bakterien des 

Stammes XL10-Gold mit dem Vektor mittels Elektroporation transformiert und an-

schliessend auf LB-Amp Platten ausplattiert. Mit den gepickten Klonen werden zu-

nächst Minikulturen (5 ml) angeimpft, um zu überprüfen, ob die Bakterien das richtige 
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myc 

PCR 

Primer  

HindIII and NheI 
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Plasmid enthalten. Aus diesen wird die Plasmid-DNA präpariert und analytisch mit 

dem Enzym HindIII für zwei Stunden bei 37°C restringiert. Das Restriktionsprodukt 

wird zur Überprüfung gelelektrophoretisch aufgetrennt (Abbildung 6). 

 

Abb. 6  Gelelektrophoretische Auftrennung des mit HindIII restringierten Vektors pcDNA 3.1 B(-) 
myc/his nach Minipräparation. (1) DNA-Marker (2) restringierte Vektor-DNA aus Minikultur 1 (3) 
restringierte Vektor-DNA aus Minikultur 2 

Die  beiden Bänder in Spur 1 und 2 im Agarosegel lassen sich als linearisierter Vektor 

pcDNA 3.1 B (-) myc/his identifizieren (Abbildung 6, Pfeil). Sie laufen bei einer Grö-

ße von ~5500 bp. Da die  Kulturen das gewünschte Plasmid enthalten, werden nun 

Großkulturen (200 ml) angeimpft und die Plasmid-DNA erneut per Maxipräparation 

präpariert. Im letzten Schritt wird die DNA mit 100 µl sterilem MilliQ-Wasser gelöst. 

Zur Überprüfung werden die Produkte unverdünnt in einem Agarosegel aufgetrennt 

(Abbildung 7). In beiden Spuren ist der circuläre Vektor pcDNA 3.1 B(-) myc/his zu 

erkennen (Abbildung 7, Pfeil). In beiden Spuren ist ein sehr schwaches und ein sehr 

starkes Band zu sehen. Um eine definierte Menge des Vektors restringieren zu können, 

muss die Konzentration möglichst genau bestimmt werden. Hierfür wird eine Verdün-

nungsreihe hergestellt: 1:50; 1:100; 1:150; 1:200. In Abbildung 8 ist die gelelektropho-

retische Auftrennung der Verdünnungsreihe der Plasmid-DNA aus Grosskultur 1 zu 

sehen (Pfeil). Die Konzentration der DNA aus Präparation 1 wird auf 27,6 µg/µl ge-
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schätzt. Die Konzentration aus Präparation 2 wird auf 20,3 µg/µl geschätzt (nicht ge-

zeigt). Um 

 

Abb. 7  Gelelektrophoretische Auftrennung des Vektors pcDNA 3.1 B(-) myc/his nach Maxipräparation. 
(1) DNA-Marker (2) Vektor-DNA aus Grosskultur 1 (2) Vektor-DNA aus Grosskultur 2 

den Vektor später mit den Insert-Sequenzen ligieren zu können wird Vektor-DNA mit 

den Enzymen NheI und HindIII nacheinander restringiert. Im ersten Verdau werden 2 

µg DNA mit 20 units des Enzyms NheI in dem Puffer 1x Tango bei 37°C über Nacht 

verdaut. Die DNA wird mit Ethanol gefällt und anschliessend mit 20 units des Enzyms 

HindIII erneut bei 37°C über Nacht verdaut. Um den restringierten Vektor aufzureini-

gen und von der entfernten Sequenz zu trennen, werden die geschnittenen Plasmide                

anschliessendsend in einem präparativen Agarosegel aufgetrennt (Abbildung 9, Pfeil) 

und mit Glasmilch heraus isoliert und aufgereinigt. Um später eine Religation des Vek-

tors zu verhindern, wird dieser nun mit der alkalischen Phosphatase aus dem Kälber-

darm dephosphoryliert. Für die Ligation wird die Konzentration der aufgereinigten 

DNA über ein analytisches Agarosegel abgeschätzt (Abbildung 10, Pfeil). 
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Abb. 8  Gelelektrophoretische Auftrennung einer Verdünnungsreihe des in Abbildung 2 in Spur 1 auf-
getrennten circulären Vektors pcDNA 3.1 B(-) myc/his. (1) DNA-Marker (2) 1:50 (3) 1:100 (4) 1:150 
(5) 1:200  

 

Abb. 9  Gelelektrophoretische Auftrennung des mit NheI und HindIII restringierten Vektors pcDNA 3.1 
B (-) myc/his. (1) restringierter Vektor aus Präparation 1; (2) restringierter Vektor aus Präparation 2; (3) 
DNA-Marker  

 

Abb. 10  Gelelektrophoretische Auftrennung des verdauten und dephosphorylierten Vektors pcDNA 3.1 
B(-) myc/his vor der Ligation. (1) DNMarker; (2) restringierter Vektor aus Präparation 1; (3) restringier-
ter Vektor aus Präparation 2  
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3.1.3 Präparation der Insert- Sequenzen für die Ligation 

Von den drei bestellten Klonen wird zunächst eine Minikultur (5 ml) angeimpft, um zu 

überprüfen, ob sich das gewünschte Plasmid (pCMV SPORT6 mit entsprechender pro-

teincodierender Sequenz) tatsächlich in den Bakterien befindet. Hierfür wird eine 

Plasmid-Minipräparation und eine analytische Restriktion durchgeführt. Das Produkt 

wird gelelektrophoretisch analysiert. Erwartungsgemäss sind die benötigten Plasmide 

auf dem Agarosegel zu sehen. Es wird nun für jeden Klon eine Großkultur (200 ml) 

angeimpft und eine Maxipräparation durchgeführt, um die Plasmide in ausreichender 

Menge zu erhalten. Hierbei wird die DNA im letzten Schritt mit 100 µl sterilem Mil-

liQ-Wasser gelöst. Anschliessend wird die Konzentration über ein Agarosegel abge-

schätzt. Hierzu wird eine Verdünnungsreihe hergestellt. In Abbildung 11 ist die gel-

elektrophoretische Auftrennung der in verschiedenen Verdünnungen aufgetragenen 

Plasmid-DNA des Rh-Klons zu sehen (Pfeil). 

 

Abb. 11  Gelelektrophoretische Auftrennung einer Verdünnungsreihe der Plasmid-DNA des Rh-Klons; 
(1) 1:50; (2) 1:100; (3) 1:150; (4) DNA-Marker 

Die DNA-Konzentrationen werden auf 7 µg/µl für Klon 1 (Rh-Protein) und 10,5 µg/µl 

für die beiden anderen Klone (Wdfy1-Protein und Lcl2-Protein) geschätzt (nicht ge-

zeigt). Die aus den Großkulturen aufgereinigte Plasmid-DNA (pCMV-Sport6 mit der 

genetischen Information des entsprechenden Proteins) dient als Template für die PCR 

zur Amplifikation der drei Sequenzen. In die Forwardprimer wird eine NheI Schnitt-

stelle und in die Reverseprimer eine HindIII Schnittstelle eingefügt. Ausserdem wird in 

die Forward-Primer die Translationsinitiations-Konsensussequenz CCACC zur Ver-
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stärkung der Translation (Kozak, 1984) eingefügt. Das verwendete Programm ist in 

Tabelle 2 dargestellt. 

Temperatur  Zeit  Wiederholung Ereignis 

95°C 5 min 1 Melting 

95°C 30 sec  

3 

Melting 

60°C 30 sec Annealing 

72°C 45 sec Elongation 

95°C 30 sec  

3 

Melting 

57°C 30 sec Annealing 

72°C 45 sec Elongation 

95°C 30 sec  

35 

Melting 

55°C 30 sec Annealing 

72°C 45 sec Elongation 

72°C 10 min 1 finale Elongation 

 

Tabelle 2  PCR-Programm zur Aplifikation der proteincodierenden Sequenzen der neuen Proteine und 
Einführung von Restriktionsschnittstellen  

Die verwendete Pfu-Polymerase hat eine proofreading-Funktion, welche es ihr ermög-

licht, fehlerhaft eingebaute Nukleotide durch eine Exonukeaseaktivität wieder zu ent-

fernen und anschliessend korrekt einzufügen. Die Amplifikation der proteincodieren-

den Insert-Sequenzen führt in allen drei Fällen zu Fragmenten, die in etwa den erwarte-

ten Größen entsprechen (Abbildung 12): 1 und 2 (Wdfy1-Sequenz, grüner Pfeil) → 

~950 bp; 3 und 4 (Rh-Sequenz, schwarzer Pfeil) → ~900 bp; 5 und 6 (Lcl2-Sequenz, 

roter Pfeil) → ~1300 bp.   Die Ausbeute für das Lcl2-Amplifikat ist jedoch verschwin-
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dend gering. Was die Sequenzen der anderenbeiden Proteine betrifft, so sind die ent-

sprechenden Bänder zwar deutlich stärker, je 

 

Abb. 12  Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte nach Amplifikation aller Sequenzen 
mittels Pfu-Polymerase. (1), (2) Wdfy1-Sequenz; (3), (4) Rh-Sequenz; (5), (6) Lcl2-Sequenz; (7) DNA-
Marker  

doch stellt auch dies kein zufrieden stellendes Ergebnis dar. Um die Ausbeute unter 

Erhalt der Genauigkeit der Fragmente zu optimieren, werden sowohl verschiedene 

PCR-Programme, als auch die Taq-Polymerase getestet. Die Taq-Polymerase besitzt 

keine proofreading-Funktion, gilt jedoch als das effizienter arbeitende Enzym. 

Das Resultat mit der höchsten Ausbeute wird unter Verwendung der Taq-Polymerase 

erzielt. Allerdings entstehen unter Verwendung des obigen Programmes zunächst nur 

die richtigen Fragmente für die Rh-Sequenz (Abbildung 13, schwarzer Pfeil) und die 

Wdfy1-Sequenz (Abbildung 13, grüner Pfeil). Ausserdem fällt auf, dass in beiden Fäl-

len weitere Produkte mit einer Größe von ca. 1600 bp entstehen. Um die Insert-

Sequenz des Lcl2-Proteins erfolgreich zu amplifizieren, wird eine Temperaturgradien-

ten-PCR unter gleichen Bedingungen durchgeführt. Der Gradient für die Annealing-

Temperaturen wird für 12 Ansätze von 75°C - 55°C gewählt. Das Ergebnis ist in Ab-

bildung 14 dargestellt. Für die Ansätze 1-8 ergeben sich Fragmente der richtigen Größe 

(Abbildung 14, schwarze Pfeile) in ausreichender Menge. In Ansatz 9 ist zwar das 

richtige Produkt vorhanden, jedoch ist die entsprechende Bande sehr schwach. Ab An-
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satz 10 sind Annealing-Temperaturen für das Touch-Down-Programm anscheinend zu 

niedrig, um  

 

Abb. 13  Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte nach Amplifikation der Rh-Sequenz 
und der Wdfy1-Sequenz mittels Taq-Polymerase. (1) DNA-Marker, (2) Rh-Sequenz, (3) Wdfy1-
Sequenz  

 

Abb. 14  Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte nach Amplifikation der Lcl2-Sequenz 
mittels Taq-Polymerase. Es wurde eine Temperaturgradienten-PCR durchgeführt: Annealing-
Temperatur 75°C (Spur 1) – 55°C (Spur 12); (1), (8) DNA-Marker; (2)-(7) und (9)-(14) Lcl2-Sequenz  
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die Sequenz in ausreichender Form zu amplifizieren. Die Bande zu Ansatz 2 scheint 

am stärksten zu sein. Das entsprechende Amplifikat wird zusammen mit Produkten für 

die anderen Sequenzen mit Ethanol gefällt. Die DNA wird dann mit den Enzymen 

NheI und HindIII entsprechend dem Vektor restringiert (Doppelverdau). Es werden für 

die gesamte DNA je 20 units der Enzyme eingesetzt. Die Restriktionsansätze werden 

in einem präparativen Agarosegel aufgetrennt und über Glasmilch (DNA-Isolation Kit 

der Firma Appli Chem) aufgereinigt. Die DNA wird mit 24 µl eluiert. Um eine höhere 

Ligationseffizienz zu erzielen, werden die restringierten PCR-Produkte phosphoryliert. 

Um die Ligation ansetzen zu können, wird die Konzentration über ein Agarosegel ab-

geschätzt (Abbildung 15). Die Konzentrationen werden auf 100 ng/µl für die Wdfy1-

Sequenz (Abbildung 15, grüner Pfeil), 50 ng/µl für die Lcl2-Sequenz (Abbildung 15, 

roter Pfeil) und 70 ng/µl für die Rh-Sequenz (Abbildung 15, schwarzer Pfeil) ge-

schätzt. Im Vergleich dazu werden beispielsweise deutlich niedrigere Ausbeuten nach 

Durchführung einer Säulen-Aufreinigung (Nucleo Spin Extract II Kit der Firma Ma-

chery Nagel) aus dem Agarosegel erzielt. 

 

Abb. 15  Gelelektrophoretische Auftrennung der verdauten PCR-Produkte vor der Ligation. (1) DNA-
Marker; (2) Wdfy1-Insertsequenz; (3) Lcl2-Insertsequenz; (4) Rh-Insertsequenz.  
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3.1.4 Ligation und Transformation 

Für die Ligation wird ein molekulares Verhältnis von Insert zu Vektor  von 3:1 getes-

tet. Als Enzym wird die T4 Ligase verwendet. Die 20 µl-Ansätze werden über Nacht 

bei 16°C inkubiert. Anschliessend wird 1 µl des Ansatzes  durch Elektroporation in 

E.coli  transformiert. Es werden keine Klone gebildet. Daraufhin wurden die gleichen 

Ansätze mit Hitzeschock transformiert, jedoch gelang auch bei diesem Versuch die 

Klonierung nicht. Als nächstes werden sowohl Vektor, als auch Insert-Sequenzen mit 

den gleichen Restriktionsenzymen, jedoch einzeln restringiert, um in beiden Fällen 

eine Enzymaktivität von 100% zu gewährleisten. Die Dephosphorylierung des Vektors 

findet im Anschluss an die zweite Restriktion statt und nicht, wie zuvor, mit dem Ver-

dau zusammen. Um die DNA jeweils für den nächsten Schritt aufzureinigen wird mit 

Ethanol gefällt, da hierbei deutlich weniger DNA verloren geht als durch eine Säulen-

Aufreinigung. Unmittelbar vor der Ligation wird jedoch auch hier über ein präparati-

ves Agarosegel und Glasmilch aufgereinigt. Hierbei entstehen Klone für alle drei Liga-

tionen nach Transformation mittels Hitzeschock, nicht jedoch nach Elektroporation. Es 

werden insgesamt 27 Klone gepickt.  Nach Anlegen von Flüssigkeits-Kulturen werden 

Plasmidpräparationen durchgeführt. Das Screening der Kolonien (Abbildung 16) findet 

nach Restriktion mit den Enzymen SspI und BbsI statt. Je Sequenz wird ein positiver 

Klon (Rh-Sequenz: Nummer 9 → blauer Kasten, Wdfy1-Sequenz: Nummer 18 → grü-

ner Kasten, Lcl2-Sequenz: Nummer 21 → roter Kasten) ausgewählt und zum Sequen-

zieren gegeben. Hierbei werden die Klone auf Übereinstimmung mit der Originalse-

quenz und einen korrekten Leserahmen hin überprüft. Es stellt sich heraus, dass der 

Wdfy1-Klon (Abbildung 17) und der Lcl2-Klon (Abbildung 18) mit den Originalse-

quenzen übereinstimmen und bis zum myc-Epitop einen korrekten Leserahmen auf-

weisen. Die erstellten Konstrukte können daher für die Transfektion von CHO-Zellen 

benutzt werden. Abbildung 19 zeigt die jeweiligen Vektorkarten der erstellten Kons-

trukte. Klon Nummer 8 weist leider ein Stopp-Codon in der proteincodierenden Se-

quenz auf und kann daher nicht weiter verwendet werden (Abbildung 20). 
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Abb. 16  Gelelektrophoretische Auftrennung der mit SspI und BbsI restringierten Klone nach Transfor-
mation in E.coli. (1) und (19) DNA-Marker; (2)-(11) Rh-Klone; (12)-(18) Wdfy1-Klone; (20)-(29) Lcl2-
Klone. 
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Abb. 17  Seqenzanalyse des positiven Wdfy1-Klons Nr. 18; die Proteinsequenz (grau unterlegt) bildet 
einen korrekten Leserahmen mit den Epitopen myc und his (beide rosa unterlegt) 
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Abb. 18  Seqenzanalyse des positiven Lcl2-Klons Nr. 21. Die Proteinsequenz (grau unterlegt) bildet 
einen korrekten Leserahmen mit den Epitopen myc und His (beide rosa unterlegt) 
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Abb. 19  Die Vektorkarten der erstellten Konstrukte: links das Lcl2-myc-Konstrukt; rechts das Wdfy1-
myc-Konstrukt; beide Vektoren enthalten die entsprechende Fusionssequenz, ein Ampicillin-
Resistenzgen, sowie Bindungsstellen für die Primer T7 und BGH  

 

Abb. 20  Sequenzanalyse des positiven Rh-Klons Nr. 9. Die Sequenz wird von einem Stopp-Codon 
unterbrochen 
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3.1.5 Vektorkarte 

In Abbildung 21 ist die Multiple Cloning Site des Vektors pcDNA 3.1 B(-) myc/his 

dargestellt. Zum Inserieren aller drei Sequenzen werden die rosa markierten Restrikti-

onsschnittstellen der Enzyme NheI und HindIII verwendet. Das Myc-Epitop befindet 

sich am C-terminalen Ende der Sequenz.  

 

Abb. 21  Die Multiple Cloning Site des Vektors pcDNA 3.1 B(-) myc/his. Eingekreist und rosa unterlegt 
sind die zum inserieren der proteincodierenden Sequenzen verwendeten Schnittstellen der Restriktions-
enzyme NheI und HindIII. Die Sequenzen werden 5’ über NheI und 3’ über HindIII eingefügt. 

3.1.6 In Fusion Dry Down PCR Cloning Kit 

Für die Klonierung wird neben der oben beschriebenen Klonierungsstrategie auch das 

In Fusion Dry Down PCR Cloning Kit der Firma Clonetech getestet. Dieses System 

erlaubt gemäß den Herstellerangaben das direkte Klonieren von PCR-Produkten in 

einen beliebigen linearisierten Vektor. Die eigentliche Klonierungsreaktion wird hier-

bei von einem speziellen In-Fusion Enzym katalysiert. Es handelt sich um eine Re-

kombinase und nicht um eine Ligase. Zunächst soll mit dieser Methode nur die Se-

quenz des Rh-Proteins in einen Expressionsvektor inseriert werden. 
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Abb. 22  Schematische Darstellung der Strategie zur Einfügung proteincodierender Sequenzen in einen 
Expressionsvektor mit dem „In-Fusion Dry Down PCR Cloning Kit“. Mit dem In-Fusion Enzym lassen 
sich PCR-Produkte direkt in einen beliebigen linearisierten Vektor inserieren.  

3.1.6.1 Primer Design 

Das Design und die Qualität der Primer sind für eine erfolgreiche Klonierung entschei-

dend. Wichtig ist, dass sich das zu inserierende Fragment 15 bp  homologe Sequenz an 

beiden Enden mit den Linearisierungs-Stellen des Vektors teilt. Für die Klonierung 

wird der Vektor pcDNA 3.1 B(-) myc/his gewählt. Dementsprechend werden die Pri-

mer für die Amplifikation der proteincodierenden Sequenze mittels PCR designed. 

3.1.6.2 Präparation des linearisierten Vektors 

Um den Vektor pcDNA 3.1 B(-) myc/his zu linearisieren, werden 2 µg DNA mit 20 

units des Enzyms HindIII restringiert. Da es für die Klonierungsreaktion wichtig ist, 

nur linearisierten Vektor einzusetzen, wird als Kontrolle 1µl des Restriktionsproduktes 

per Hitzeschock in kompetente E.coli-Bakterien transformiert. Der Vektor scheint 

komplett verdaut zu sein, da sich keine Kolonien bilden. 

Der verdaute Vektor (Abbildung 23, Pfeil) wird auf ein präparatives Agarosegel auf-

getragen und mit dem Kit Nucleo Spin Extract II über eine Säule aufgereinigt. 
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Abb. 23  Gelelektrophoretische Auftrennung des mit HindIII restringierten Vektors pcDNA 3.1 B(-) 
myc/his zur DNA-Isolation aus dem Agarosegel. (1) DNA-Marker; (2) verdauter Vektor pcDNA 3.1 B(-
) myc/his 

Die Konzentration der aufgereinigten DNA wird über ein Agarosegel abgeschätzt (Ab-

bildung 24). 

 

Abb. 24  Gelelektrophoretische Auftrennung des mit HindIII restringierten Vektors pcDNA 3.1 B(-) 
myc/his zur Konzentrationsbestimmung. (1) DNA-Marker; (2) verdauter Vektor pcDNA 3.1 B(-) 
myc/his 

3.1.6.3 PCR- Amplifikation und Aufreinigung 

Die zu inserierende Sequenz des Rh-Proteins wird per PCR amplifiziert. Hierzu sind 

vor-aliquotierte PCR-Gefäße mit einem Polymerase-Mix (Taq-Polymerase und eine 

geringe Menge einer Polymerase mit proofreading-Funktion), dNTPs, Puffer und ei-

nem speziellen Antikörper, der gewährleistet, dass die Polymerase erst bei 95°C mit 

der Synthese beginnen kann , im Kit enthalten. Nach dem Hinzufügen der Template-
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DNA und der Primer wird das in Tabelle 2 dargestellte PCR-Programm durchgeführt. 

Zur Aufreinigung werden die Ansätze auf ein präparatives Agarosegel aufgetragen 

(Abbildung 25).  

 

Abb. 25  Gelelektrophoretische Auftrennung des gesamten PCR-Ansatzes nach Amplifikation der Lcl2-
Sequenz. (1) Lcl2-Sequenz; (2) DNA-Marker 

Das Amplifikat  hat eine Größe von ~800 bp (Abbildung 25, Pfeil). Dies entspricht in 

etwa der erwarteten Fragmentgröße (864 bp). Das Produkt wird über eine Säule aufge-

reinigt Die Konzentration der aufgereinigten DNA wird über ein Agarosegel abge-

schätzt (Abbildung 26).  

 

Abb. 26  Gelelektrophoretische Auftrennung des PCR-Produktes nach Aufreinigung über eine Säule. (1) 
DNA-Marker; (2) Lcl2-Sequenz 
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3.1.6.4 Klonierungsreaktion 

 

PCR-Fragment und linearisierter Vektor werden in einem molaren Verhältnis von 2:1 

gemischt. Im Anschluss an die Reaktion wird der Ansatz per Hitzeschock in kompeten-

te E.coli-Bakterien transformiert. Diese werden auf ampicillinhaltigem LB-Medium 

ausplattiert. Leider können keine Kolonien herangezogen werden.   

 

Zusammenfassung: 

Es ist somit gelungen, durch PCR-basierte Amplifikation und Anfügen von Restrikti-

onsschnittstellen die kodierenden Sequenzen von zwei cDNA’s (Wdfy1 und Lcl2) in den 

Expresionsvektor pcDNA 3.1 B(-) myc/His gerichtet einzuklonieren. Dies eröffnet nun 

die Möglichkeit, diese Konstrukte in eukaryotischen Zellen zu exprimieren und die Fu-

sionsproteine anhand der myc-Markierung immuncytochemisch nachzuweisen. Die 

Klonierung mit dem In-Fusion dry down PCR cloning kit hingegen ist nicht gelungen. 
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3.2 Sequenzanalyse der erhaltenen Konstrukte 

In Kooperation  mit einer anderen Arbeitsgruppe dieser Universität erhielt ich für mein 

Projekt Expressionskonstrukte zur Untersuchung der beiden Proteine Atlastin und 

DKFZp761B107. Diese sollten verschiedene Epitope zum Nachweis der Fusionspro-

teine enthalten. Die Resultate der Sequenz-Analysen zur Überprüfung der Leserahmen 

und Epitope sind.    

Konstrukt Übereinstimmung 

mit Original- 

sequenz 

Epitop Korrekter Leser-

ahmen 

Nr. 1 100% HA ja  

Nr. 2 100% eGFP ja  

Nr. 3 100% - - 

 

 

Tabelle 4  Charakterisierung der erhaltenen Atlastin-Konstrukte nach Sequenzanalys 

Konstrukt Übereinstimmung 

mit Original- 

sequenz 

Epitop Korrekter Leser-

ahmen 

Nr. 1 100% HA ja  

Nr. 2 100% FLAG ja  

 

Tabelle 5  Charakterisierung der erhaltenen DKFZp761B107-Konstrukte nach Sequenzanalyse 

Die Expressionsvektoren enthalten alle einen CMV-Promotor für die Expression des 

Fusionsproteins in Säugerzellen. 
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3.3 Lokalisationsstudien 

3.3.1 Vorhersage der Lokalisation 

Neben den drei neuen Proteinen sollen auch Atlastin und DKFZp761B107 im Hinblick 

auf ihre zelluläre Lokalisation untersucht werden. Für alle Kandidaten wird vor Beginn 

der Experimente die zelluläre Lokalisation in silico vorhergesagt. Die verwendeten 

Programme sind jeweils in Klammern angegeben. Sie sind im Internet unter 

www.expasy.org zu finden. Für die Analyse wird nur die Aminosäuresequenz des Pro-

teins benötigt.  

Die neuen Proteine und DKFZp761B107 sind laut Vorhersage lösliche Proteine (SO-

SUI, Hirokawa et al., 1998; Mitaku et al., 1999, 2002). Das Rh-Protein wird mit hoher 

Wahrscheinlichkeit im extrazellulären Raum gefunden, jedoch auch im Cytoplasma, 

im Zellkern und in Vesikeln des sekretorischen Systems (WoLF PSORT, Horton et 

al.2006). Das Wdfy1-Protein wird ebenfalls mit hoher Wahrscheinlichkeit im extrazel-

lulären Raum gefunden, könnte jedoch auch in Mitochondrien eine Rolle spielen 

(WoLF PSORT, Horton et al.2006). Das Lcl2-Protein ist am wahrscheinlichsten im 

Cytoplasma finden, aber auch in Mitochondrien (WoLF PSORT, Horton et al.2006). 

DKFZp761B107 findet man laut Vorhersage zu gleichen Anteilen im Zellkern und im 

Cytoplasma (WoLF PSORT, Horton et al.2006). Die membranäre Lokalisation von 

Atlastin über zwei Transmembrandomänen wird bestätigt. (WoLF PSORT, Horton et 

al.2006). 

3.3.2 Transfektionen und Immuncytologie 

Was die neuen Proteine betrifft, stehen für Wdfy1 und Lcl2 nach erfolgreicher Klonie-

rung Konstrukte zur Transfektion und rekombinanten Expression in Säugerzellen zur 

Verfügung. Erste Studien mit dem Lcl2-Protein werden erfolgreich an CHO-Zellen 

durchgeführt. Atlastin und DKFZp761B107 werden ebenfalls mit den erhaltenen 

Konstrukten rekombinant in CHO-Zellen exprimiert und markiert. Die Transfektionen 

werden per Elektroporation durchgeführt. Ausserdem werden für Atlastin Expressions-
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Studien an ausdifferenzierten PC12-Zellen gemacht. In diesem Zusammenhang wird 

auch getestet, ob Kolokalisation mit anderen endogenen Vesikelproteinen vorliegt. 

3.3.2.1 Mus musculus LanC like 2 

Das Konstrukt mit dem Lcl2-myc-Fusionsprotein wird per Elektroporation mit einer 

Pulsdauer von 4,85 ms in CHO-Zellen transfiziert und anschliessend mit einem Anti-

körper gegen das myc-Epitop immungefärbt. Die Transfektionseffizienz liegt bei 20%. 

Nach der Transfektion liegt die Zellzahl bei 2.820.000 Zellen/ml. Es werden 20.000 

Zellen/ml ausplattiert. Für die anschliessende Immunfärbung werden die Zellen mit 

Methanol fixiert. Der Erstantikörper α-myc wird mit einer Konzentration von  5 µg/ml 

eingesetzt, der Zweitantikörper α-mouse cy3 wird 1:700 verdünnt. 

 

Abb. 27  Immuncytochemische Analyse des rekombinant exprimierten Lcl2-Proteins in CHO-Zellen. 
Gezeigt sind eine transfizierte Zelle und vier nicht-transfizierte Zellen. (A) Zellen im Phasenkontrast, 
(B) blau: mit DAPI gefärbte Zellkerne; (C) rot: Lcl2-myc-Fusionsprotein; (D) blau: DAPI-Färbung, rot: 
Lcl2-myc-Fusionsprotein;  Balken 20 µm 

In Abbildung 27 ist die Immuncytochemische Analyse des rekombinant exprimierten 

Lcl2-Proteins dargestellt. Zu sehen sind eine transfizierte (A, grüner Pfeil) Zelle und 

vier nicht-transfizierte Zellen (A, rosa Pfeile). Die rote Färbung des Lcl2-myc-

Fusionsproteins ist überall in der Zelle verteilt (C, weisser Pfeil), wobei sie in der Nähe 

des Zellkerns besonders intensiv zu sein scheint.  

Zur Kontrolle werden einige der transfizierten Zellen nur mit dem zweiten Antikörper 

und DAPI inkubiert (Abbildung 28). Ausserdem werden mit dem Leervektor transfi-

zierte Zellen mit dem ersten und zweiten Antikörper sowie mit DAPI inkubiert (Abbil-
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dung 28). Als Kontrolle des ersten Antikörpers dienen die nicht-transfizierten Zellen in 

Abbildung 27. Weder Erst-, noch Zweitantikörper lassen ein unspezifisches Signal 

erkennen. Auch in der Kontrolle mit transfiziertem Leervektor sind nur die mit DAPI 

gefärbten Zellkerne zu sehen. 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 28  Immuncytochemische Analysen zur Kontrolle: links transfizierte Zellen zur Kontrolle des 
2.Antikörpers; rechts mock-transfizierte Zellen (A) Zellen im Phasenkontrast, (B) blau: DAPI-Färbung; 
Balken 20 µm 

3.3.2.2 Atlastin 

Für die Elektroporation wird das Atlastin-Konstrukt Nr. 1 mit HA-Epitop verwendet. 

Das Atlastin-HA-Fusionsprotein wird rekombinant in CHO-Zellen exprimiert und mit 

einem Antikörper gegen das HA-Epitop immungefärbt. Die Pulsdauer bei der Elektro-

poration beträgt 4,23 ms. Nach der Transfektion liegt die Zellzahl bei 1.530.000 Zel-

len/ml. Es werden 20.000 Zellen/ml ausplattiert. Für die anschliessende Immunfärbung 

werden die Zellen mit Methanol fixiert. Die Antikörper werden wie folgt eingesetzt: 

Erstantikörper α-HA 10 µg/ml; Zweitantikörper α-mouse cy3 1:800. 

Die Abbildung 29 zeigt die immuncytochemische Analyse des rekombinant exprimier-

ten Proteins Atlastin in CHO-Zellen. CHO-Zellen wurden erfolgreich mit dem Atlas-

tin-HA-Fusionskonstrukt transfiziert. Von den drei gezeigten Zellen sind zwei transfi-

ziert (A; transfizierte Zellen: grüne Pfeile, nicht transfizierte Zelle: rosa Pfeil). Die Ab-

bildung 30 zeigt eine transfizierte Zelle in einer vergrößerten Darstellung. Die Färbung 
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(Abbildung 29C, weisse Pfeile) ist nicht punktuell, sondern mit Ausnahme des Zell-

kerns fast in der ganzen Zelle verteilt. In der Nähe des Zellkerns sind jedoch Stellen zu 

erkennen die stärker leuchten als der Rest der Zelle (Abbildung 30B, weisser Pfeil).  

 

Abb. 29  Immuncytochemische Analyse des rekombinant exprimierten Proteins Atlastin in CHO-Zellen. 
Gezeigt sind zwei transfizierte Zellen und eine nicht-transfizierte Zelle. (A) Zellen im Phasenkontrast,; 
(B) blau: DAPI-Färbung; (C) rot: Atlastin-HA-Fusionsprotein; (D) blau: DAPI-Färbung, rot: Atlastin-
HA-Fusionsprotein; Balken 20 µm 

 

 
Abb. 30  Vergrößerte Darstellung einer transfizierten Zellen. (A) Zelle im Phasenkontrast,; (B) blau: 
DAPI-Färbung; (C) rot: Atlastin-HA-Fusionsprotein; (D) blau: DAPI-Färbung, rot: Atlastin-HA-
Fusionsprotein; Balken 20 µm 

Um unspezifisches Binden der Antikörper auszuschliessen, müssen Kontrollen ge-

macht werden. Das schwach rote Leuchten der untransfizierten Zelle in der Abbildung 

29 spiegelt das unspezifische Binden des ersten Antikörpers wieder. Es ist verschwin-

dend gering und kann daher vernachlässigt werden. Um das Bindungsverhalten des 

zweiten Antikörpers zu prüfen, werden einige der elektroporierten Zellen nur mit dem 

zweiten Antikörper und DAPI behandelt. Das Ergebnis ist in Abbildung 31 zu sehen. 

Man sieht nur die blau gefärbten Zellkerne und kann also davon ausgehen, dass der 

Zweitantikörper gar nicht oder nur sehr gering unspezifisch bindet. 
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Abb. 31  Immuncytochemische Analyse elektroporierter CHO-Zellen zur Kontrolle des 2.Antikörpers α-
mouse cy3. (A) Zellen im Phasenkontrast; (B) blau: DAPI-Färbung; Balken 20 µm 

Um die Lokalisation von Atlastin in axonalen Verzweigungspunkten und in axonalen 

Wachstumskegeln zu überprüfen werden durch NGF ausdifferenzierte PC12-Zellen als 

Modell neuronaler Zellen verwendet. Die Ausläufer ausdifferenzierter PC12-Zellen 

werden allgemein als Neuriten bezeichnet. Die Zellen werden nach dem Passagieren 

drei Tage mit 10 ng/ml NGF in der Kulturschale inkubiert. Am dritten Tag werden 

40.000 Zellen/ml in eine Multi-well ausplattiert und 20 ng/ml NGF zugegeben. Um die 

PC12-Zellen weiter auszudifferenzieren wird nach zwei Tagen das Medium gewechselt 

und die Konzentration von NGF auf 30 ng/ml erhöht. Einen Tag später werden die 

Zellen mit Paraformaldehyd fixiert.  Für die Färbung von Atlastin werden Antikörper  

gegen zwei verschiedene Epitope innerhalb des Proteins getestet. α-Atlastin I wird 

500fach, α-Atlastin II 1000fach eingesetzt. Der Zweitantikörper α-mouse Cy3 wird 

700fach verdünnt. Die Ergebnisse der immuncytochemischen Analyse sind in den Ab-

bildungen 32 und 33 dargestellt. Zunächst fällt auf, dass beide Antikörper (α-Atlastin I 

und α-Atlastin II) den Zellkern markieren, was wahrscheinlich auf unspezifisches Bin-

den der Antikörper zurückzuführen ist. α-Atlastin I markiert den Zellkern allerdings 

deutlich stärker. Der Zellkern wurde ausserdem in beiden Fällen mit DAPI gefärbt. 

Atlastin lässt nach Färbung mit α-Atlastin I eine punktuelle Verteilung entlang der 

Neuriten (Abbildung 32C, weisse Pfeile) und eine Anreicherung in den Wachtumske-

geln (Abbildung 32C, grüne Pfeile) erkennen. Die Färbung mit α-Atlastin II zeigt 

ebenfalls eine punktuelle Verteilung (Abbildung 33C, weisse Pfeile).  
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Abb. 32  Immuncytochemische Analyse des endogen exprimierten Proteins Atlastin in ausdifferenzier-
ten PC12-Zellen.  (A) Zellen im Phasenkontrast,; (B) DAPI-Färbung; (C) α-Atlastin I-Färbung; (D) blau: 
DAPI-Färbung, rot: α-Atlastin I-Färbung; Balken 10 µm 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 33  Immuncytochemische Analyse des endogen exprimierten Proteins Atlastin in ausdifferenzier-
ten PC12-Zellen.  (A) Zellen im Phasenkontrast, (B) DAPI-Färbung; (C) α-Atlastin II-Färbung; (D) 
blau: DAPI-Färbung, rot: α-Atlastin II-Färbung; Balken 10 µm 

Zusätzlich werden für Atlastin Kolokalisationsstudien mit anderen endogen exprimier-

ten Vesikelproteinen durchgeführt. Für die Doppelfärbungen werden die PC12-Zellen 

wie für die Einzelfärbung behandelt. Die Verdünnungen der Antikörper sind in Tabelle 

5 zusammengefasst. 
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Tabelle 5  Zusammenstellung aller für die Kolkalisationsstudien verwendeten Antikörper, sowie die 
eingesetzten Verdünnungen 

Die immuncytochemischen Analysen der endogen exprimierten synaptischen Vesi-

kelproteine sind in den Abbildungen 34 bis 37 dargestellt. Atlastin ist immer rot dar-

gestellt, das jeweilige andere Protein ist immer grün gefärbt und Zellkerne sind mit 

DAPI blau gefärbt. Abbildung 34 zeigt eine Doppelfärbung der Proteine Atlastin und 

VAMP2. Die stark rote Färbung des Zellkerns lässt sich wahrscheinlich auf unspezifi-

sches Bindungsverhalten des Antikörpers zurückführen. Atlastin und VAMP2 liegen 

mit Ausnahme kleinerer Stellen in der ganzen Zelle verteilt vor. Beide Proteine sind 

entlang der axonalen Ausläufer (Abbildung 34-C und-D, gelbe Pfeile),  und in den 

Wachtumskegeln (Abbildung 34-C und –D, weiße Pfeile) angereichert. Die Doppel- 

Doppelfärbung Atlastin 

VAMP2 

Atlastin 

58K 

Atlastin 

Synaptophysin 

Atlastin 

Syntaxin 

1.1.Antikörper α-Atlastin 

I 

1:500 

α-Atlastin 

I 

1:500 

α-Atlastin I 

1:1000 

α-Atlastin I 

1:1000 

2.1.Antikörper α-VAMP2  

1:100 

α-58K 

1:50 

α-

Synaptophysin 

1:150 

α-Syntaxin 

1:100 

1.2.Antikörper α-rabbit 

cy3 

1:700 

α-rabbit 

cy3 

1:700 

α-rabbit cy3 

1:700 

α-rabbit cy3 

1:700 

2.2.Antikörper α-mouse 

Alexa 488 

1:200 

α-mouse 

Alexa 488 

1:200 

α-mouse Alexa 

488 

1:200 

α-mouse Alexa 488 

1:200 
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färbung mit den Proteinen 

tin und Synaptophysin ist in Ab-

bildung 35 dargestellt. Atlastin 

zeigt eine ähnliche Verteilung 

wie in Abbildung 34. Synapto-

physin scheint zwar auch überall 

in der Zelle präsent zu sein, liegt 

jedoch punktuell 

 

Abb. 34  Immuncytochemische Analyse der endogen exprimierten Proteine Atlastin und VAMP2 in 
ausdifferenzierten PC12-Zellen.  (A) Zellen im Phasenkontrast; (B) DAPI-Färbung; (C) Atlastin (D) 
VAMP2 (E) Überlagerung von C und D; Balken 10 µm 

 vermehrt perinukleär  (Abbildung 

35D, rosa Pfeile) sowie in den Wach-

stumskegeln und entlang der Ausläu-

fer (Abbildung 35D, weiße Pfeile) vor. 

Abbildung 37 zeigt Doppelfärbungen 

der Proteine Atlastin und 58K. Hierbei 

handelt es sich um einen Marker für 

den Golgi-Apparat. Während Atlastin 

eine schwache diffuse Verteilung 

aufweist, zeigt 58K 

 

Abb. 35  Immuncytochemische Analyse der endogen exprimierten Proteine Atlastin und Synaptophysin 
in ausdifferenzierten PC12-Zellen.  (A) Zellen im Phasenkontrast,; (B) DAPI-Färbung; (C) Atlastin (D) 
Synaptophysin (E) Überlagerung von C und D; Balken 10 µm 
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um den Zellkern herum eine Anreicherung (Abbildung 37-

1D, weiße Pfeile). Dies ist zur Verdeutlichung noch mal in 

Abbildung 37-2 dargestellt (weiße Pfeile). Ein ähnliches 

Bild ergibt sich für die Doppelfärbung der Proteine Atlastin 

und Syntaxin (Abbildung 36). Auch Syntaxin ist perinukle-

är lokalisiert (Abbildung 36B, weißer Pfeil). Zusätzlich 

werden Kontrollen für die beiden Zweit- 

Abb. 36  Immuncytochemische Analyse der endogen exprimierten Proteine Atlastin und Syntaxin in 
ausdifferenzierten PC12-Zellen. (A) DAPI-Färbung; (B) Synatxin (C) Atlastin (E) Überlagerung von B 
und C; Balken 10 µm 

 

Abb. 37  Immuncytochemische Analyse der endogen exprimierten Proteine Atlastin und 58K in ausdif-
ferenzierten PC12-Zellen.  (1A) Zellen im Phasenkontrast,; (1B) DAPI-Färbung; (1C) Atlastin (1D) 
58K; (2A) Zellen im Phasenkontrast, (2B) 58K; Balken in beiden Teilen 10 µm 

antikörper α-rabbit cy3 und α-mouse Alexa 488 durchgeführt. Diese lassen kein unspe-

zifisches Binden der Antikörper erkennen (nicht gezeigt).  

3.3.2.3 Interaktionspartner von Atlastin 

Das entsprechende Konstrukt wird durch Elektroporation in CHO-Zellen transfiziert 

und das Protein mit einem Antikörper gegen das FLAG-Epitop markiert. Die Pulsdauer 

beträgt 3,74 ms. Nach der Elektroporation beträgt die Zellzahl 1.870.000 Zellen/ml. Es 

werden 20.000 Zellen/ml ausplattiert. Nach der Methanolfixierung wird mit den   An-
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tikörpern α-FLAG (20 µg/ml) und α-mouse Cy3 (1:700)eine Immunfärbung durchge-

führt. In Abbildung 38 ist die immuncytochemische Analyse des rekombinant expri-

mierten 

 

Abb. 38  Immuncytochemische Analyse des rekombinant exprimierten Proteins DKFZp761B107 in 
CHO-Zellen. Gezeigt sind vier transfizierte Zellen und drei nicht-transfizierte Zellen. (A) Zellen im 
Phasenkontrast, (B) blau: DAPI-Färbung; (C) rot: Atlastin-HA-Fusionsprotein bzw. unspezifischer Sig-
nal des ersten Antikörpers; (D) blau: DAPI-Färbung, rot: Atlastin-HA-Fusionsprotein  bzw. unspezifi-
scher Signal des ersten Antikörpers; Balken 20 µm 

 

Abb. 39  Immuncytochemische Analyse des rekombinant exprimierten Proteins  in CHO-Zellen. Ge-
zeigt sind zwei transfizierte Zellen. (A) Zellen im Phasenkontrast, (B) blau: DAPI-Färbung; (C) rot: 
Atlastin-HA-Fusionsprotein; (D) blau: DAPI-Färbung, rot: Atlastin-HA-Fusionsprotein; Balken 20 µm 

Interaktionspartners von Atlastin dargestellt. Von den sieben gezeigten Zellen sind vier 

transfiziert (Abbildung 38A, weiße Pfeile), eine davon sehr stark (zusätzlich schwarz 

umrandet). Das schwach rote Signal der nicht-transfizierten Zellen spiegelt die unspe-

zifische Bindung des ersten Antikörpers wieder (Abbildung 38C, grüner Pfeil). Das 
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Protein ist diffus in der Zelle verteilt (Abbildung 38C, weißer Pfeil), wobei es perinuk-

leär angereichert zu sein scheint. Zur Verdeutlichung sind in Abbildung 39 zwei trans-

fizierte Zellen vergrößert dargestellt. Der weisse Pfeil markiert die Stelle der perinul-

keären Anreicherung. Weiterhin ist eine schwache Markierung des Zellkerns zu sehen 

(grüner Pfeil).  

Zur Kontrolle der Spezifität des zweiten Antikörpers werden einige elektroporierte 

Zellen nur mit dem zweiten Antikörper und DAPI behandelt. Die Kontrolle des Zweit-

antikörpers in Abbildung 40 dargestellt. Ausser den mit DAPI markierten Zellkernen 

ist kein Signal zu sehen. 

 

Abb. 40  Immuncytochemische Analyse elektroporierter CHO-Zellen zur Kontrolle des 2.Antikörpers α-
mouse cy3. (A) Zellen im Phasenkontrast; (B) blau: DAPI-Färbung; Balken 20 µm 

3.4 In silico in situ Hybridisierung 

Mit Hilfe des Allen brain atlas (Lein et. al., 2007)  wird zusätzlich untersucht, in wel-

chen Hirnarealen die Gene der neuen Proteine exprimiert werden. Es handelt sich um 

eine interaktive genomweite Datenbank der Genexpression im Mäusehirn. Daher  Die-

se basiert in erster Linie auf in-situ Hybridisierungsdaten und detaillierten Referenzat-

lanten. Für die Untersuchung benötigt man die gene ID der entsprechenden Sequenz 

aus der Maus. Die Expressionsanalyse des Rh-Proteins (entsprechender Klon aus der 

Maus: Zugangsnummer: NP_573448, gene-ID: 66049) ist in Abbildung 41 dargestellt.  

Die weisse Färbung der Sagittalschnitte stellt die markierte mRNA, also Orte der Gen-

expression dar. Das Gen scheint in allen Hirnarealen relativ stark exprimiert zu wer-

den. Die mRNA des Wdfy1-Proteins ist bei weitem nicht so abundant wie die des Rh-
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Proteins (Abbildung 42). Der Großteil der Zellen scheint das Gen nur sehr schwach zu 

exprimieren. Etwas stärker ist die Expression in Neuronen des  

 

Abb. 41  Sagittalschnittserie von lateral (1) nach medial (17) durch das Gehirn der Maus zur Darstellung 
der Genexpression des Rh-Proteins. Orte der Genexpression sind weiß gefärbt. Die Abbildungen wurden 
der Datenbank entnommen; Balken 1 cm 

Hippocampus (Abbildung 42, gelbe Pfeile und Umrandung), im Striatum (Abbildung 

42, rote Pfeile), im Bulbus olfaktorius (Abbildung 42, rosa Pfeile) und in dem, zum 

sensorischen Teil des Mittelhirns gehörigen, Colliculus inferior (Abbildung 42, weisse 

Pfeile).  

Das Gen des Lcl2-Proteins wird in weiten Teilen des Gehirns überhaupt nicht expri-

miert. Es wird ebenfalls im Hippocampus exprimiert (Abbildung 43, gelbe Umrandun-

gen). Es wird auch in olfaktorischen Gebieten, wie dem anterioren Nucleus olfaktorius 

(Abbildung 43, rote Pfeile), dem Piriformareal (Abbildung 43, rosa Pfeile) sowie dem 

Bulbus olfaktorius (Abbildung 43, blaue Umrandung) stark exprimiert. Ausserdem ist 

die mRNA in weiteren Gebieten des cerebralen Cortex abundant (nicht markiert): 
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Abb. 42  Sagittalschnittserie von lateral (1) nach medial (20) durch das Gehirn der Maus zur Darstellung 
der Genexpression des Wdfy1-Proteins. Orte der Genexpression sind weiß gefärbt. Die Abbildungen 
wurden der Datenbank entnommen; Balken 1 cm 

Orbital-Gebiet, somatomotorischer und somatosensorischer Teil, basolateraler und 

basomedialer Nucleus der Amygdala. 
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Abb. 43  Sagittalschnittserie von lateral (1) nach medial (19) durch das Gehirn der Maus zur Darstellung 
der Genexpression des Lcl2-Proteins. Orte der Genexpression sind weiß gefärbt. Die Abbildungen wur-
den der Datenbank entnommen; Balken 1 cm 
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4 Diskussion 

Aufgrund der zentralen Bedeutung synaptischer Vesikel für die Informationsverarbei-

tung im Gehirn, versucht man dieses Schlüsselorganell und seine Funktionen im Detail 

zu verstehen. In den vergangenen Jahren wurden zahlreiche Proteine, welche die Funk-

tionen synaptischer Vesikel steuern, identifiziert und funktionell charakterisiert, so 

dass man ein grobes Bild davon hat, welche molekularen Vorgänge und Interaktionen 

an der Neurotransmitterfreisetzung beteiligt sind. Vieles wird jedoch noch nicht im 

Detail verstanden. Die Charakterisierung neu identifizierter Proteine ist Voraussetzung 

für ein detailliertes Verständnis der Prozesse, die dem Lebenszyklus synaptischer Ve-

sikel zugrunde liegen. Hierbei liegt das Hauptaugenmerk zwar auf der Untersuchung 

hydrophober Membranproteine, jedoch könnten auch lösliche Proteine durchaus eine 

wichtige Funktion übernehmen. Ziel der Arbeit war es zum Einen erste Lokalisations-

studien zu den drei neuen Proteinen leucin zipper domain protein, WD repeat and FY-

VE domain containing 1 isoform und testis-specific adriamycin sensitivity protein 

durchzuführen. Desweiteren sollten die beiden Proteine Atlastin und DKFZp761B107 

untersucht werden. Bei den ersten drei genannten Proteinen handelt es sich um neue 

Proteine. Bis auf DKFZp761B107, wurden alle Proteine in der Proteomanalyse synap-

tischer Vesikel von Jacqueline Burré 2006 identifiziert. DKFZp761B107 wurde in ei-

ner Hefe-2-Hybrid-Analyse als potentieller Interaktionspartner von Atlastin identifi-

ziert. Für die drei neuen Kandidaten soll anhand der Ergebnisse in erster Linie die Fra-

ge erörtert werden, ob die Proteinfunktion im Zusammenhang mit synaptischen Vesi-

keln steht. Die Tatsache, dass die Proteine in einer Proteomanalyse synaptischer Vesi-

kel identifiziert wurden, beantwortet diese Frage keineswegs. Es wurden auch zahlrei-

che Proteine gefunden, die allgemeine Aufgaben übernehmen. Für das Protein Atlastin 

liegen bereits Daten aus Lokalisations- und Funktionsstudien vor. Vieles deutet darauf 

hin, dass es sich um ein synaptisches Vesikelprotein handelt (Zhu et al., 2006). Die 

Befunde zur Lokalisation sollen im Rahmen des Projektes überprüft und die Frage ge-

klärt werden, ob Atlastin mit DKFZp761B107 interagiert. Die Untersuchung von At-
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lastin ist von besonderem Interesse, da es am Krankheitsbild der angeborenen spasti-

schen Paraplegie maßgeblich beteiligt ist.  

Zu Beginn der Arbeit stellte sich heraus, dass die Sequenzen der neuen Proteine nicht 

als Klone aus der Ratte verfügbar waren. Um mit den Originalsequenzen arbeiten zu 

können, hätte man zunächst die gesamte mRNA aus dem Rattenhirn isolieren, die ent-

sprechenden cDNA’s über RT-PCR herstellen und diese schließlich per PCR amplifi-

zieren müssen. Die Alternative zu diesem Verfahren war, mit homologen Sequenzen 

aus einem anderen Organismus zu arbeiten. Diese Möglichkeit bringt einen gewissen 

Risikofaktor mit sich; da die Aminosäuresequenzen jedoch fast identisch sind, ist eine 

Konservierung der Funktion sehr wahrscheinlich. Zwei der drei neuen Proteine wurden 

als Klon aus der Maus und eines als humaner Klon bestellt. 

Die Ziele der Arbeit (siehe Abschnitt 1.6) konnten nur teilweise erreicht werden. Von 

den drei neuen Proteinen wurde nur eines auf seine Lokalisation hin untersucht. Hierzu 

wurde es rekombinant in CHO-Zellen exprimiert und immuncytochemisch analysiert. 

Die Proteine Atlastin und DKFZp761B107 wurden ebenfalls rekombinant in CHO-

Zellen exprimiert und immuncytochemisch analysiert. Zusätzlich wurden für Atlastin 

endogene Expressionsstudien mit Einzel - und Doppelfärbungen durchgeführt. Für alle 

drei neuen Proteine wurde in silico ermittelt, in welchen Gehirnarealen die entspre-

chenden Maus-Gene exprimiert werden. 

4.1 Klonierung 

Eine wichtige Voraussetzung für die Lokalisationsstudien mit den drei neuen Proteinen 

war die Herstellung von Konstrukten zur Expression in Säugerzellen. Dieses Zwi-

schenziel meiner Arbeit wurde für die Proteine Wdfy1 und Lcl2 erreicht. Die protein-

codierenden Sequenzen konnten in einem korrekten Leserahmen in den Expressions-

vektor pcDNA 3.1 B(-) myc/his) inseriert werden. Die Konstrukte konnten in Säuger-

zellen eingebracht werden und die entsprechenden Fusionsproteine, nach Expression 

unter einem CMV-Promotor mit einem Antikörper gegen das Myc-tag, immungefärbt 

bzw. in Western Blot detektiert werden. Das c-Myc-tag basiert auf der Interaktion ei-

nes Epitops und des Immunglobulins 9E10. Das tag wurde 1985 zum ersten Mal be-
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schrieben und hat die Sequenz EQKLISEEDL. Über das Myc-tag können auch Pro-

tein-Interaktionen durch Immunpräzipitation nachgewiesen werden. Desweiteren kann 

das Myc-tag bei der Messung bestimmter Eigenschaften von Zellen mittels Durch-

flusscytometrie sehr nützlich sein. Auch lassen sich damit Proteine in Bakterien, Hefen 

und Insektenzellen nachweisen. Für die Proteinreinigung wird das tag selten genutzt, 

da man das Fusionsprotein über eine Absenkung des pH-Wertes eluiert und viele Pro-

teine dadurch denaturiert werden. Der Vektor pcDNA 3.1 B(-) myc/his enthält im An-

schluss an das Myc-tag auch ein Poly His-tag. Dieses Aminosäuremotiv besteht aus 

sechs Histidin-Resten und wird in erster Linie für die Affinitätsreinigung von Polyhis-

tidin-getaggten rekombinanten Proteinen aus E.coli oder anderen prokaryotischen Ex-

pressionssystemen benutzt. Es kann jedoch auch zur Detektion von Proteinen über An-

ti-Poly-His-tag-Antikörper verwendet werden. Ausserdem besitzt der Vektor zur Se-

quenzierung Bindungsstellen für die Primer T7 und BGH, sowie Resistenz-Gene gegen 

Ampicillin und Neomycin.  

 

Abb. 44  Der Vektor pcDNA 3.1 B(-) myc/his. Er enthält den Promotor CMV, eine multiple cloning site 
mit den beiden Epitopen myc und His, sowie Resistenzgene gegen Ampicillin und Neomycin  

Der im Ergebnisteil dargestellte Weg stellt den endgültigen Ablauf dar, aus dem 

schließlich positive Klone resultieren. Anfänglich wurde zur Restriktion des Vektors 

und der PCR-Produkte ein Doppelverdau durchgeführt. Die Ligationsansätze wurden 

per Elektroporation in E.coli transformiert. Unter diesen Bedingungen ergaben sich 
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keine Klone. Als kritische Schritte werden der Doppelverdau und die Transformation 

per Elektroporation vermutet. Das Enzym HindIII hat unter den verwendeten Pufferbe-

dingungen laut Hersteller eine Aktivität von nur 50-100%. Dies sollte zwar  bei ent-

sprechender Inkubationsdauer der Ansätze ausreichen, ist jedoch nicht optimal. Trans-

formation von E.coli mit Ligationsansätzen per Elektroporation hat sich bereits in vor-

angehenden Experimenten als schwierig erwiesen. Zunächst wurde eine Transformati-

on durch Hitzeschock getestet, wodurch jedoch keine Änderung erzielt wurde. Um 

herauszufinden, welchen Einfluss die Art der Restriktion auf die Klonierung hat, wur-

den sowohl Vektor, als auch PCR-Produkte einzeln verdaut. Unter diesen Vorausset-

zungen werden nach Hitzeschock-Transformation der Ligationsansätze Klone gebildet, 

nicht jedoch nach Elektroporation. Scheinbar waren demnach beide Faktoren, Doppel-

verdau und Elektroporation, für das Misslingen des Experimentes entscheidend gewe-

sen. Um sicher eine erfolgreiche Restriktion durchzuführen, ist also eine 100%ige Ak-

tivität beider Enzyme notwendig. Dies ist nur unter den für das Enzym vorgesehenen 

Pufferbedingungen gewährleistet. Was die Transformation betrifft, so gilt das Verfah-

ren mittels Hitzeschock als das Effizientere. Das heißt, dass im Schnitt weniger Zellen 

durch den Schock sterben, als durch Elektroporation. Doch warum lassen sich die Bak-

terien mit aufgereinigten Plasmiden per Elektroporation problemlos transformieren, 

mit Ligationsansätzen jedoch nicht? Dies liegt daran, dass in Ligationsansätzen die 

Menge an Vektoren meist sehr gering ist, während davon auszugehen ist, dass aufge-

reinigte Vektoren hochkonzentriert vorliegen.  

Bei der Amplifikation der Insert-Sequenzen mittels PCR wurden zwar auf Anhieb die 

richtigen Produkte amplifiziert, jedoch waren die entsprechenden Bänder sehr 

schwach, besonders für das Lcl2-Fragment. Die relativ schlechte Ausbeute lässt sich 

auf die Pfu-Polymerase zurückführen, da mit dem gleichen Programm und einer re-

kombinanten Taq-Polymerase deutlich stärkere Bänder erzielt wurden. Wie sich jedoch 

herausstellte, wird dieser Vorteil der rekombinanten Taq-Polymerase durch ungenaue 

Polymerisation der Nukleotide ausgeglichen. Wie lassen sich die Schwierigkeiten bei 

der Amplifikation der dritten Sequenz erklären? Die Sequenz des Lcl2-Proteins wird 

erst mit höheren Annealing-Temperaturen amplifiziert. Ein Grund hierfür könnte die 

hohe Schmelztemperatur des Primers sein. Im Gegensatz zu den Primern für die beiden 
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anderen Sequenzen wurden Forward- und Reverseprimer erst bei Temperaturen über 

60°C denaturiert.  

Die codierende Sequenz des Rh-Proteins konnte leider nicht korrekt in den Vektor 

pcDNA 3.1 B(-) myc/his eingefügt werden. Der Grund dafür besteht in einem Stopp-

Codon, das die Aminosäuresequenz des Proteins unterbricht. Dieses entstand wahr-

scheinlich durch die Amplifikation der Insert-Sequenz mit der rekombinanten Taq-

Polymerase. Dieses Enzym katalysiert Template-abhängig die Polymerisation von 

Nukleotiden in 5’→3’- Richtung, hat jedoch keine 3’→5’ Exonuklease-Aktivität, die 

das Entfernen fehlerhaft eingebauter Nukleotide ermöglicht. Auch die Strategie, die 

Sequenz über das In Fusion dry down PCR cloning kit zu inserieren, ist fehlgeschla-

gen. Obwohl alle Angaben und Emfehlungen des Herstellers befolgt wurden, kam es 

nicht zu Bildung von Kolonien nach der Transformation. Um das Konstrukt mit der 

korrekt einklonierten Sequenz zu erhalten, ist es daher zu empfehlen, die in Abschnitt 

3.1.1 beschriebene Strategie zu befolgen. Hier könnten zunächst weitere Klone analy-

siert werden. Diese müssen zwangsläufig auch das Stopp-Codon enthalten. Hierbei 

spielt der Zeitpunkt des fehlerhaften Einbaus während der PCR-Amplifikation eine 

Rolle. Wurden die fehlerhaften Nukleotide beispielsweise in einem der ersten Zyklen 

eingebaut, so tragen vermutlich die meisten DNA-Fragmente das Stopp-Codon. Um-

gekehrt besteht die Möglichkeit, daß ein großer Teil der Fragmente das Stopp-Codon 

nicht trägt, falls der fehlerhafte Einbau in einem der letzten Zyklen der PCR-

Amplifikation erfolgte. Da das Sequenzieren von DNA mit einem zusätzlichen Kosten-

faktor verbunden ist, liegt es nahe, das entsprechende PCR-Programm zu optimieren 

und die codierende Sequenz des Proteins erneut zu amplifizieren. Hier könnte man 

zum Beispiel die Taq-Polymerase in Kombination mit der Pfu-Polymerase einsetzen 

und die Zyklenzahl des entsprechenden PCR-Programms erhöhen. Auf diese Weise 

sollten zwei wichtige Faktoren gewährleistet sein; Zum Einen sorgt die 3’→ 5’-

Exonuklease-Aktivität der Pfu-Polymerase für sofortiges Austauschen fehlerhaft ein-

gebauter Nukleotide und gewährleistet somit die Voraussetzung für einen korrekten 

Leserahmen. Zum Anderen sollte durch die Kombination von Taq-Polymerase und 

einer erhöhten Zyklenzahl eine hohe Ausbeute relativ sicher sein. 
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4.2 Transfektion und Immuncytochemie 

Für die rekombinante Expression der Proteine werden CHO-Zellen verwendet. Da es 

sich um Säugerproteine handelt, sollten Säugerzellen die beste Wahl sein. In den meis-

ten Fällen werden die Proteine dann so modifiziert und gefaltet, wie sie sollen. Für 

erste Lokalisationsstudien eignen sich CHO-Zellen aufgrund ihrer Größe sehr gut, aus-

serdem lassen sie sich, im Gegensatz zu PC12-Zellen, leicht transfizieren. Es handelt 

sich also nicht um Überexpressionen, sondern um heterologe Expressionen. Um die 

Fremd-DNA in die Säugerzellen zu bringen, werden diese elektroporiert. Bei dieser 

physikalischen Transfektionsmethode werden die Zellen mit nackter DNA traktiert. Es 

gibt auch die Möglichkeit, DNA über Viren in die Zellen einzuschleusen. Virale Ex-

pressionssysteme bieten den Vorteil, bis zu 100% der Zellen infizieren zu können, 

während andere Transfektionsmethoden sich meist mit Erfolgsraten im Bereich von 

10-20% begnügen müssen. Dies ist zwar für die Arbeit im Labor positiv, stellt jedoch 

vom Sicherheitsaspekt ein großes Problem dar. Während der Vorgang mit Expres-

sionsplasmiden meist unproblematisch verläuft und die entsprechenden Arbeiten in 

einem S1-Labor durchführbar sind, müssen Experimente mit Viren, bis auf wenige 

Ausnahmen, in einem S2-Labor durchgeführt werden. Durch Mutation, Rekombination 

und Kontamination können während der Arbeit Wildtyp-Viren entstehen, die sich dann 

unter Umständen unkontrolliert vermehren und verbreiten. Ein weiterer Vorteil ist, 

neben der hohen Transfektionsrate, die Tatsache, dass Viren häufig auch hohe Expres-

sionsraten haben. Bestimmte Viren, zum Beispiel Retroviren, können sich selbststän-

dig in das Genom des Wirtes einlagern, eine Tatsache, die für die Herstellung stabil 

transfizierter Zellen nützlich ist. Andererseits ist die Herstellung von Konstrukten oft 

schwieriger, da virale Genome meist erheblich größer sind, als Plasmid-

Expressionsvektoren. Ausserdem ist die DNA- Menge, die einbaubar ist, begrenzt. 

Neben der Elektroporation gibt es zahlreiche andere Methoden, um nackte DNA in 

Säugerzellen zu befördern. Sie bringen alle den Nachteil einer relativ geringen Trans-

fektionseffizienz mit sich. Der Anteil an transfizierten Zellen ist sehr stark vom Zelltyp 

und den jeweiligen Bedingungen abhängig. Um Zellen zu transfizieren, sollte man sich 

zuvor kundig machen, welche Methode sich bei vergleichbaren Versuchen und Zelli-

nien bereits bewährt hat. Für meine Arbeit bot sich die Elektroporation an, da sie sich 
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erstens für die Transfektion von CHO-Zellen bewährt hat und zweitens ein entspre-

chendes Elektroporationsgerät verfügbar war. Ein Nachteil dieser Methode ist die grö-

ßere Menge an DNA und Zellen, die beispielsweise im Vergleich zur Calciumphos-

phat-Transfektion benötigt wird. 

Leider wurden nicht alle geplanten Experimente erfolgreich beendet. Für das Rh-

Protein (Mausklon des leucin zipper domain proteins) beispielsweise konnte kein 

Konstrukt zur Expression in Säugerzellen hergestellt werden. Da ein geeigneter Ex-

pressionsvektor die notwendige Vorraussetzung der Lokalisationsstudien ist, konnten 

diese Experimente auch nicht durchgeführt werden. Für das Wdfy1-Protein wurde 

zwar ein Konstrukt hergestellt, das entsprechende Fusionsprotein ließ sich jedoch nach 

Transfektionsversuchen nicht nachweisen. Hierfür gibt es verschiedene mögliche Ur-

sachen. Da die Zellen für die Immunfärbung genau wie Zellen, die mit dem Lcl2-

Konstrukt transfiziert worden sind (Versuch verlief erfolgreich), behandelt wurden, 

und dennoch kein Fusionsprotein zu sehen war, ist davon auszugehen, dass die Plasmi-

de gar nicht von den Zellen aufgenommen wurden. Warum gab es Probleme bei der 

Transfektion? Diese Problematik lässt sich an dieser Stelle leider nicht eindeutig klä-

ren. Die Pulsdauer für die Elektroporation lag bei 4,26 ms, was der Norm entspricht. 

Es ist auch möglich , dass eine sehr niedrige Transfektionseffizienz vorlag und die we-

nigen transfizierten Zellen an Folgeerscheinungen des elektrischen Pulses oder aus 

anderen stressbedingten Gründen starben. Das Experiment ist unter möglichst stress-

freien Bedingungen für die Zellen zu wiederholen. Für die Zellen sollten auch vor der 

Elektroporation optimale Bedingungen angestrebt werden. Standardmäßig werden 

50µg DNA zum transfizieren eingesetzt. Es besteht auch die Möglichkeit zu testen, ob 

die Verwendung von mehr oder weniger als 50µg DNA sich positiv auf den Ausgang 

des Versuchs auswirkt. Ausserdem könnte man die Menge der verwendeten Zellen 

erhöhen. Im Rahmen des Projektes ergaben sich unerwartete Probleme bei der Klonie-

rung der neuen Proteine, so dass sich aus zeitlichen Gründen keine Experimente mehr 

anschliessen konnten. Die Proteine werden dennoch anhand der in silico- Daten disku-

tiert. Es wird darauf hingewiesen, dass die hierbei erwähnten Aspekte eher spekulativer 

Natur sind und nicht auf experimentellen Befunden zur Lokalisation basieren. 
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Was Atlastin und DKFZp761B107 betrifft, so kam es ebenfalls aus zeitlichen Gründen 

nicht zu Kolokalisationsstudien der beiden Proteine zum Nachweis der Interaktion. Die 

Arbeit mit den erhaltenen Konstrukten erwiesen sich als besonders mühselig. Einer der 

Vektoren (Atlastin-Nr.3; Abschnitt 3.2) enthielt nicht das angegebene Epitop zur Mar-

kierung des Proteins. Ein anderes Plasmid (Atlastin-Nr.2; Abschnitt 3.2) funktionierte 

aus unerklärlichen Gründen nicht. Die erfolgreiche Transfektion von CHO-Zellen und 

anschliessende Immunfärbung der beiden Proteine erfolgte zu einem relativ späten 

Zeitpunkt des Projektes. Auch die Nachweise aller untersuchter Proteine, sowohl aus 

CHO-, als auch aus PC12-Zellen, mittels Western Blot Analyse erfolgte mangels Zeit 

nicht mehr. 

4.3 Leucin zipper domain protein 

Das leucin zipper domain protein enthält gemäß der Vorhersage verschiedene konser-

vierte Domänen (siehe Abschnitt 1.4.1). Hervorzuheben ist vor allem das leucin zipper 

Motiv, das in Proteinen vorkommt, die an der Regulation der Genexpression beteiligt 

sind. Das Motiv ermöglicht eine Interaktion mit der DNA. Sollte das Protein eine sol-

che Funktion ausüben, könnte es sich um ein neuronenspezifisches Protein handeln, es 

könnte aber auch in anderen Zellen vorkommen. Auch die BAR- Domäne, die ähnlich 

wie die FYVE- Domäne in Endocytoseprozesse und einige Schritte des intrazellulären 

Transports involviert ist, könnte eine Rolle für das Protein spielen. Das Vorkommen 

dieser Domäne könnte im Zusammenhang mit einer synaptischen vesikelspezifischen 

Funktion stehen, impliziert diese aber nicht zwangsläufig, da die erwähnten Prozesse 

auch in anderen Zelltypen, ausser Neuronen, eine Rolle spielen. Die anderen Domänen 

lassen offen, ob das Protein eine synaptische vesikelspezifische Funktion, eine andere 

neuronenspezifische Funktion oder eine vom Zelltyp unabhängige Aufgabe über-

nimmt. Gemäß der Vorhersage ist es ein lösliches Protein, dass man im extrazellulären 

Raum, im Cytoplasma, im Zellkern und in Vesikeln des sekretorischen Systems findet. 

Die Lokalisation im extrazellulären Raum, sowie in Vesikeln des sekretorischen Sys-

tems untermauern die Annahme, das Protein sei an Endocytoseprozessen beteiligt. Die 

in silico in situ Hybridisierungsdaten zeigen, dass das Gen in nahezu allen Hirnarealen 
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relativ stark exprimiert wird. Dies deutet auch auf eine allgemeine zelluläre Funktion 

des leucin zipper domain proteins hin.  

4.4 WD repeat and FYVE domain containing 1 isoform 
1 

Aufgrund der Vorhersage konservierter Domänen sind für dieses Protein eine Vielzahl 

von Funktionen denkbar. Interessant ist, daß WD- haltige Proteine meist durch Koor-

dination von Multiproteinkomplex- Assemblaten agieren. Sie sind an einer Menge zel-

lulärer Funktionen beteiligt. Das Vorkommen einer Myosin- Domäne deutet auf eine 

Motorfunktion des Proteins hin. Es gibt jedoch auch Proteine ohne Motorfunktion, die 

eine solche Domäne aufweisen. Die Ubiquitin- Domäne wird für eine Vielzahl mole-

kularer Vorgänge genutzt, abhängig von der subzellulären Lokalisation, der Proteinart 

und der Art der kovalenten Bindung (Larsen and Wang, 2002). Die RING- Domäne 

lässt vermuten, dass das Protein am proteasomalen Abbau- Weg beteiligt ist. Hierbei 

könnte die intrinsische E3 Ubiquitin- Ligaseaktivität der Domäne die Substratspezifität 

für die Ubiquitinierung bestimmen. In der Proteomanalyse synaptischer Vesikel aus 

dem Rattenhirn, die von Jaqueline Burré durchgeführt wurde, identifizierte man das 

Proteasom als Bestandteil dieses Kompartiments. Desweiteren enthält das Protein 

wahrscheinlich eine FYVE-Domäne, die Phosphatidylinositol-3-Phosphat binden kann, 

was auf eine Funktion im endosomalen targeting hindeutet. Die Analyse der konser-

vierten Domänen lässt keine Spezifizierung der Proteinfunktion auf Neurone allgemein 

oder synaptische Vesikel zu. Die durchgeführten Homologie-Studien lassen ebenfalls 

keine tiefergehenden Hypothesen über die Funktion des Proteins zu. Weitere in silico- 

Studien sagen voraus, dass es sich um ein lösliches Protein handelt, das extrazellulär 

bzw. mitochondrial, lokalisiert ist. Die Möglichkeit, das Protein im extrazellulären 

Raum zu finden, lässt sich mit der Vorstellung in Einklang bringen, dass es eine Rolle 

im endosomalen  targeting spielt. Die in silico in situ- Hybridisierungsdaten lassen 

offen, ob es sich um ein neuronenspezifisches Protein handelt oder nicht, da es in fast 

allen Regionen des Gehirns schwach exprimiert wird. Deutlich stärker wird das Gen in 

Teilen des Hippocampus, des Striatums und den Colliculi inferiores exprimiert. Um, 
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basierend auf diesen Daten, Spekulationen zur Funktion des Proteins machen zu kön-

nen, müsste man zunächst klären, um welche Typen von Neuronen es sich handelt. 

Hierzu könnte man in situ Hybridisierungen mit Sonden gegen jeweils einen bestimm-

ten Neuronentyp (Bsp.: glutamaterge Neurone) durchführen. Würde die entsprechende 

mRNA beispielsweise nur in cholinergen Neuronen detektiert, so wäre eine Beteili-

gung an diesem Syntheseweg wahrscheinlich. 

Berücksichtigt man alle Aspekte, so ist nicht von einer speziellen Funktion im Zusam-

menhang mit synaptischen Vesikeln auszugehen. Vielmehr könnte das Protein an all-

gemeinen zellulären Prozessen beteiligt sein, die nicht nur in Neuronen stattfinden, 

sondern auch in anderen Zelltypen.  

4.5 Testis specific adriamycin sensitivity protein 

Das testis-specific adriamycin sensitivity protein  wurde wie die beiden anderen neuen 

Proteine erstmals in einer Proteomanalyse synaptischer Vesikel identifiziert (Burré et 

al., 2006). Es war daher zu untersuchen, ob dem Protein im Lebenszyklus dieses Orga-

nells eine Aufgabe zukommt. Eine weitere Alternative ist, dass es keine vesikelspezifi-

sche Funktion übernimmt und dennoch in der Proteomanalyse synaptischer Vesikel 

identifiziert wird. Die entsprechende cDNA für das humane LANCL2 wurde bereits 

identifiziert und charakterisiert (Mayer et al., 2001) Es handelt sich um ein Mitglied 

der eukaryotischen LanC-ähnlichen Proteinfamilie. Diese Proteine enthalten alle die 

LanC-ähnliche Domäne. Die Lantibiotika Synthetase Komponente C ist in Prokaryoten 

an der Synthese der antibiotisch wirksamen Peptiden beteiligt. Lantibiotika enthalten 

die seltenen Thioether- Aminosäuren Lanthionin und / oder Methyllanthionin (Schnell 

et al., 1988). Diese seltenen Aminosäuren bilden intramolekulare Ringstrukturen aus. 

Im Gegensatz zu Peptidantibiotika wie Gramicidin S werden Lantibiotika aus riboso-

mal gebildeten Vorläuferproteinen durch posttranslationale Modifikation gebildet. Die-

ser ribosomale Biosynthesemechanismus wurde durch die Identifizierung und Sequen-

zierung der Strukturgene bewiesen, die für die entsprechenden Vorläuferproteine ko-

dieren (Banerjee et al.,1988; Buchmann et al., 1988). Die Vorläuferpeptide werden 

durch drei verschiedene Proteine modifiziert. Zunächst dehydratisieren die etwa 1000 
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Aminosäure großen LanB-Proteine bestimmte Serin- und Threonin- Reste. Die LanB- 

Proteine sind vermutlich mit der Membran assoziiert. (Engelke et al., 1992; Gutowski-

Eckel et al., 1994; Peschel et al.;1996). Dann sorgen die LanC-Proteine für die Thioe-

therbildung  und die korrekte Faltung der modifizierten Peptide (Meyer et al., 1995; 

Kupke und Götz , 1996). LanC- Proteine bestehen aus etwa 400 Aminosäuren in alter-

nierenden hydrophoben und hydrophilen Segmenten. Nach Beendigung der Modifika-

tionen des Propeptids wird das Leaderpeptid durch eine subtilisinähnliche Serinprotea-

se LanP an einer konservierten Schnittstelle abgespalten. Das fertige Peptid wird ent-

weder vor oder nach der Abspaltung in den extrazellulären Raum transportiert. Bei der 

Synthese bestimmter Lantibiotika werden die ersten beiden nicht von LanB- und 

LanC- Enzymen durchgeführt. Stattdessen codieren die entsprechenden Gencluster für 

ein einzelnes Modifikationsenzym, das vermutlich für die Thioetherbildung und die 

Dehydratisierung verantwortlich ist. Der C-Terminus dieser etwa 1000 Aminosäure 

großen LanM- Proteine weist Ähnlichkeiten zu den LanC- Proteinen auf, während das 

N-terminale Segment keine Ähnlichkeiten zu den LanB-Proteinen besitzt (Siezen et 

al.,1996). Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit zu LanC wird für LANCL2 eine Rol-

le als Komponente in einem peptidmodifizierenden Komplex vermutet (Mayer et al., 

2001). Es könnte ebenfalls die erwähnten peptidmodifizierenden Funktionen ausfüh-

ren. Entweder nur die Thioetherbildung oder zusätzlich die Dehydratisierung bestimm-

ter Peptide. Doch welche Peptide werden modifiziert? LANCL2 wird im Gehirn und 

den Testis exprimiert, Organe die durch Blut-Gewebe-Barrieren abgetrennt sind. Es 

wäre denkbar, dass LANCL2 ebenfalls an der Synthese antimikrobieller Peptide betei-

ligt und somit für die Immunüberwachung dieser Organe wichtig ist. Diese Hypothese 

wurde bereits für LANCL1 aufgestellt (Mayer et al., 2001). Lokalisationsvorhersagen 

deuten darauf hin, daß das Protein löslich ist und seine Funktion im Cytoplasma aus-

übt. Dies lässt sich durchaus mit der Vorstellung eines Antibiotika-synthetisierenden 

Enzyms in Einklang bringen. Andererseits könnte das Protein auch in Mitochondrien 

anzutreffen sein. Hierbei könnte es zum Beispiel bei der Bildung der Thioetherbindung 

zwischen Cytochrom C und der prosthetischen Gruppe Häm involviert sein. Die Im-

munfärbung bestätigt, dass es sich um ein lösliches Protein handelt, das im Cytoplasma 

lokalisiert ist. Eine Alternative wäre, dass LANC2 im Cytoplasma an der Bildung von 
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Thioetherbindungen, bzw. der Dehydratisierung von anderen Proteinen, ausser von 

Antibiotika, beteiligt ist. Die Ergebnisse der in silico Hybridisierung sind auch hier 

nicht besonders aussagekräftig, da anhand der vorliegenden Daten nicht klar wird, in 

welchen Neuronentypen die Transkripte vorkommen.  

4.6 Atlastin und DKFZp761B107 

Die Immunfärbung des rekombinant exprimierten Proteins in CHO-Zellen  bestätigt 

eine membranäre Lokalisation nicht eindeutig. Atlastin scheint überall in der Zelle ver-

teilt zu sein, was auf eine cytosolische Lokalisation hindeutet. In Zellkernnähe liegt es 

jedoch akkumuliert vor. Diese perinukleäre Färbung könnte eine Lokalisation des Pro-

teins in den Membranen oder im Lumen des Golgi-Apparates bedeuten. Atlastin ist ein 

bekanntes Membranprotein mit zwei Transmembrandomänen und seine Lokalisation 

im Golgi-Apparat konnte bereits gezeigt werden (Zhu et al., 2003). Wieso liegt das 

Protein auch in anderen Zellregionen vor? Es ist vorstellbar, daß die Expression des 

Gens unter dem im Vektor enthaltenen CMV-Promoter sehr stark verlaufen ist, so daß 

das Protein im Überschuss in der Zelle vorhanden ist und nur ein Teil der Proteinko-

pien korrekt lokalisiert werden kann. Es ist logisch, daß in einem zellulären Kompar-

timent nicht unendlich viele Proteine Platz finden. Überschüssige Exemplare würden 

sich auf diese Weise in anderen Bereichen der Zelle verteilen, in denen das Protein 

unter natürlichen Bedingungen nicht vorkommen würde. Um diese Problematik zu 

klären und um Atlastin in axonalen Ausläufern nachzuweisen, wurden Immunfärbun-

gen des endogenen exprimierten Proteins in ausdifferenzierten PC12-Zellen gemacht. 

Die Färbungen zeigen zwar keine perinukleäre Lokalisation, bestätigen also Atlastin 

nicht als Protein des Golgi-Apparates, demonstrieren jedoch eindeutig das Vorkommen 

in axonalen Ausläufern und Wachstumskegeln. Ausserdem deutet die schwache punk-

tuelle Verteilung auf eine vesikuläre Lokalisation hin. Desweiteren wird die membra-

näre Lokalisation durch eine eindeutig punktuelle Markierung des Proteins demons-

triert. Die Funktion und die molekularen Mechanismen von Atlastin sind noch nicht 

eindeutig geklärt. Es spielt wahrscheinlich bei der Axonbildung und Verlängerung 

während der neuronalen Entwicklung eine Rolle (Zhu et al., 2006). Steht die zelluläre 
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Lokalisation im Einklang mit der vermuteten Funktion des Proteins? Synaptische Ve-

sikel, die an der Ca2+- regulierten Exocytose beteiligt sind, werden lokal regeneriert. 

Das heißt, sie stammen nicht direkt vom Golgi-Apparat. Von diesem werden zwar 

auch Vesikel abgeschnürt und entlang des Axons zur präsynaptischen Endigung trans-

portiert, verschmelzen aber dann ohne Neurotransmitterfreisetzung mit der präsynapti-

schen Membran. Diese Form der Exocytose dient zum Beispiel der Freisetzung be-

stimmter Proteine in den extrazellulären Raum oder der Einlagerung von Membranpro-

teinen in die präsynaptische Membran. Diese Proteine können zum Beispiel Transpor-

ter für Neurotransmitter sein. Es ist also durchaus möglich, dass Proteine, die ihre Auf-

gabe in axonalen Endigungen ausführen auch im Golgi-Apparat gefunden werden. Ge-

nerell müssen alle Proteine synaptischer Vesikel auf dem Weg zu ihrem Bestimmungs-

ort den Golgi-Apparat passieren. Andererseits könnte Atlastin auch im Golgi-Apparat 

eine andere Funktion ausüben als in axonalen Wachstumskegeln. Gesetz diesen Fall, 

könnten diese Atlastinproteine jedoch nicht von den Atlastinmolekülen der Axonbil-

dung unterschieden werden. Topologische Ähnlichkeiten mit den zwei mitochondria-

len Proteinen Mfn1 und Mfn2 deuten auf eine Rolle für Atlastin in Membranfusions-

prozessen zwischen endoplasmatischem Retikulum und Golgi-Apparat hin. Mfn1 und 

Mfn2 vermitteln mitochondriale Fusionen (Chen et al., 2005). Es wäre auch möglich, 

dass Atlastin die Axonbildung auf die gleiche Weise vermittelt wie die Membranfu-

sionsprozesse im Zellsoma. Lokalisationsstudien deuten jedoch auf einen anderen Me-

chanismus hin (Zhu et al., 2006). Aufgrund der Doppelfärbungen wird die Kolokalisa-

tion mit anderen endogen exprimierten synaptischen Vesikelproteinen, VAMP2, Syn-

aptophysin und Syntaxin, in vesikulären Strukturen entlang der axonalen Ausläufer 

und in den Wachstumskegeln gezeigt. Diese drei Proteine sind bekannte integrale 

Membranproteine synaptischer Vesikel. Sie übernehmen wichtige Aufgaben bei exocy-

totischen Transmitterfreisetzungen. Die Kolokalisationen mit Atlastin als Protein be-

stätigen dieses als Protein synaptischer Vesikel. Für Synaptophysin und Syntaxin sind 

ausserdem deutlich perinukleäre Markierungen erkennbar, die auf eine Lokalisation im 

Golgi-Apparat hindeuten. Diese Proteine sind wahrscheinlich zum Zeitpunkt der Fixie-

rung auf dem Weg zu ihrem Bestimmungsort gewesen. Die Doppelfärbung mit dem 

Protein 58K zeigt eine starke perinukleäre Färbung des Golgi-Markers, jedoch keine 
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Lokalisation mit Atlastin. Die unterschiedlichen Färbungen bestätigen Atlastin zwar 

als membranäres Protein synaptischer Vesikel, können aber leider nicht zur Klärung 

der molekularen Mechanismen des Proteins beitragen. Die Immunfärbung des rekom-

binant exprimierten Proteins DKFZp761B107 in CHO-Zellen deutet auf ein lösliches 

Protein mit cytoplasmatischer Lokalisation hin. Um den Zellkern ist es besonders stark 

angereichert und scheint sogar im Zellkern vorzukommen. Man kann aufgrund der 

perinukleären Anreicherung jedoch nicht ohne weiteres auf eine Funktion von 

DKFZp761B107 im Golgi-Apparat schliessen. Als lösliches Protein könnte es zu einer 

Anreicherung im Lumen dieses Kompartiments kommen. Fast alle Proteine müssen auf 

dem Weg zu ihrem Bestimmungsort den Golgi-Apparat passieren. Bei der Betrachtung 

von Färbungen bei rekombinant exprimierten Proteinen ist immer zu bedenken, daß es 

durch Expression unter dem CMV-Promotor zu einem Überschuss an Proteinen kom-

men kann, der mit den natürlichen zellulären Verhältnissen nicht vergleichbar ist. Die-

ser Aspekt ist auch bei der Interpretation der Tatsache zu berücksichtigen, dass 

DKFZp761B107 im Zellkern vorkommt. Anhand der Befunde kann eine Interaktion 

des Proteins weder bestätigt, noch ausgeschlossen werden. Um die Interaktion mit At-

lastin genauer zu untersuchen sind Doppelfärbungen beider Proteine notwendig. Hier-

zu kam es aus zeitlichen Gründen im Rahmen meiner Diplomarbeit leider nicht mehr. 

4.7 Ausblick 

Zunächst sollten die Lokalisationsstudien der drei neuen Proteine in CHO-Zellen be-

endet werden. CHO-Zellen eignen sich zwar für erste Versuche gut, da sie recht groß 

sind und sich relativ leicht transfizieren lassen, stammen jedoch aus den Ovarien chi-

nesischer Hamster. Es ist davon auszugehen, daß man aussagekräftige Resultate nur 

dann erhält, wenn die Proteine in ihrer natürlichen Umgebung untersucht werden, also 

in dem Zelltyp, in dem sie gefunden wurden. Um die subzelluläre Lokalisation genau 

zu bestimmen, ist es daher sinnvoll, neuronale Zellen mit den entsprechenden Kons-

trukten zu transfizieren und die rekombinant exprimierten Proteine nach Immunfär-

bung mit konfokaler Lasermikroskopie zu analysieren. Mit dieser Technik erhält man 

hoch aufgelöste Bilder, sowie dreidimensionale Rekonstruktionen. Die Haupteigen-
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schaft dieses Verfahrens ist die Fähigkeit, scharfe Bilder von relativ dicken Präparaten 

in unterschiedlichen Tiefen zu produzieren. Um mehr über die Proteine zu erfahren, 

sollten sich immunhistochemische Analysen von Hirnschnitten anschliessen. Zuvor 

müssten entsprechende Antikörper gegen die Proteine generiert werden. Auch die 

Durchführung von in situ Hybridisierungen sollten weitere Aufschlüsse über Erkenn-

tnisse zu Proteinen liefern. Gelangt man aufgrund der Befunde zu der Annahme, dass 

den neuen Kandidaten bedeutende Aufgaben zu Nervenzellen zukommen, würde man 

die Gene zunächst per siRNA in einem geeigneten Organismus herunterregulieren. 

Auch die Aufreinigung der Proteine über das His-tag bietet Möglichkeiten für weitere 

funktionelle Studien. 
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5 Zusammenfassung 

In dieser Arbeit wurden die, den neuen Proteinen WD repeat and FYVE domain con-

taining 1 isoform 1 und testis specific adriamycin sensitivity protein homologe, cDNA-

Sequenzen aus der Maus in den Expressionsvektor pcDNA 3.1 B(-) myc/His inseriert. 

Mit der Klonierung wurde der Grundstein für wichtige Lokalisations- und Funktions-

analysen gelegt. So konnten für das testis specific adriamycin sensitivity protein basie-

rend auf dem hergestellten Konstrukt erste Lokalisationsstudien in CHO-Zellen durch-

geführt werden. Es handelt sich mit großer Wahrscheinlichkeit um ein lösliches Pro-

tein.  

Atlastin wurde ebenfalls rekombinant in CHO-Zellen exprimiert. Ausserdem wurde 

anhand endogener Expressionsstudien in PC12-Zellen die Kolokalisation mit den Pro-

teinen Synaptobrevin, Synaptophysin, Syntaxin 1 und 58K untersucht. Die Ergebnisse 

zeigen, dass es sich um ein Membranprotein handelt. Ausserdem wird die zelluläre 

Lokalisation in vesikulären Strukturen entlang axonaler Ausläufer, sowie in Wach-

tumskegeln bestätigt.  

Weiterhin wurde DKFZp761B107 durch rekombinante Expression in CHO-Zellen auf 

seine Lokalisation hin analysiert. Die vorliegenden Resultaten deuten darauf hin, dass 

auch dieses Protein löslich ist. Eine Interaktion mit Atlastin hingegen gilt es in weiter-

führenden Experimenten zu zeigen. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 

A   Adenin 

ADP   Adenosindiphosphat 

Amp   Ampicillin 

AP   Adapterprotein 

ARF   Auxin response factor 

ARP   Actin related protein 

ATP   Adenosintriphosphat 

ATPase  Adenosintriphosphatase 

 

BAC   Benzyldimethyl-n- Hexadeclyammoniumchlorid 

BAR-Domäne  Bin/ Amphiphysin/ Rvs- Domäne 

 

C   Cytosin 

Ca                                              Calcium 

CaMK   Calcium/Calmodulin- dependent protein kinase 

cDNA   Complementary DNA 

CHO   Chinese hamster ovary 

CIAP   Calf intestine alkaline phosphates 

CIC-3   Voltage-gated Cl channel 3 

CMV   Cytomegalievirus 

CSP   Cysteine string protein 
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C2-Domäne  calcium binding domaine 

 

DAPI   4’ 6- Diamidino- 2-Phenyllindoldihydrochlorid 

DEAE   Diethylaminoethyl 

dNTP   Desoxyribonukleosidtriphosphate; Nukleotide 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

Doc   3α,12α-Dihydroxy-5β-cholansäure 

dSDS   Double SDS 

 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

EF   Elongation factor 

ERC   Endocytic recycling compartment    

ESI   Electrospray ionization 

E.Z.N.A.  Plasmid MiniPrep Kit  

 

FBP   Fructosebisphosphat  

FYVE   Fab1, YOTB/ZK632.12, Vac1 and EEA1- Domäne 

 

G   Guanin 

GABA   γ- Aminobuttersäure 

GAP   GTPase-activating protein 

GAPDH  Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase 
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GDI   Guanine nucleotide dissociated inhibitor 

GDP   Guanosindiphosphat 

GEF   Guanin nucleotide exchange factor 

GTP   Guanosintriphosphat 

 

HA   Hämaglutinin 

Hb   Hämoglobin 

his   Histidin 

HSP   Hereditary spastic paraplegia 

 

KCl                             Kaliumchlorid 

 

Lan   Lantibiotic synthetase component  

LANCL  LanC-like  

Lcl2   LanC-like protein 2 

LB   Luria-Bertani 

LC   Liquid chromatography 

LDH   Lactatdehydrogenase 

LZD   Leucin zipper domain 

 

MALDI  Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation 

MgCl2   Magnesiumchlorid 

MgSO4  Magnesiumsulfat 
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Mfn   Mitofusins 

MS   Massenspektrometrie 

Munc                          Mammalian unc 

 

Na   Natrium 

NaCl                           Natriumchlorid 

NAD/ NADH  Nicotinamidadenindinukleotid 

NaOH                         Natriumhydroxid 

NEF   Nerve growth factor 

NSF   N-ethylmaleimide- sensitive fusion protein 

N2                               Stickstoff  

 

OD   Optische Dichte 

OH   Hydroxyl 

 

PAGE   Polyacrylamid Gelelektrophorese 

PBS   Phosphat buffered saline 

PCR   Polymerasekettenreaktion   

PC 12   Pheochromocytoma cells 12 

PDZ   PSD-95, DlgA, ZO-1 

PFK   Phosphofructokinase 

pfu   pyrococcus furiosus Bakterium 

PGK   Phosphoglyceratkinase 
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PKA   Proteinkinase A / cAMP dependent protein kinase 

       

RbCl2   Rubidiumchlorid 

Rh   Rhadopsin 

RIM   Rab interacting molecule 

RNA   Ribonukleinsäure   

RNAsen  Ribonukleinase 

RT   Raumtemperatur 

RT-PCR  Reverse Transkriptase PCR 

 

SCAMP  Secretory carrier- associated membrane protein 

SDS   Natriumdodeclysulfat 

siRNA   Short interfering RNA 

SM protein  Sec1/Munc18- like protein 

SNAP   Soluble NSF attachment protein 

SNARE  SNAP receptor     

SPG3A  Early onset hereditary spastic paraplegia   

src Kinasen  Tyrosin Kinasen Familie     

Svap   Synaptic vesicle associated protein 

SVOP   SV2 related protein 

SV2   Synaptic vesicle protein 2 

 

T   Tyrosin 
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taq   Termus aquaticus Bakterium 

TBE   Tris- Borat- EDTA 

TE   Tris- EDTA- Puffer 

TFB    

Thy- 1   Thymus cell antigen 

TSAS   Testis specific adriamycin sensitivity protein 

 

UNC 18  Uncoordinated protein 

UV   Ultraviolett 

 

vATPase  Vacuolar ATPase  

VAMP   Vesicle-associated membrane protein 

VAP   Vesicle associated protein 

VILIP   Visinin-like protein 

 

WD   Tryptophan/Aspartat 

WDFY1  WD repeat and FYVE domain containing 1 isoform 1 

Wdfy1   WD repeat and FYVE domain containing 1 

 

ZnT-3   Zink Transporter 3 
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A   Ampère 

 

bp   Basenpaare 

 

˚C   Grad Celsius 

 

Da   Dalton 

 

F   Farat 

 

g   Gramm 

g   Zentrifugenbeschleunigung 

 

h   hour  bzw. Stunde 

 

k   Kilo 

 

l   Liter 

 

m   Milli 

m   Meter 

M   Molar 

min   minutes bzw.Minuten 



  117 

mol   Stoffmenge Mol 

 

µ   Mikro 

   

n   Nano  

 

Ω   Ohm, elektrischer Widerstand 

 

p   Pico 

 

sec   second bzw. Sekunde 

 

rpm   rounds per minute 

 

V   Volt 

Vmax   maximale Geschwindigkeit 
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