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1 EINLEITUNG 

1.1 Synaptische Transmission 

Die neuronale Kommunikation wird durch die regulierte Freisetzung von Neurotransmittern 

aus synaptischen Vesikeln vermittelt und liegt nahezu allen Funktionen des Nervensystems 

zugrunde (Allen et al., 2003). In der präsynaptischen Nervenendigung zirkulieren synaptische 

Vesikel durch eine Serie von Schritten. Mit Neurotransmitter gefüllte Vesikel sind an 

spezialisierte Regionen der präsynaptischen Plasmamembran angedockt (aktive Zone) 

(Dresbach et al., 2001). Diese Zone ist sehr präzise mit dem synaptischen Spalt und der 

Postsynaptischen Verdichtung (PSD) ausgerichtet und bildet den synaptischen Signalkomplex 

(Peters, 1991). Angedockte Vesikel durchlaufen einen Reifungsprozeß, genannt Priming, und 

werden fusionskompetent (Klenchov und Martin, 2000). Nach Induktion eines 

Aktionspotential-getriebenen Ca2+-Einstroms durch spannungsgesteuerte Ca2+-Kanäle in der 

präsynaptischen Plasmamembran gehen geprimte Vesikel in die Exozytose und entlassen die 

Neurotransmitter in den synaptischen Spalt, was in der Aktivierung postsynaptischer 

Rezeptoren resultiert. Nach der Exozytose werden synaptische Vesikelmembranen und 

Proteinbestandteile von der Plasmamembran durch Endozytose für weitere Exozytoserunden 

rezirkuliert (Südhof, 2000).  

1.2 Synaptische Vesikel und Vesikelpopulationen 

Synaptische Vesikel sind sekretorische Organellen präsynaptischer Nervenendigungen mit 

einem Durchmesser von ca. 45 nm. Sie reichern hohe Konzentrationen an Neurotransmittern 

an und sezernieren diese durch Fusion mit der präsynaptischen Plasmamembran (Katz, 1969). 

Die gesamte Vesikelpopulation in Neuronen besteht aus durchschnittlich 200 bis 300 

Vesikeln pro aktiver Zone (Schikorski und Stevens, 1997). Je nach Synapsentyp sind fünf bis 

20 gedockte synaptische Vesikel an die aktive Zone gebunden. Hunderte Vesikel liegen 

gehäuft in der Nähe der aktiven Zone. Die Vesikel lassen sich demnach in verschiedene 

Populationen einteilen, den Readily Releasable Pool (RRP), den Recycling Pool und den 

Reservepool (Zucker und Regehr, 2002).  

 

Das klassische Modell sieht die Vesikelpools als drei räumlich voneinander getrennte 

Gruppen. Die Vesikel des RRP (~1%) sind in der aktiven Zone an die präsynaptische 

Plasmamembran gedockt und geprimt. Daher werden deren Neurotransmitter sehr schnell 
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nach Stimulation freigesetzt - der RRP wird normalerweise durch 5 bis 15 Stimulationen 

entleert. Der Recycling Pool (10-15%) ist in geringer Entfernung von der Plasmamembran 

lokalisiert und durch eine intermediäre Mobilisierungsgeschwindigkeit gekennzeichnet, wird 

vor dem Reservepool mobilisiert (Rizzoli und Betz, 2005) und ist für die 

Transmitterfreisetzung bei moderater Stimulation zuständig. Physiologische 

Stimulationsfrequenzen resultieren in dessen dauerhaftem Rezirkulieren (Richards et al., 

2003). Der große Reservepool (80-90%) reagiert langsamer als die beiden anderen 

Vesikelpopulationen und stellt die Transmitterfreisetzung bei anhaltender Stimulation sicher. 

Bei moderater Stimulation ist der in deutlichem Abstand von der Plasmamembran befindliche 

Pool inaktiv. Ein Durchmischen zwischen RRP und dem Recycling Pool erfolgt relativ 

schnell, während Recycling und Reservepool nur sehr langsam Vesikel austauschen. Neuere 

Studien legen nahe, daß gedockte Vesikel nicht mit dem RRP korrespondieren (Rizzoli und 

Betz, 2004), sondern daß Vesikel in die Exozytose eintreten, die in einiger Entfernung von der 

Plasmamembran liegen. Eine räumliche Einteilung der Vesikel in verschiedene Populationen 

ist demnach nicht möglich. Vielmehr liegen alle Vesikel durchmischt in einem Pool vor, aus 

dem bestimmte Vesikel für die Fusion bevorzugt werden. Dies könnte durch einen selektiven 

Vesikelkäfig entstehen, der die Mobilität einiger Vesikel einschränkt und anderen bei 

Stimulation die freie Bewegung zur Plasmamembran erlaubt (Rizzoli und Betz, 2005). Dieser 

Käfig könnte aus Aktin und Synapsin bestehen. Dies geht konform mit Beobachtungen, daß 

die eingeschränkte Beweglichkeit der Vesikel durch Phosphorylierung und Reorganisation 

des Aktinzytoskeletts moduliert werden kann (Jordan et al., 2005). Eine weitere Möglichkeit 

liegt in einer molekularen Diversität der synaptischen Vesikel. Für diese Heterogenität gibt es 

Hinweise (Duncan et al., 2003; Sara et al., 2005). 

 

Gereinigte synaptische Vesikel besitzen ein Protein/Phospholipid-Verhältnis von 1:3 

(Lipidzusammensetzung: 40% Phosphatidylcholin, 32% Phosphatidylethanolamin, 12% 

Phosphatidylserin, 5% Phosphatidylinositol, 10% Cholesterin (Benfenati et al., 1989b)). Die 

Organellen enthalten zwei Klassen obligatorischer Komponenten: Transporter für den 

Neurotransmitterimport und Proteine, die in die Exo- und Endozytose involviert sind. Letztere 

beinhalten intrinsische Membranproteine, über posttranslationale Lipidmodifikationen 

assoziierte Proteine und peripher gebundene Proteine (Südhof, 2004). Viele der bekannten 

Proteine synaptischer Vesikel interagieren mit Proteinen vesikulären und nicht vesikulären 

Ursprungs.  
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1.3 Eintransport der Neurotransmitter 

Synaptische Vesikel akkumulieren und speichern Neurotransmitter in hoher Konzentration 

durch aktiven Transport, getrieben durch eine vakuoläre Protonenpumpe, deren Aktivität 

einen elektrochemischen Gradienten über die Vesikelmembran generiert (Maycox et al., 

1988). Die vATPase ist ein großer Multiproteinkomplex (~1 Mio. Da), der mindestens  

13 Untereinheiten enthält und etwa 10% des Vesikelvolumens füllt. Sie besteht aus einem 

großen peripheren V1-Teil, der die ATPase-Aktivität enthält, und einem integralen V0-Teil, 

durch den die Protonen gepumpt werden (Forgac, 1999). Die Aufnahme der Neurotransmitter 

wird durch nur sieben verschiedene Transporter gewährleistet, wobei für einige 

Neurotransmitter Isoformen von Transportern beschrieben sind. Glutamat wird durch drei 

Transporter in synaptische Vesikel importiert (Fremeau et al., 2002; Gras et al., 2002), die 

Monoamine werden durch zwei Transporter aufgenommen (Erickson et al., 1992; Liu et al., 

1992). Transporter für GABA und Glycin (Sagne et al., 1997) sowie für Acetylcholin 

(Roghani et al., 1994; Varoqui et al., 1994) sind ebenfalls identifiziert. Einige 

Transportaktivitäten hängen ausschließlich vom Membranpotential ab, andere nutzen sowohl 

die Potentialdifferenz als auch den Protonengradienten (Fykse und Fonnum, 1996). Zwischen 

Exozytose und Endozytose ist die Pumpe wahrscheinlich deaktiviert, um keine Energie durch 

Pumpen von Protonen in den synaptischen Spalt zu vergeuden. Die Schnelligkeit der 

Neurotransmitteraufnahme dürfte aufgrund der geringen Größe der synaptischen Vesikel hoch 

sein, da nur wenige Protonen und Neurotransmitter nötig sind, um die Vesikel zu füllen 

(Südhof, 2004).  

1.4 Regulierte Exozytose 

Die spezifische Fusion synaptischer Vesikel mit der präsynaptischen Plasmamembran wird 

durch eine Kaskade von Protein-Protein-Interaktionen reguliert. Die Depolarisation der 

präsynaptischen Nervenendigung durch ein Aktionspotential verursacht den Einstrom 

extrazellulären Calciums über spannungsgesteuerte Calcium-Kanäle. Dies geschieht in den 

meisten Synapsen über Ca2+-Kanäle des P/Q- (Cav2.1) oder N-Typs (Cav2.2) (Südhof, 2004). 

Die lokale Erhöhung intrazellulären Calciums auf 10 bis 100 µM in einer begrenzten 

Mikrodomäne um geclusterte Ca2+-Kanäle wirkt als Trigger für die Exozytose von 

Neurotransmittern (Augustine, 2001). Es gibt mindestens zwei Zeitkomponenten für die 

Exozytose: Eine synchrone schnelle Komponente (0,1 bis 5 ms), die 5 bis 25 µM Ca2+ 

benötigt (Goda und Stevens, 1994; Bollmann et al., 2000), und eine asynchrone langsamere 

Komponente (Alturi und Regehr, 1998), die bei geringeren Ca2+-Konzentrationen aktiviert 
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wird. Die schnelle Komponente dominiert bei geringen, die langsamere Komponente bei 

hohen Stimulationsfrequenzen (Hagler und Goda, 2001).  

 

Ein Aktionspotential induziert im Mittel innerhalb von 400 µs Calcium-Einstrom und 

Exozytose (Wölfel und Schneggenburger, 2003). Diese Geschwindigkeit legt nahe, daß 

Calcium nicht eine komplexe Reaktionskaskade initiiert, sondern lediglich ein Öffnen der 

Fusionspore einleitet (Südhof, 2004). Zusätzlich werden Moleküle, die als Ca2+-Sensoren 

arbeiten und Calcium vermutlich schnell, aber wenig affin binden, in der Nähe der Ca2+-

Kanäle vermutet, was für die Geschwindigkeit der Fusion essentiell ist.  

1.5 Membranfusion 

Die Fusion von Vesikeln beinhaltet drei kritische Schritte. Die Membranen müssen in 

räumliche Nähe gebracht werden, um elektrostatische abstoßende Kräfte zu überwinden, 

bevor die Lipide der zwei Membranen interagieren können. Anschließend müssen die 

Grenzen der hydrophilen und hydrophoben Membranteile für die Initiierung der 

Membranfusion und Öffnung einer wäßrigen Fusionspore destabilisiert werden. Alle 

Übergangsstadien umfassen Kräfte, die unpolare Oberflächenkontakte mit Wasser minimieren 

(Jahn et al., 2003). Triebkraft ist der hydrophobe Effekt (Groot und Rabone, 2001).  

 

Intrazelluläre Fusionsmaschinerien sind dynamische supramolekulare Strukturen, die nach 

Bedarf zusammengebaut und nach der Fusion sofort wieder abgebaut werden, um schnell 

wiederverwendet werden zu können. Bis auf die membranverankerten SNAREs müssen alle 

Komponenten aus dem Zytoplasma rekrutiert werden. Einige Proteine sind spezifisch für die 

Fusionsreaktion bei der Exozytose, andere sind ubiquitär involviert (Jahn et al., 2003).  

 

Nach der Membrananheftung wird die Fusion durch die konzertierte Aktion von SNARE- und 

SM-Proteinen (Sec1/Munc18-like proteins) initiiert. SNAREs sind Membranproteine, die auf 

beiden Fusionspartnern vorhanden sind. Bei SM-Proteinen handelt es sich um lösliche 

Proteine, die häufig mit Syntaxin-ähnlichen SNAREs assoziieren. Während der Einleitung der 

Fusion finden sich die SNAREs in einem trans-Komplex zusammen, der die fusionierenden 

Membranen verbindet. Diese Reaktion wird möglicherweise durch SM-Proteine kontrolliert. 

Bei Fusion der Membranen richten sich die SNAREs zu einem cis-Komplex aus, der nach der 

Fusion dissoziiert. Individuelle SNARE-Proteine werden mit ihren angehörigen Membranen 

rezirkuliert. Neben diesen Schritten sind viele transiente oder stabile Proteinkomplexe und 



1. Einleitung   9 

essentielle Kofaktoren wie rab-Proteine, SM-Proteine und SNAREs involviert (Jahn et al., 

2003).  

1.6 Endozytose 

Nach Öffnung der Fusionspore erfolgt die Endozytose der synaptischen Vesikel, und sie 

werden vermutlich über drei Wege regeneriert: (a) Synaptische Vesikel werden angesäuert 

und mit Neurotransmitter befüllt, ohne sich von der Plasmamembran abzulösen (kiss and stay) 

(Pyle et al., 2000a), (b) synaptische Vesikel lösen sich ab, rezirkulieren lokal (kiss and run) 

(Ceccarelli et al., 1973), werden angesäuert und mit Neurotransmitter befüllt, (c) synaptische 

Vesikel endozytieren über Clathrin Coated Pits, werden angesäuert und mit Neurotransmitter 

befüllt, entweder direkt oder nach Passage durch ein endosomales Kompartiment (Südhof, 

2004). Warum gibt es eine langsamere, über Clathrin Coat-vermittelte Endozytose (> 10 sec 

(Gersdorff und Matthews, 1994)), wenn die anderen Mechanismen schneller ablaufen (~1 sec) 

und ebenso effizient sind? Eine Möglichkeit besteht darin, daß die Kapazität für eine schnelle, 

lokale Wiederverwertung zu gering ist, um ein kontinuierliches Gleichgewicht bei hohen 

Übertragungsfrequenzen aufrechtzuerhalten. So verläuft der endosomale Weg zwar 

langsamer, hat aber eine wesentlich höhere Kapazität. Zweitens dienen Endosomen als 

Sortierstationen, um defekte von funktionsfähigen Vesikeln zu trennen. Dies ist besonders 

wichtig, wenn die Synapse unter starker Belastung steht (Südhof, 2004). Welche 

Mechanismen diese verschiedenen Möglichkeiten regulieren, unter welchen Bedingungen die 

Wege genutzt werden und welche Moleküle verantwortlich sind, wird kontrovers diskutiert. 

 

Obwohl Phosphatidylinositide nur eine geringe Fraktion der Membranphospholipide 

darstellen, besitzen sie eine Schlüsselfunktion in der Regulation des Membranverkehrs und 

der Signalereignisse an der Synapse (Cremona und De Camilli, 2001). PIP2 ist an nahezu 

allen Clathrin-vermittelten Endozytoseschritten beteiligt. Hierzu zählen die 

Membranrekrutierung des Clathrin Coats und der Coat-assoziierten Proteine AP2 (Gaidarov 

und Keen, 1999), AP180 (Ford et al., 2001) und Epsin (Itoh et al., 2001).  

1.7 Proteine und Strukturen synaptischer Vesikel 

Synaptische Vesikel enthalten eine Vielzahl von Proteinen, die in die regulierte Exozytose 

involviert sind. Einige davon sind essentiell für den korrekten Ablauf der 

Neurotransmitterfreisetzung, andere haben Proteinpartner redundanter Funktion oder sind für 
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die eigentlichen Schritte nicht nötig. Im Folgenden wird auf einige der wichtigen und am 

besten untersuchten Proteine eingegangen. 

1.7.1 SNARE-Proteine 

SNAREs bilden eine Superfamilie membranassoziierter Proteine, die durch das SNARE-

Motiv, eine etwa 60 Aminosäure lange, α-helikale Coiled-Coil Domäne charakterisiert sind 

(Rothman, 1994; Jahn und Südhof, 1999). Diese Proteine können entweder in v- und t-

SNAREs gemäß ihrer Lage auf dem Vesikel (v-SNARE) oder der Zielmembran (t-SNARE) 

(Rothman, 1994) oder in R- und Q-SNAREs eingeteilt werden, nach dem konservierten 

Arginin oder Glutamin im Zentrum des SNARE-Motivs (Fasshauer et al., 1998). Die 

SNAREs liegen in bestimmten Membrankompartimenten des sekretorischen und 

endozytotischen Weges vor und haben Anteil an der Spezifität der intrazellulären 

Membranfusionsprozesse (Jahn und Südhof, 1999; Rizo und Südhof, 2002). So vermitteln nur 

wenige Paarungen der ca. hundert möglichen, verschiedenen SNARE-Proteinkombinationen 

die Vesikelfusion. Die meisten anderen Paarungen resultieren in einer ineffizienten oder 

keiner Fusion (Weber et al., 1998). 

 

Die Exozytose synaptischer Vesikel benötigt drei neuronale SNAREs: VAMP-2, Syntaxin 1 

und SNAP-25. VAMP-2 ist ein R- oder v-SNARE und integrales Membranprotein 

synaptischer Vesikel (Südhof et al., 1989). Bei Syntaxin 1 handelt es sich um ein neuronales 

Plasmamembran Q- oder t-SNARE, welches als Bindepartner für Synaptotagmin und den 

Ca2+-Kanal des N-Typs fungiert (Bennett et al., 1992b; Yoshida et al., 1992). SNAP-25 ist ein 

weiteres Q- oder t-SNARE auf der zytosolischen Seite neuronaler Plasmamembranen und ist 

über einen Palmitoylrest, welcher über Thioester an vier Cysteine im Zentrum des Proteins 

gebunden ist, an der Membran verankert (Oyler et al., 1989). VAMP-2 und Syntaxin 1 

enthalten je ein SNARE-Motiv, während SNAP-25 zwei enthält, die durch eine Linkerregion 

mit den palmitoylierten Cysteinen verbunden sind. Die vier SNARE-Motive bilden ein 

paralleles Vier-Helix-Bündel, einen stabilen ternären SNARE-Komplex (Sutton et al., 1998). 

Die Bildung des SNARE-Komplexes in trans-Position führt die beiden fusionierenden 

Membranen in enge Apposition. Die resultierende freigesetzte Energie wird vermutlich zur 

Überwindung der Energiebarriere der Lipidumstrukturierung während der Fusion genutzt. Ob 

dieser Komplex essentiell für die eigentliche Fusionsreaktion ist, wird kontrovers diskutiert. 

So scheint die trans-Komplexbildung vor der eigentlichen Fusion stattzufinden (Ungermann 

et al., 1998). Die Fusion selbst erfordert verschiedene zusätzliche Proteine wie Calmodulin 
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(Peters und Mayer, 1998), Protein Phosphatase I (Peters et al., 1999) und den V0-Sektor der 

vATPase (Peters et al., 2001). Neuronale SNAREs interagieren mit einer Vielzahl anderer 

Proteine wie Munc18 (Hata et al., 1993), Munc13 (Betz et al., 1997), Synaptotagmin (Bennett 

et al., 1992a) und Complexin (McMahon et al., 1995).  

1.7.2 SM-Proteine 

SM-Proteine sind hydrophile Proteine und spielen eine wichtige Rolle in der Vesikelfusion 

(Jahn und Südhof, 1999). Die Deletion eines SM-Proteins stoppt das Fusionsereignis. Es gibt 

deutlich weniger SM-Proteine (4 in Hefe, 7 in Säugetieren) als Fusionsreaktionen zwischen 

unterschiedlichen Organellen, wonach die Proteine an mannigfachen Reaktionen  beteiligt 

sein dürften. SM-Proteine interagieren mit SNARE-Proteinen über verschiedene 

Mechanismen. Die Art der Interaktion korreliert mit der topographischen Lokalisation der 

Fusionsreaktion in der Zelle. Dies impliziert, daß verschiedene subzelluläre Domänen durch 

verschiedene Fusionsmechanismen gekennzeichnet sind. Bei dem am meisten verbreiteten 

Mechanismus bindet das SM-Protein direkt an die 20 N-terminalen Reste des Syntaxin (Jahn 

et al., 2003). 

1.7.2.1 Munc13 

Ein essentieller Schritt der Exozytose synaptischer Vesikel ist das Priming, das die 

Fusionskompetenz gedockter Vesikel erzeugt und eine schnelle Exozytose nach Ca2+-

Einstrom sicherstellt (Klenchin und Martin, 2000). Priming benötigt Munc13 (Tokumaru und 

Augustine, 1999). Die drei Munc13-Isoformen der Säuger sind im Gehirn differentiell 

exprimiert und spezifisch an den aktiven Zonen lokalisiert (Brose et al., 1995; Brose et al., 

2000). Die Bindung von Diacylglycerol und analoger Phorbolester aktiviert die Priming-

Aktivität von Munc13 und resultiert in einem verstärkten Wiederauffüllen des RRP und einer 

erhöhten Wahrscheinlichkeit der Vesikelexozytose (Rhee et al., 2002). Munc13-1 interagiert 

mit der N-terminalen Coiled-Coil Domäne von Syntaxin 1 in dessen offener Konformation. 

Diese Interaktion ist kompatibel mit der SNARE-Komplexbildung. In C. elegans kann 

Munc13 das Munc18 ersetzen, Syntaxin 1 auf diese Weise in die offene Konformation 

überführen (Sassa et al., 1999) und die Bildung des SNARE-Komplexes erleichtern. Munc13 

interagiert zusätzlich mit weiteren Proteinen wie Calmodulin (Xu et al., 1998a) und der 

gehirnspezifischen Spektrinisoform beta-3 (Sakaguchi et al., 1998). Munc13 könnte demnach 

eine chaperonähnliche Funktion haben, um den Übergang des Syntaxin 1 von der 



1. Einleitung   12 

geschlossenen in die offene Konformation und damit die Bildung des SNARE-Komplexes 

zusammen mit anderen regulatorischen Proteinen zu erleichtern (Li und Chen, 2003). 

1.7.2.2 Munc18 

Munc18 gehört zu einer Familie hydrophiler Proteine ohne erkennbare spezifische Domänen 

oder Motive (Halachmi und Lev, 1996; Jahn, 2000). Das Protein ist in Neuronen angereichert, 

absolut notwendig für die synaptische Vesikelexozytose und vermutlich an einem Schritt nach 

dem Andocken der Vesikel an die Plasmamembran beteiligt (Verhage et al., 2000), 

möglicherweise an der Regulation der Fusionsporendynamik (Fisher et al., 2001). Andere 

Studien sprechen für eine Rolle beim Andocken an die Plasmamembran (Voets et al., 2001).  

1.7.3 Complexine 

Die Complexine I und II (Synaphin I und II) sind zwei nahe verwandte, kleine zytosolische 

Proteine von etwa 15 kDa (Ishizuka et al., 1995; Takahashi et al., 1995), können an SNARE-

Komplexe binden und sind in Synapsen angereichert (Takahashi et al., 1995; Yamada et al., 

1999). Sie könnten nach dem Priming wirken, als Ca2+-Sensor dienen oder zusammen mit den 

Sensoren fungieren, um die Fusionsreaktion effizienter zu gestalten (Reim et al., 2001). Sie 

könnten auch die Oligomerisierung der trans-Komplexe für eine effiziente, Ca2+-regulierte 

Fusion fördern (Tokumaru et al., 2001), den metastabilen Zustand stabilisieren, um die 

schnelle Freisetzung von Neurotransmittern zu sichern (Chen et al., 2002), sowie während 

oder nach der Fusion wirken, indem sie das Schließen der Fusionspore kontrollieren und so 

die Endozytose der Vesikel nach kiss and run erlauben (Archer et al., 2002). Knockout-

Studien legen nahe, daß Complexine nicht essentiell für die SNARE-Funktion oder die 

synaptische Vesikelfusion (Reim et al., 2001) sind, aber die Wirkung von Synaptotagmin 1 

fördern.  

1.7.4 Synaptotagmin 

Der am besten charakterisierte Ca2+-Sensor ist Synaptotagmin, ein integrales Membranprotein 

synaptischer Vesikel mit zwei Ca2+-bindenden C2-Domänen (Augustine, 2001; Chapman, 

2002). Die C2A-Domäne bindet drei (Ubach et al., 1998), C2B zwei Ca2+-Ionen (Fernandez-

Chacon et al., 2001). Über die C2-Domänen bindet das Protein ferner Ca2+-abhängig an 

Phospholipide (Lagnado et al., 1996). Dies könnte implizieren, daß Synaptotagmin Ca2+-

abhängig die zwei gegenüberliegenden Membranen in große Nähe bringt oder die Spannung 
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im metastabilen, geprimten Zustand herabsetzt (Fernandez-Chacon et al., 2001; Bai et al., 

2002).  

 

Synaptotagmin bildet Homooligomere (Sugita et al., 1996; Desai et al., 2000) und bindet an 

Syntaxin 1 (Bennett et al., 1992a; Li et al., 1995a), SNAP-25 (Gerona et al., 2000; Zhang et 

al., 2002), den SNARE-Komplex (Davis et al., 1999; Gerona et al., 2000), Ca2+-Kanäle 

(Sheng et al., 1997), SV2 (Schivell et al., 1996), Calmodulin (Perin, 1996) und 

Phosphoinositide (Schiavo et al., 1996) sowie an AP2 (Zhang et al., 1994). Die meisten der 

Interaktionen werden über die C2B-Domäne vermittelt und sind Ca2+-abhängig.  

1.7.5 Synaptophysin 

Synaptophysin gehört zu einer Familie von Proteinen, zu denen auch Synaptoporin und 

Synaptogyrin gezählt werden. Diesen Proteinen sind vier Transmembranhelices und kurze  

N- und C-terminale Sequenzen eigen (Südhof et al., 1987; Stenius et al., 1995). 

Synaptophysin und Synaptogyrin enthalten tyrosinphosphorylierte C-Termini, die Substrate 

für src-Kinasen sind. Synaptoporin wird wahrscheinlich nicht phosphoryliert (Fernandez-

Chacon und Südhof, 1999). Doppelknockouts implizieren einen funktionellen Zusammenhang 

in synaptischer Plastizität (Janz et al., 1999). Synaptophysin und Synaptoporin binden 

VAMP-2 (Becher et al., 1999), welches in dieser Form nicht in den SNARE-Komplex 

eingehen kann (Calakos und Scheller, 1994; Edelmann et al., 1995). Synaptophysin dient 

daher als Kontrollprotein für die Assemblierung des SNARE-Komplexes und damit für die 

Vesikelfusion. Es könnte synaptische Antworten auf diese Weise sehr fein modulieren. Das 

Protein verhindert zusätzlich die Assoziation von VAMP-2 mit SNAP-25 und Syntaxin 1, die 

in geringen Mengen auf synaptischen Vesikeln gefunden werden (Walch-Solimena et al., 

1995) und Komplexe bilden könnten (Otto et al., 1997). Solche vesikulären SNARE-

Komplexe bräuchten ATP für die Herstellung der Monomere und wären eine 

Energieverschwendung für die Zelle. Die relative Instabilität der Interaktion zwischen 

Synaptophysin und VAMP-2 stellt hierbei sicher, daß sie schnell reversibel ist (Becher et al., 

1999).  

 

Synaptophysin ist das Hauptphosphoprotein synaptischer Vesikel (Pang et al., 1988) und 

enthält putative Phosphorylierungsstellen für Serin/Threonin- und Tyrosin-Kinasen. Der  

C-Terminus enthält zehn Pentapeptidwiederholungen, die reich an Prolin und Glycin sind. 

Neun davon beginnen mit einem Tyrosin (Südhof et al., 1987). Die Tyrosinphosphorylierung 
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erfolgt intravesikulär und wird durch Kinasen vermittelt, die mit synaptischen Vesikeln 

assoziiert sind (Pang et al., 1988; Onofri et al., 1997). Synaptophysin wird unter 

physiologischen Bedingungen zusätzlich über CaMKII an Serin-Resten phosphoryliert (Pang 

et al., 1988; Rubenstein et al., 1993).  

1.7.6 Rab-Proteine 

Rab-Proteine sind Mitglieder der Ras-Superfamilie monomerer, kleiner GTPasen, die im 

Vesikelverkehr agieren (Pfeffer, 2001; Segev, 2001a; Zerial und McBride, 2001). Mehr als 60 

rab-Proteine sind in Säugerzellen exprimiert (Pereira-Leal und Seabra, 2001). Rabs 

interagieren mit Membranen über C-terminale Geranylgeranylgruppen und zirkulieren 

zwischen einem membranassoziierten, GTP-gebundenen aktiven Zustand und einer 

zytosolischen, GDP-gebundenen inaktiven Form (Geppert und Südhof, 1998; Segev, 2001b). 

Ein einzelnes rab-Protein kann verschiedene Stufen des vesikulären Transportes regeln wie 

Vesikelabschnürung, Transport, Andocken und die Fusion. Rab-Proteine rekrutieren integrale 

und periphere Membranproteine in spezifische Domänen auf einem Organell (Zerial und 

McBride, 2001) und regeln die Interaktion von Transportvesikeln mit ihren Zielmembranen 

durch Kontrolle von Protein-Protein-Interaktionen (Pfeffer, 1999). Verschiedene rab-Proteine 

markieren unterschiedliche subzelluläre Kompartimente (Zerial und McBride, 2001). Einige 

befinden sich jedoch auch auf mehr als einem Organell (Gorvel et al., 1991; Bucci et al., 

1992; Ullrich et al., 1996).  

 

Trotz ihrer festen Membranassoziation über die C-terminale Prenylierung werden rab-

Proteine durch das Zytoplasma rezirkuliert. Dies geschieht in einem Komplex mit dem 

Chaperon GDI (guanine nucleotide dissociation inhibitor), welches an GDP-gebundenes rab 

von der Membran extrahiert und die Dissoziation des GDP verhindert (Schimmoller et al., 

1998; Gonzalez und Scheller, 1999). Trifft ein GDP-rab auf seine Zielmembran, wird die 

Dissoziation des GDP durch einen GEF (guanine nucleotide exchange factor) erreicht 

(Schimmoller et al., 1998). Da die intrazelluläre Konzentration von GTP höher als die des 

GDP ist, bindet das rab gewöhnlich GTP und wird dadurch resistent gegenüber einer 

Extraktion durch GDIs. Es gibt Indizien dafür, daß die Bindung von rab an die Membran eine 

Voraussetzung für die Vesikelfusion ist, gefolgt von der Rekrutierung eines Tethering-

Proteins, welches SNAREs und andere Proteine an die Membran führt (Schimmoller et al., 

1998; Allan et al., 2000; Cao und Barlowe, 2000; Reigada et al., 2003). Dies erfolgt nach der 

GTP-Hydrolyse, katalysiert durch GAP (GTPase activating protein) (Pfeffer, 2003). Das 
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Transportvesikel mit gebundenem rab wandert zur Zielmembran und bindet dort. Nach 

Hydrolyse, Nukleotidaustausch und Fusion wird das rab durch ein GDI wiederum von der 

Membran gelöst (Tuvim et al., 2001). Die diversen Wirkungen der rab-Proteine werden über 

ihre Effektoren vermittelt, die normalerweise mit der GTP-gebundenen Form interagieren.  

1.7.7 NSF 

NSF ist ein hexameres Protein, das zur Superfamilie der Triple A-ATPasen gehört (Hanson et 

al., 1997; Zinsmaier und Bronk, 2001). NSF bindet an den SNARE-Komplex über SNAPs 

und bildet einen 20S-Komplex (Clary et al., 1990). Die Hydrolyse von ATP durch NSF 

zerlegt diesen Komplex in individuelle Komponenten (Söllner et al., 1993a; Söllner et al., 

1993b).  

1.7.8 Exozystenkomplex 

Das spezifische Andocken der Transportvesikel an die Zielmembran spielt eine wichtige 

Rolle im Fusionsprozeß. An der Plasmamembran ist der Exozystenkomplex hierfür 

verantwortlich (Hsu et al., 1996; Grindstaff et al., 1998; Lipschutz et al., 2000). Der 

Exozystenkomplex interagiert mit Syntaxin 1 (Hsu et al., 1996) und bindet die GTP-

gebundene Form von Ral, einer kleinen GTPase (Brymora et al., 2001; Moskalenko et al., 

2002; Sugihara et al., 2002). Ral hat zwei Isoformen A und B, von denen RalA im Gehirn 

angereichert und mit synaptischen Vesikeln assoziiert ist (Ngsee et al., 1991; Bielinski et al., 

1993; Volknandt et al., 1993). Der Exozystenkomplex agiert nach der Bindung von RalA, da 

der Aufbau in Abwesenheit von RalA inhibiert wird (Augustine, 2001; Moskalenko et al., 

2002), und der vesikuläre Transport von Vesikeln an die Oberfläche in PC12-Zellen bei 

Störungen der RalA-Funktion inhibiert ist (Moskalenko et al., 2002). Die Interaktion 

zwischen dem Exozystenkomplex und Ral könnte die Rekrutierung der synaptischen Vesikel 

an die exozytotischen Fusionsstellen vermitteln oder regulieren (Brymora et al., 2001; Polzin 

et al., 2002). Nachfolgende Schritte beinhalten wahrscheinlich die Interaktion mit Bassoon 

(Dieck et al., 1998) und Piccolo (Fenster et al., 2000).  

1.7.9 Zytoskelettmatrix an der aktiven Zone (CAZ) 

Die präsynaptische Endigung besteht aus einer Zytoskelettmatrix, der CAZ (cytomatrix 

assembled at the active zone), die ein Gerüst aus vielen verschiedenen Proteinen bildet 

(Südhof, 2004) und mit Proteinen wie Clathrin, Dynamin und NSF zusammenhängt. Die CAZ 
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selbst enthält Aktin und Tubulin sowie die für Synapsen einzigartigen Proteine Bassoon, 

Piccolo und RIM (rab-interacting molecule) (Wilson, 2003). Bassoon und Piccolo, zwei 

Proteine enorm großer molekularer Masse mit hoher Sequenzähnlichkeit, liegen oftmals, aber 

nicht immer zusammen an inhibitorischen und excitatorischen Synapsen vor (Cases-Langhoff 

et al., 1996). Bassoon wirkt als Gerüst für die Assemblierung der CAZ. Da Bassoon-Mutanten 

normale Synapsen entwickeln (Altrock et al., 2003), der Vesikelzyklus jedoch verhindert 

wird, scheint Bassoon auch für einen Schritt im Vesikelzyklus zuständig zu sein. Auch andere 

CAZ-Proteine interagieren mit vesikulären Proteinen: Piccolo mit PRA1 (Fenster et al., 2000) 

und RIM mit rab3A (Wang et al., 1999). Andererseits könnte die Funktion von Bassoon in 

solchen Synapsen auch von Piccolo übernommen werden. Die CAZ arbeitet vermutlich eng 

mit dem Zytoskelett zusammen, was die Basis für eine dynamische und schnelle 

Reorganisation der präsynaptischen Nervenendigung liefert (Gundelfinger et al., 2003). 

1.8 Membrane Proteomics 

Membranen spielen eine kritische Rolle in zellulären Strukturen als physische Barriere 

zwischen Zellen und der Umgebung und verschiedener subzellulärer Kompartimente 

innerhalb eukaryotischer Zellen. Die vielfältigen Funktionen innerhalb und an der Membran 

werden durch Proteine und Lipide wahrgenommen. Integrale Membranproteine sind 

amphipathisch. Dies macht das Studium der Proteine sehr schwierig. Obwohl in den letzten 

Jahrzehnten neue Proteomtechniken entwickelt wurden, eignen sich diese meist nur für die 

Analyse löslicher Proteine. In Eukaryoten kodieren etwa 20% bis 30% der offenen 

Leserahmen für Membranproteine (Wallin und Heijne, 1998). Deren Repräsentation in bereits 

existierenden Analysen ist aber nur sehr gering (Santoni et al., 2000). Die Identifizierung von 

Membranproteinen, insbesondere von Rezeptoren, wird daher in Zukunft außerordentlich 

wichtig sein, zumal 70% der pharmazeutischen Angriffspunkte Membranproteine darstellen 

(Wu und Yates, 2003). Neben den Rezeptoren sind Transporter und Kanäle von großem 

Interesse, weil sie in verschiedene Funktionen wie die zelluläre Signalgebung über 

Membranen und im Vesikelverkehr involviert sind.  
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1.9 Zielsetzung der Arbeit 

Ziel der Arbeit war die Beschreibung des Proteoms synaptischer Vesikel, insbesondere von 

Proteinen, deren Vorkommen an oder auf synaptischen Vesikeln bisher nicht bekannt war. Bis 

heute sind viele Vesikelproteine identifiziert und funktionell charakterisiert worden (Lin und 

Scheller, 2000; Li und Chen, 2003; Südhof, 2004). Dazu zählen integrale und peripher 

assoziierte synaptische Vesikelproteine, die als Transporter, Signalmoleküle, strukturelle 

Moleküle und/oder als Bindepartner für andere Proteine wirken. Trotz der bisherigen 

umfangreichen Beschreibung des Vesikelproteoms liefern beispielsweise das Vorkommen 

von ATP und von Chloridionen im Lumen synaptischer Vesikel (Westfall et al., 2002; 

Faundez und Hartzell, 2004; Pankratov et al., 2006) Indizien für die Existenz weiterer 

Proteine. Neueste Befunde legen sogar den Transport von GTP in synaptische Vesikel dar 

(Santos et al., 2006), was die Hypothese von Nukleotiden als Neurotransmitter oder 

Neuromodulatoren weiter bestärkt. Die hierfür verantwortlichen Transporter sind jedoch 

bisher nicht identifiziert worden. Daher ist ein Proteomansatz, speziell für die Identifizierung 

hydrophober Membranproteine, essentiell für die Charakterisierung weiterer synaptischer 

Vesikelproteine, die eine Funktion im Organellzyklus übernehmen. 

 

Für die Proteomanalyse wurden immungereinigte synaptische Vesikelproteine mittels ein-

dimensionaler Gelelektrophorese und verschiedener zweidimensionaler 

Gelelektrophoresetechniken aufgetrennt und massenspektrometrisch analysiert. Nach 

Identifikation putativ neuer Vesikelproteine wurden diese nach Klonierung 

immunzytochemisch und immunhistochemisch untersucht. Zusätzlich wurde die 

gewebespezifische Expression der entsprechenden Gene analysiert und Studien zur 

Membranassoziation der Proteine durchgeführt.  

 

Neben der reinen Proteinanalyse sollten Unterschiede im Proteinmuster synaptischer Vesikel 

nach Stimulation von Neuronen analysiert werden. Hierzu wurde erstmals DIGE mit der 

zweidimensionalen Elektrophoresetechnik BAC/SDS-PAGE kombiniert. Für die Darstellung 

der Art der Unterschiede wurden anschließend Studien der Proteinphosphorylierung 

durchgeführt. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Präparation synaptischer Vesikel aus dem Gehirn der Ratte  

Die Präparation synaptischer Vesikel erfolgt durch Homogenisierung kompletter, frisch 

präparierter Rattenhirne und subzelluläre Fraktionierung über diverse Zentrifugationsschritte 

(Morciano et al., 2005). 

2.1.1 Standardpräparation 

Adulte Ratten werden mit CO2 betäubt und dekapitiert. Die frisch präparierten Hirne werden 

von myelinreichem Stammhirn befreit und auf Eis gelagert. Zur Reduktion von 

Proteaseaktivität werden alle nachfolgenden Schritte bei 4°C durchgeführt sowie die Puffer 

mit Ausnahme des Saccharosepuffers mit Proteaseinhibitoren versetzt (je 2 µg/ml Antipain, 

Leupeptin und Chymostatin, 1 µg/ml Pepstatin, 1 mM Benzamidin). Zu jedem Gehirn gibt man 

10 ml Präparationspuffer (5 mM Tris-HCl, 320 mM Saccharose, pH 7,4) und homogenisiert 

mit Hilfe eines Elvehjem-Homogenisators in 12 Durchgängen. Es folgt eine 10-minütige 

Zentrifugation bei 3.600 g. Die Überstände werden abgesammelt, die Bodensätze mit 

Präparationspuffer auf 10 ml aufgefüllt, in 5 Durchgängen homogenisiert und erneut 

zentrifugiert. Nach Vereinigung der Überstände füllt man mit Präparationspuffer auf 15 ml 

auf und pipettiert je 7,5 ml auf einen diskontinuierlichen Percollgradienten, bestehend aus je 

7,5 ml 23%, 10% und 3% Percoll-Lösung in Präparationspuffer. Nach einem 

Zentrifugationsschritt für 7 min bei 31.400 g sammelt man synaptosomenhaltige Fraktionen 

an den Grenzschichten zwischen der 23- und 10%igen sowie der 10- und 3%igen Percoll-

Lösung ab. Die Fraktionen werden mit dem vierfachen Volumen Präparationspuffer aufgefüllt 

und für 35 min bei 20.000 g zentrifugiert. Die Bodensätze werden im Anschluß in je 30 ml 

Lysispuffer (5 mM Tris-HCl, pH 7,4) resuspendiert sowie zu Ansätzen à 60 ml in einem  

250 ml-Erlenmeyerkolben vereinigt. Es folgt die osmotische Lyse, die durch Erwärmen des 

Erlenmeyerkolbenbodens mit der Handfläche sowie durch 20-maliges Auf- und Abpipettieren 

unter Schwenken des Gefäßes durchgeführt wird. Die geplatzten Synaptosomenstrukturen 

werden für 60 min bei 188.000 g zentrifugiert. Zu den Bodensätzen gibt man jeweils 4 ml 

Saccharosepuffer (0,2 M Saccharose, 0,1 mM MgCl2, 0,5 mM EGTA, 10 mM HEPES, pH 

7,4), homogenisiert mit einem Elvehjem-Homogenisator in 5 Durchgängen und schichtet 

diese Lösung auf lineare, kontinuierliche Saccharosegradienten, bestehend aus 32 ml 0,3 M 

bis 1,2 M Saccharose in 0,5 mM EGTA und 10 mM HEPES, pH 7,4. Um die verschiedenen 
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Vesikelpopulationen aufzutrennen, zentrifugiert man für 120 min bei 85.000 g. Die 36 ml des 

Saccharosegradienten werden zu je 1 ml abgesammelt.  

2.1.2 Präparation zur Analyse funktioneller Proteinmodifikationen 

Adulte Ratten werden kurz mit CO2 betäubt und anschließend mit 3 ml Narcoren 

intraperitoneal narkotisiert (Burré et al., 2006). Man perfundiert die Tiere anschließend 

intrakranial mit einer hohen Kaliumkonzentration zur Induktion der Exozytose oder mit dem 

membrangängigen Calcium-Chelator BAPTA-AM (1,2-Bis-(o-Aminophenoxy)-ethan-

N,N,N’,N’-Tetraessigsäure Tetraacetoxy-Methylester), welcher die Synapse im Ruhezustand 

hält. Für die Kontrollbedingung werden die Tiere 3 min mit eiskaltem Waschpuffer (116 mM 

NaCl, 4,7 mM KCl, 1,2 mM MgSO4, 1,5 mM CaCl2, 25 mM NaHCO3, 0,5 mM EDTA,  

11 mM Glucose, 20 U/ml Heparin, pH 7,4) perfundiert. Anschließend spült man für 20 min 

mit BAPTA-AM-haltigem Puffer (116 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 1,2 mM MgSO4, 10 mM 

HEPES, 11 mM Glucose, 3% BSA, 0,03 mM BAPTA-AM, pH 7,4). Die Induktion der 

Depolarisation wird nach der 3-minütigen Perfusion mit Waschlösung durch Spülen für  

10 min mit 37°C-warmem Depolarisationspuffer (20,7 mM NaCl, 100 mM KCl, 1,2 mM 

MgSO4, 1,5 mM CaCl2, 11 mM Glucose, 3% BSA, pH 7,4) und für weitere 10 min mit 

eiskaltem Depolarisationspuffer erreicht. Im Anschluß werden die synaptischen Vesikel 

gemäß des Standardprotokolls präpariert (siehe 2.1.1).  

2.2 Immunreinigung synaptischer Vesikel 

Mit Hilfe der Immunpräzipitation lassen sich synaptische Vesikel unter Zuhilfenahme eines 

ausschließlich auf synaptischen Vesikeln lokalisierten Proteins spezifisch aufreinigen 

(Morciano et al., 2005). Zunutze macht man sich hierbei die vesikulären Proteine SV2 sowie 

die Neurotransmittertransporter vGat und vGlut1, die mit ihren zwölf bzw. putativen elf  

Transmembranhelices integraler Bestandteil der Vesikelmembran sind. Ferner kommen 

Magnetbeads zum Einsatz, deren Verwendung schnell und unkompliziert ist sowie eine hohe 

Spezifität erlaubt. 

2.2.1 Versuchsbedingungen 

Um optimale Bedingungen für die spezifische Aufreinigung synaptischer Vesikel zu erhalten, 

werden kritische Schritte wie die Wahl der Magnetbeads, die Verhinderung unspezifischer 

Wechselwirkungen, die Zeitdauer der Antikörper- und Probeninkubation sowie verschiedene 
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Elutionsbedingungen getestet. Verwendete Magnetbeads beinhalten Qiagen BioMag (goat 

anti-mouse IgG), Pierce (goat anti-mouse IgG) und Dynal M-280 (sheep anti-mouse IgG). Als 

Elutionsmittel kommen SDS-Probenpuffer mit 500 mM DTT, 2% NP-40 in TBS (tris-

buffered saline), 100 mM DTT in TBS, 500 mM DTT in TBS, 6 M Harnstoff in TBS, 12% 

SDS in TBS, IEF-Rehydrierungspuffer, Methanol, Aceton, Proteinase K mit 10 mM CaCl2 in 

TBS, Trypsin mit 2 mM CaCl2 und 100 mM Tris-HCl pH 8,5, Erhitzen für 5 min bei 95°C in 

TBS und 1 M NaOH zum Einsatz. Bis auf die Elution mit NP-40 für 30 min auf Eis und den 

95°C-Ansatz werden die Elutionen für 30 min bei 37°C durchgeführt. Jeder Versuchsansatz 

wird nach der Elution mit dem entsprechenden Elutionsmittel nochmals für 30 min bei 37°C 

mit 500 mM DTT in SDS-Probenpuffer eluiert (zweite Elution). 

2.2.2 Immunreinigung über SV2 

Unter Zuhilfenahme eines Antikörpers gegen das integrale Vesikelprotein SV2 läßt sich die 

komplette synaptische Vesikelpopulation von Nervenendigungen aufreinigen. Zur 

Verhinderung unspezifischer Wechselwirkungen der Magnetbeads mit synaptischen Vesikeln 

werden die Beads nach dreimaligem Waschen mit TBS (10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 

7,4) für 30 min in Blockpuffer S (2% Glycin, 2% Lysin, 0,5% Saponin in TBS) und 

anschließend zweimal für 10 min in Blockpuffer (2% Glycin, 2% Lysin in TBS) inkubiert. 

Vor der 60-minütigen Inkubation mit α-SV2-haltigem Hybridoma-Überstand (3 µg 

Antikörper auf 107 Magnetbeads bzw. 200 µg/ml Magnetbeadsuspension) werden die 

Magnetbeads für 10 min mit TBS gewaschen. Im Anschluß wäscht man dreimal für 10 min 

mit TBS und vernetzt die zugegebenen Antikörper mit bereits an die Oberfläche der 

Magnetbeads gekoppelten Antikörpern durch 5-minütige Inkubation in 0,1% Glutaraldehyd. 

Überschüssiges Glutaraldehyd wird durch viermaliges Waschen in Waschpuffer (1% Glycin, 

1% Lysin in TBS) und einem kurzen Waschschritt in TBS entfernt. Anschließend inkubiert 

man die vorbereiteten Magnetbeads mit der Vesikelfraktion (~0,5 mg Protein/ml 

Magnetbeads) in Anwesenheit von 2% Glycin und Lysin für 90 min bei 4°C. Ungebundene 

Probe wird aufbewahrt und einer TCA-Präzipitation unterzogen. Die Magnetbeads werden 

mehrere Male in TBS gewaschen und anschließend für 2 min in 1 M Tris pH 7,3 sowie für  

15 min auf Eis in 0,1 M Na2CO3 pH 11 inkubiert. Vor der Elution der Vesikel von den 

Magnetbeads werden diese nochmals kurz mit TBS gewaschen. Die Elution erfolgt je nach 

weiterer Verfahrensweise mit BAC-Probenpuffer für 30 min bei 37°C, mit SDS-Probenpuffer 

für 30 min bei 37°C oder mit 2% NP-40 in TBS für 30 min auf Eis. Eluierte Proteine können 

anschließend mit Aceton präzipitiert oder direkt für die Gelelektrophorese eingesetzt werden. 
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2.2.3 Immunreinigung über vGat und vGlut1 

Für die Analyse von Vesikelsubpopulationen, die sich aufgrund der Präsenz bestimmter 

Neurotransmittertransporter unterscheiden können, verwendet man anstelle der Antikörper 

gegen SV2 solche gegen die vesikulären Neurotransmittertransporter vGat und vGlut1. Das 

Protokoll der Immunreinigung kann hierbei übernommen werden (siehe 2.2.2). 

2.2.4 Kontrollen 

Für die Analyse der Spezifität der Aufreinigung über den SV2-Antikörper und die Spezifität 

der Bindung der Vesikelprobe an den Magnetbead-Antikörper-Komplex werden Magnetbeads 

mit TBS, einem unspezifischen Maus-Immunglobulin sowie mit dem SV2-Antikörper 

gekoppelt und anschließend mit oder ohne Vesikelprobe inkubiert.  

2.3 Elektrophorese 

2.3.1 Gelelektrophoretische Systeme 

Im Folgenden beschriebene Elektrophoresetechniken umfassen ein- und zweidimensionale 

Techniken. Während eindimensionale Systeme den Vorteil besitzen, schneller zu einem 

Ergebnis zu führen und in keinen Proteinverlusten beim Transfer auf die nächste Dimension 

zu resultieren, besitzen zweidimensionale Systeme eine höhere Trennkapazität und damit eine 

bessere Auflösung. Dies ist insbesondere für die Detektion gering abundanter Proteine 

essentiell. 

2.3.2 SDS-PAGE 

Alle durchgeführten gelelektrophoretischen Trennungen per SDS-PAGE basieren auf 

15%igen Biometra-Gelen, wenn nicht gesondert darauf hingewiesen wird. Als Detergenz 

kommt SDS zum Einsatz, das die Eigenladung von Proteinen effektiv überdeckt. Es entstehen 

Mizellen konstanter negativer Ladung pro Masseneinheit. Die elektrophoretische Trennung 

beruht daher einzig auf molekularer Masse. Die SDS-Gele setzen sich wie in Tabelle 1 

dargestellt zusammen. 

 

In SDS-Probenpuffer (1% Glycerin, 2% SDS, 0,08 M Tris-HCl pH 6,8, 0,0012% 

Bromphenolblau, 100 mM DTT) resuspendierte Proben werden bei 5 mA aufgetrennt, bis die 

Lauffront das Trenngel erreicht hat. Die weiterführende Elektrophorese wird bei 20 mA 
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durchgeführt. Als Elektrophoresepuffer wird 100 mM Tris, 100 mM Glycin und 70 mM SDS 

verwendet. Der durch Mischung der Komponenten erreichte pH-Wert von 8 sollte nicht 

korrigiert werden. 

 

 

 

 

 

 

 
 

2.3.3 Tris-Acetat-PAGE 

Für die Auftrennung von Proteinen hoher molekularer Masse (100 bis 1000 kDa) hat sich das 

Tris-Acetat-System als geeignet erwiesen. Man verwendet hierzu ein Gradientengel von 3,5 

bis 8%, dessen Zusammensetzung in Tabelle 2 dargestellt ist.  

 

 

 

 

 

 

 

 
Die in SDS-Probenpuffer aufgenommenen Proben werden bis zum Erreichen des Trenngels 

bei 10 mA aufgetrennt. Anschließend trennt man bei 15 mA auf. Als Elektrophoresepuffer 

wird 50 mM Tris, 50 mM Tricin und 3,5 mM SDS verwendet. Der durch Mischung der 

Chemikalien erreichte pH-Wert von 8,2 sollte nicht korrigiert werden. Zusätzlich fügt man 

kurz vor der Elektrophorese zum Kathodenpuffer 1 mM Glutathion hinzu.  

2.3.4 Isoelektrische Fokussierung / SDS-PAGE 

Die am häufigsten eingesetzte Technik unter den zweidimensionalen Elektrophoresesystemen 

besteht aus der Kombination von isoelektrischer Fokussierung und SDS-PAGE (O'Farrell, 

1975). Während die Proteine in der ersten Dimension gemäß ihrer isoelektrischen Punkte und 

Trenngel Sammelgel
30% Acrylamid 7,5 ml 835 µl
1% Bisacrylamid 1,3 ml 650 µl
1 M Tris -HCl pH 8,7 5,6 ml -
0,25 M Tris -HCl pH 6,8 - 2,5 ml
H2O 0,5 ml 975 µl
20% SDS 75 µl 25 µl
TEMED 15 µl 5 µl
10% APS 75 µl 25 µl

Tabelle 1. Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel für eine 15%ige SDS-PAGE nach Biometra. 

Sammelgel
8% 3,5% 3%

0,5 M Tris -HCl, 2,5% HAc, pH 7,0 3,25 ml 3,25 ml 2,5 ml
30% Acrylamid:Bisacrylamid (37,5:1) 3,47 ml 1,52 ml 1 ml
H2O 3,28 ml 7,48 ml 4,2 ml
Glycerin 3 ml 0,75 ml 2,3 ml
TEMED 10 µl 10 µl 10 µl
10% APS 50 µl 50 µl 60 µl

Trenngel

Tabelle 2. Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel für ein 3,5 bis 8%iges Tris-Acetat-Gradientengel.  
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damit entsprechend ihrer Ladung separiert werden, trennen sich die Proteine in der zweiten 

Dimension aufgrund ihrer unterschiedlichen molekularen Massen auf.  

 

Die erste Dimension führt man mit immobilisierten pH-Gradienten durch (Görg et al., 1988). 

Hierbei handelt es sich um auf Plastikstreifen fixierte Gele, die pH-Gradienten 

unterschiedlicher Breite besitzen. Für die Beladung des Streifens mit Probe gibt man in einem 

Keramikschiffchen auf einen 7 cm-Gelstreifen in IEF-Rehydrierungspuffer (7 M Harnstoff,  

2 M Thioharnstoff, 4% CHAPS, 60 mM DTT, 2% Pharmalyte pH 3-10, 0,002% 

Bromphenolblau) solubilisierte Proteine und läßt diesen über Nacht bei 30 V quellen. Das 

Anlegen eines Stroms hat gegenüber dem Quellen durch reine Diffusion den Vorteil, daß auch 

Proteine hoher molekularer Masse in den Streifen eindringen können. Um eine Evaporation 

der Lösung zu verhindern, überschichtet man mit Immobiline DryStrip Cover Fluid. Für die 

eigentliche isoelektrische Fokussierung wählt man ein Programm, dessen Spannung 

zeitabhängig ansteigt und die Endspannung für mehrere Stunden hält. Die geringe 

Anfangsspannung verhindert eine Proteinaggregation, die graduelle Spannungszunahme 

empfiehlt sich für größere aufzutrennende Proteinkonzentrationen. Das verwendete Programm 

für einen 7 cm-Gelstreifen pH 3-10 ist in Tabelle 3 dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

Nach der IEF kann der Gelstreifen direkt weiterverwendet oder bei -70°C gelagert werden. 

Vor der zweiten Dimension ist eine Äquilibrierung des Gelstreifens nötig, um den Streifen an 

Puffer- und Detergenzbedingungen für die SDS-PAGE anzupassen. Hierfür inkubiert man  

15 min in 2% SDS, 50 mM Tris-HCl pH 8,8, 6 M Harnstoff, 30% Glycerin, 0,002% 

Bromphenolblau und 650 mM DTT. Der äquilibrierte Streifen wird im Anschluß auf ein 

15%iges SDS-Gel gelegt und die Proteine in der zweiten Dimension separiert.  

2.3.5 BAC / SDS-PAGE 

Für die Auftrennung hydrophober Proteine hat sich das BAC/SDS-System gegenüber der 

isoelektrischen Fokussierung als besser geeignet erwiesen (Hartinger et al., 1996). Die 

Tabelle 3. IEF-Programm für die Fokussierung eines 7 cm-Gelstreifens pH 3-10. 

Schritt Spannung [V] Zeit [h] Volts tunden Programm
1 30 12 360 Step-n-hold
2 500 1 500 Step-n-hold
3 1000 0,5 500 Gradient
4 1000 0,5 500 Gradient
5 5000 0,5 2500 Gradient
6 5000 1,5 7500 Step-n-hold

Gesamt 16 11860
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Auftrennung der Proteine beruht in beiden Dimensionen auf molekularer Masse. Da jedoch 

zwei unterschiedliche Detergenzien eingesetzt werden und in der ersten Dimension Harnstoff 

verwendet wird, weichen die Trenneigenschaften leicht voneinander ab. Daraus ergibt sich 

nach zweidimensionaler Elektrophorese eine Diagonale, auf der die Proteine zu liegen 

kommen. Zur Trennung der Vesikelproteine wird ein 8%iges Trenngel verwendet (Tabelle 4). 

Nach Fertigstellung des Trenngels überschichtet man zum Erhalt einer glatten Geloberfläche 

mit 75 mM Kaliumphosphatpuffer pH 2,1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Die in BAC-Probenpuffer (2,95 M Harnstoff, 5% 16-BAC, 5% Glycerin, 37,5 mM DTT, 

0,025% Pyronin Y) resuspendierten Proben werden für 5 min bei 60°C inkubiert. Es sollte 

nicht länger und nicht bei höheren Temperaturen inkubiert werden, da insbesondere 

Membranproteine schnell aggregieren. Für die Elektrophorese legt man für 30 min einen 

Strom von 10 mA sowie 20 mA für weitere 2,5 h an. Als Elektrophoresepuffer wird 2,5 mM 

BAC, 150 mM Glycin und 50 mM o-Phosphorsäure verwendet. Nach der ersten Dimension 

wird das Gel für 30 min in 35% Isopropanol und 10% Essigsäure fixiert. Man färbt das Gel 

anschließend mit Coomassie Brilliant Blue an und äquilibriert die gewünschte Anzahl an 

Gelstreifen durch dreimaliges Waschen für je 10 min in 100 mM Tris-HCl pH 6,8. Die 

Streifen werden anschließend durch 5-minütige Inkubation in SDS-Probenpuffer für die 

zweite Dimension vorbereitet. Nach der SDS-PAGE kann der Gelsteifen aus der ersten 

Dimension mit Silber gefärbt werden, um die Transfereffizienz der Proteine aus der ersten in 

die zweite Dimension zu überprüfen. 

2.3.6 dSDS-PAGE 

Als neueste Technik auf dem Gebiet der 2D-Elektrophorese wird die dSDS-PAGE (double 

SDS-PAGE) verwendet, deren Trennprinzip in beiden Dimensionen auf molekularer Masse 

Trenngel Sammelgel
Harns toff 7,5 g 1 g
40% Acrylamid:Bisacrylamid (29:1) 8 ml 1 ml
1% Bisacrylamid 10 ml -
300 mM Kaliumphosphatpuffer pH 2,1 - 2,5 ml
500 mM Kaliumphosphatpuffer pH 4,1 11 ml 3 ml
H2O 2,4 ml 2,4 ml
80 mM Ascorbinsäure 2 ml 0,5 ml
5 mM Eisen-II-Sulfat 64 µl 8,5 µl
250 mM BAC 400 µl 70 µl
0,025% H2O2 1,6 ml -
0,04% H2O2 - 500 µl

Tabelle 4. Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel für die BAC-PAGE.  
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beruht (Rais et al., 2004). Wie bereits für die BAC/SDS-PAGE beschrieben, trennen sich 

auch hier die Proteine entlang einer Diagonalen auf. Das anomale Laufverhalten hydrophober 

Proteine in Gelen geringer Acrylamidkonzentration führt zu einem Dispersioneffekt um die 

Diagonale. Sehr hydrophobe Proteine wandern in Gelen geringer Acrylamidkonzentration 

schneller als wasserlösliche Proteine gleicher molekularer Masse, erreichen aber in Gelen 

höherer Acrylamidkonzentration normale elektrophoretische Mobilitäten. Aus diesem Grund 

befinden sich sehr hydrophobe Proteine über der Diagonalen. Dieses Laufverhalten läßt sich 

durch eine erhöhte SDS-Bindung der sehr hydrophoben Proteine erklären, da ein erhöhtes 

Ladung/Masse-Verhältnis die elektrophoretische Mobilität insbesondere in Gelen geringer 

Acrylamidkonzentration erhöht. In Gelen hoher Acrylamidkonzentration ist dieser Einfluß 

aufgrund des dominierenden Siebeffektes geringer. Dem System ist demnach eigen, daß durch 

das anomale Migrationsverhalten hydrophober Proteine diese direkt visuell ausgemacht 

werden können, wenn zwischen der ersten und zweiten Dimension eine Differenz von 5 bis 

6% in der Acrylamidkonzentration vorliegt. Mehrere Ansätze stehen hierbei zur Wahl. Gele 

mit oder ohne Harnstoff sowie die Kombination verschiedener Acrylamidkonzentrationen für 

die erste und zweite Dimension. Zusätzlich kann die Applikation verschiedener 

elektrophoretischer Systeme (Laemmli, 1970; Schägger und Jagow, 1987) sowie die 

Reihenfolge der Anwendung von hoch- und niederprozentiger Acrylamidkonzentration 

Einfluß auf die Qualität der elektrophoretischen Separation nehmen. Die Zugabe von 

Harnstoff kann die SDS-Bindung schwächen, was zu einer verstärkten Proteinaggregation 

führt. 6 M Harnstoff ist die maximale Konzentration, bei der dieser Effekt noch nicht zu 

beobachten ist. Allerdings kommt es aufgrund der Carbamoylierung zu Problemen in der 

Wärmeentwicklung. Dies kann durch Verwendung des Tris-Tricin-Systems umgangen 

werden, dessen Zusammensetzung saurer als die der Laemmli-Gele ist. Die 

Carbamoylierungsreaktion findet vorwiegend im Alkalischen statt. 

 

Das optimale System für synaptische Vesikelproteine besteht aus einem 9%igen Tricin-SDS-

Gel (Tabelle 5) für die erste und einem 15%igen Laemmli-Gel für die zweite Dimension.  

 

 

 

 

 

 

Trenngel Sammelgel
40% Acrylamid:Bisacrylamid (29:1) 1,4 ml 318 µl
3 M Tris -HCl, 0,3% SDS, pH 8,45 2 ml 750 µl
Glycerin 0,6 g -
H2O ad 6 ml 3 ml
TEMED 3 µl 2,3 µl
10% APS 30 µl 23 µl

Tabelle 5. Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel für ein 9%iges Tricin-SDS-Gel.  
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Die Proben werden vor dem Auftragen für 10 min bei 40°C inkubiert. Höhere Temperaturen 

sollten aufgrund der Gefahr von Proteinaggregation vermieden werden. Als 

Elektrophoresepuffer verwendet man 100 mM Tris pH 8,9 für die Anode sowie 100 mM Tris, 

100 mM Tricin und 0,1% SDS pH 8,25 für die Kathode. Nach beendeter Elektrophorese 

werden entsprechende Gelstreifen für die zweite Dimension in 100 mM Tris, 150 mM HCl 

und 10% Glycerin für 30 min äquilibriert. Der Zusatz von Glycerin verhindert, daß der 

Gelstreifen aufquillt und erleichert das Einfügen des Streifens auf das Gel für die zweite 

Dimension. Durch die Inkubation im Sauren verliert SDS seine Lösungswirkung, fixiert die 

Proteine im Gel und resultiert dadurch in einer verminderten Diffusion und schärferen 

Banden. Auf eine Anfärbung des Gelstreifens der ersten Dimension wird verzichtet, da dies 

den Transfer in die zweite Dimension aufgrund langer Äquilibrierungszeiten sehr in die 

Länge zieht und die Transfereffizienz herabsetzt. Das 15%ige Laemmli-Gel für die zweite 

Dimension setzt sich wie in Tabelle 6 beschrieben  zusammen. Als Elektrophoresepuffer 

verwendet man 25 mM Tris, 192 mM Glycin und 0,1% SDS. Für die Auftrennung der 

Proteine werden die unter 2.3.1.1 beschriebenen Parameter verwendet. 

 

 

 

 

 

 

2.4 Methoden zur Anfärbung von Proteinen 

Um Proteine in Gelen sichtbar zu machen, stehen diverse Techniken zur Verfügung. Am 

sensitivsten haben sich hierbei die Färbungen mit Silber erwiesen, die jedoch zum großen Teil 

inkompatibel mit der Massenspektrometrie sind. Obwohl Färbungen wie die nach Shevchenko 

(Shevchenko et al., 1996) oder Rais (Rais et al., 2004) für eine spätere 

massenspektrometrische Analyse einsetzbar sind, entstehen diverse Probleme. All diese 

Färbetechniken verzichten auf Quervernetzer wie Glutaraldehyd, enthalten jedoch Schritte mit 

Formaldehyd, welches zwar in sehr geringer Konzentration eingesetzt wird, aber dennoch in 

einer Vernetzung der Proteine über Methylenbrücken resultiert, wenn auch deutlich langsamer 

als bei Verwendung von Glutaraldehyd. Es empfiehlt sich daher, die silbergefärbten Gele 

schnell weiterzuverarbeiten. Im Allgemeinen ist die Peptidausbeute dennoch geringer als aus 

Trenngel Sammelgel
40% Acrylamid:Bisacrylamid (29:1) 11,5 ml 1,4 ml
1,5 M Tris  pH 8,8, 0,4% SDS 15 ml -
100 mM Tris , 150 mM HCl, pH 7,0 - 2 ml
H2O ad 30 ml 6 ml
TEMED 15 µl 3 µl
10% APS 150 µl 30 µl

Tabelle 6. Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel für ein 15%iges SDS-Gel nach Laemmli.  
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coomassiegefärbten Gelen. Zusätzlich ist Silberfärbungen eine fehlende Proportionalität 

zwischen Signalintensität und Proteinkonzentration eigen.  

 

Während der Silberfärbung erfolgt nach Fixierung der Proteine im Gel die Sensitivierung mit 

Natriumthiosulfat, welches durch Komplexbildung mit unspezifisch gebundenem Silber die 

Hintergrundfärbung der Gele reduziert und dadurch unlösliche Präzipitate auf dem Gel 

verhindert. Es verlangsamt zudem die Kinetik der Silberreduktion. Während der 

anschließenden Inkubation mit Silber werden Silberionen von den Proteinen gebunden und 

durch funktionelle Gruppen und die Peptidbindung zu Silberkeimen reduziert. Durch starke 

Reduktionsmittel werden alle Silberionen zu metallischem Silber reduziert. Dies geschieht in 

der Nähe der Silberkeime schneller als im übrigen Gel, so daß sich die Proteine schnell 

anfärben. Gestoppt wird die Reaktion durch starke pH-Änderung ins Saure oder durch Zugabe 

von EDTA, welches freies Silber komplexiert.  

 

Dagegen führen coomassiebasierende Techniken zu keinerlei Problemen bei der 

Proteinidentifizierung mittels Massenspektrometrie. Die Anfärbung beruht auf der 

unspezifischen Bindung des Farbstoffes an kationische und nichtpolare, hydrophobe 

Aminosäuren. Allerdings ist diese Färbemethode trotz verbesserter Protokolle weniger 

sensitiv als die Silberfärbung. Kolloidale Färbemethoden basieren auf den kolloidalen 

Eigenschaften des Coomassie G-250 in wäßrigen oder methanolischen Lösungen, die 

anorganische Säuren und hohe Salzkonzentrationen enthalten. Der freie Farbstoff in Lösung 

wird aufgrund des hydrophoben Effektes dramatisch reduziert und resultiert in einer geringen 

Hintergrundfärbung und hohen Affinität des Farbstoffes für die Proteine im Gel. 

2.4.1 Silberfärbung nach Koepsell et al. 

Nach beendeter Gelelektrophorese inkubiert man das Gel für 1 h oder über Nacht in 50%  

Methanol und 10% Essigsäure (Koepsell et al., 1984). Man wäscht zweimal für 30 min in 

10% Isopropanol und 10% Essigsäure und inkubiert anschließend für 30 min in 10% 

Glutaraldehyd. Es folgen vier 15-minütige Waschschritte in H2O. Man inkubiert für 30 min in 

10 mM DTT, wäscht kurz mit H2O und gibt anschließend die frisch angesetzte 

ammoniakalische Silberlösung (60 mM AgNO3, 20 mM NaOH, 0,35% NH3) für 3,5 min zu. 

Man wäscht viermal mit H2O und reduziert mit 0,019% Formaldehyd und 24 mM Citratazid. 

Gestoppt wird die Reaktion durch 5-minütiges Waschen in 5%iger  Essigsäure. Diese Färbung 

wurde überall dort eingesetzt, wo nicht explizit auf andere Färbetechniken hingewiesen wird.  
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2.4.2 Silberfärbung nach Shevchenko et al. 

Nach beendeter Gelelektrophorese fixiert man die Proteine im Gel für 30 min in 50% 

Methanol und 10% Essigsäure (Shevchenko et al., 1996). Man wäscht für 18 h in H2O und 

sensitiviert das Gel anschließend für 2 min in frisch angesetztem, 0,02%igen 

Natriumthiosulfat. Es folgen zwei einminütige Waschschritte in H2O und eine Inkubation für 

30 min in kaltem, 0,1%igen Silbernitrat. Entwickelt wird nach zweimaligem Waschen in H2O 

mit 0,04% Formaldehyd und 2% Na2CO3. Die Reaktion wird durch Inkubation in 5%iger 

Essigsäure gestoppt.  

2.4.3 Silberfärbung nach Rais et al. 

Nach beendeter Gelelektrophorese fixiert man für 15 min in 50% Methanol und 10% 

Essigsäure, wäscht zweimal für 15 min mit H2O und sensitiviert anschließend für 15 min in 

0,005%igem Natriumthiosulfat (Rais et al., 2004). Das Gel wird für 15 min in 0,1%igem, 

kalten Silbernitrat inkubiert und kurz mit H2O gewaschen, bevor die Entwicklung erfolgt. 

Hierzu inkubiert man in 0,036% Formaldehyd und 2% Na2CO3. Gestoppt wird die Reaktion 

durch 10-minütiges Waschen in 50 mM EDTA. Gefärbte Gele werden in H2O gelagert.  

2.4.4 Coomassie Brilliant Blue-Färbung 

Das Gel wird für 15 min in 0,1% Coomassie Brilliant Blue R-250, 7,5% Essigsäure und 50% 

Methanol inkubiert (Meyer und Lamberts, 1965). Anschließend entfärbt man dreimal für je 20 

min in 50% Methanol, 7,5% Essigsäure und 5% Glycerin. Bis zur hinreichenden Entfärbung 

des Gels folgen weitere Waschschritte mit 5% Methanol, 7,5% Essigsäure und 5% Glycerin. 

Das Gel wird in 5%iger Essigsäure gelagert. 

2.4.5 Kolloidale Coomassie Brilliant Blue-Färbung 

Das Gel wird für 3 h in 40% Methanol und 10% Essigsäure fixiert und zweimal für 10 min 

mit H2O gewaschen (Neuhoff et al., 1988). Man färbt für ein bis sieben Tage in 0,08% 

Coomassie Brilliant Blue G-250, 8% Ammoniumsulfat, 0,96% o-Phosphorsäure und 20% 

Methanol. Das Gel wird bis zur hinreichenden Entfärbung in H2O inkubiert.   
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2.5 Immunassays 

2.5.1 Dot Blot 

Der Dot Blot eignet sich besonders als Schnelltest, da auf eine elektrophoretische Trennung 

des Proteingemisches verzichtet wird. Von Nachteil ist jedoch die Möglichkeit der Entstehung 

von Immunsignalen aufgrund unspezifischer Reaktionen der Antikörper. Diese können im 

Vergleich zu einer gelelektrophoretischen Analyse nicht durch Inspektion der molekularen 

Masse ausgeschlossen werden. Hat man jedoch die Antikörper bereits einem Immunassay 

nach Elektrophorese unterzogen und konnte gezeigt werden, daß keine unspezifischen Signale 

entstehen, so kann der Dot Blot problemlos eingesetzt werden. 

 

Von proteinhaltigen Lösungen wird 1 µl auf eine Nitrozellulosemembran getropft. Nachdem 

die Membran getrocknet ist, blockiert man unspezifische Bindungen durch Inkubation für  

30 min in 3% Magermilchpulver (MMP) in TBS. Die Membran wird dreimal kurz mit TBS 

gewaschen und im Anschluß über Nacht bei 4°C mit dem Erstantikörper inkubiert. Vor 

Applikation des entsprechenden Zweitantikörpers in 3% MMP in TBS für 1 h bei 

Raumtemperatur wäscht man für 10 min in 3% MMP in TBS, zweimal für je 10 min in  

3% MMP und 0,05% NP-40 in TBS sowie zweimal für je 5 min in 3% MMP in TBS. Vor der 

Detektion wird die Membran nochmals für 10 min in TBS, zweimal für je 10 min in  

0,1% Tween-20 in TBS sowie zweimal für 5 min in TBS gewaschen. Anschließend erfolgt 

die Proteindetektion mittels Chemilumineszenz. 

2.5.2 Western Blot 

Proteingemische werden nach elektrophoretischer Auftrennung mit einer Semidry-Apparatur 

auf eine Nitrozellulosemembran übertragen (Towbin et al., 1979). Für den Blotvorgang 

werden hierfür von unten nach oben eine Lage Whatman-Papier, eine Nitrozellulosemembran, 

das Gel und nochmals eine Lage Whatman-Papier übereinandergelegt und in Transferpuffer 

(25 mM Tris-HCl pH 8,3, 192 mM Glycin, 0,05% SDS, 1 mM EDTA, 20% Methanol) 

eingeweicht. Geblottet wird bei 0,8 mA/cm2 für 95 min. Das Gel kann anschließend zur 

Überprüfung der Transfereffizienz angefärbt werden. Die Nitrozellulosemembran wird wie 

unter 2.5.1 beschrieben behandelt.  

 

Für den Einsatz von Phosphoantikörpern empfiehlt sich ein abweichendes Protokoll. Da 

Magermilchpulver phosphorylierte Proteine enthält und zu einer starken Hintergrundfärbung 
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führen würde, wäscht man die Membran nach dem Blotten für 10 min in TBS und blockiert 

anschließend für 1 h in 5% BSA und 0,1% Tween-20 in TBS. Vor Applikation des ersten 

Antikörpers bei 4°C über Nacht wäscht man zweimal für 10 min mit TBS-TT (0,05% Tween-

20 und 0,2% Triton X-100 in TBS). Es schließen sich zwei Waschschritte für je 10 min in 

TBS-TT sowie ein Waschschritt für 10 min in TBS an. Der zweite Antikörper wird 1:2000 in 

5% MMP und 0,1% Tween-20 in TBS verdünnt und für 1 h bei Raumtemperatur appliziert. 

BSA würde an dieser Stelle für die anschließende sensitive Chemilumineszenz nicht 

ausreichen. Anschließend wäscht man viermal für 10 min mit TBS-TT.  

2.5.3 Detektion per Chemilumineszenz 

Die Detektion per Chemilumineszenz beruht auf der Emission von Licht, das durch die 

Oxidation des zyklischen Diacylhydrazids Luminol in Gegenwart von H2O2 und der 

Meerrettich-Peroxidase entsteht. Das Emissionsmaximum liegt bei 428 nm, so daß mit einem 

blaulichtsensitiven Autoradiographiefilm detektiert werden kann.  

 

Nitrozellulosemembranen werden unter Schwenken für 1 min in Lösung A und nach Zugabe 

von Lösung B für eine weitere Minute inkubiert (Vettermann et al., 2002). Das 

Chemilumineszenzsignal wird anschließend auf Röntgenfilm detektiert.  

 

Lösung A 1 ml 1 M Tris-HCl pH 8,5 

  100 µl 250 mM Luminol in DMSO 

  45 µl 90 mM Coumarinsäure in DMSO 

  ad 10 ml H2O 

 

Lösung B 3.75 µl 30% H2O2 

  ad 10 ml H2O 

2.6 Färbetechniken für Nitrozellulosemembranen 

Die Möglichkeit, Nitrozellulosemembranen anfärben und im Anschluß ungehindert eine 

Immundetektion mittels Chemilumineszenz durchführen zu können, erlaubt eine direkte 

Zuordnung detektierter Immunsignale mit dem korrespondierenden Proteinmuster auf der 

Membran. Auch hier stehen wie schon bei den Gelfärbemethoden verschiedene Techniken zur 

Wahl.  
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2.6.1 Ponceau S 

Nitrozellulosemembranen werden nach dem Blotten für 10 min in der Färbelösung (0,2% 

Ponceau S, 3% Trichloressigsäure, 3% Sulfosalicylsäure) geschwenkt (Salinovich und 

Montelaro, 1986). Entfärbt wird durch dreimaliges Waschen mit 5% Essigsäure. 

2.6.2 India Ink  

Die Färbung mit India Ink beruht auf einer nicht kovalenten Wechselwirkung kolloidaler 

Kohlenstoffpartikel mit immobilisiertem Protein (Klarskov und Naylor, 2002). Nach 

erfolgtem Blotten werden Nitrozellulosemembranen für je 5 min nacheinander in 20% 

Methanol und Wasser gewaschen und für 10 min in 0,5% Polyvinylpyrrolidin-40 in  

0,1%iger Essigsäure geblockt. Anschließend färbt man für 30 min bis 3 h in 0,05% Tween-20, 

1% Essigsäure und 0,1% India Ink in PBS (150 mM M NaCl, 10 mM Na2HPO4 / NaH2PO4, 

pH 7,2). Nach Dokumentation entfärbt man die Membran durch Waschen mit H2O.  

2.6.3 Silber  

Nach erfolgtem Blotten werden Nitrozellulosemembranen kurz in H2O gewaschen und 

anschließend mit frisch angesetzter Silberlösung (2% Natriumcitrat-Dihydrat, 0,8% Eisen-II-

Sulfat-Heptahydrat, 0,2% Silbernitrat) unter Schwenken für 10 min inkubiert (Vettermann et 

al., 2002). Zum Stoppen der Reaktion wäscht man die Membranen unter fließendem Wasser. 

Man entfärbt im Anschluß zweimal für je 5 min mit 15 mM Kaliumhexacyanoferrat-(III) und 

50 mM Natriumthiosulfat und wäscht dreimal für je 5 min in Wasser. Die Membran wird vor 

dem Blocken in Magermilchpulver nochmals für 5 min in 0,1% Tween-20 in TBS inkubiert.  

2.7 Dephosphorylierung 

Für die Dephosphorylierung von Proteinen aus Gesamthirnhomogenat solubilisiert man 30 µg 

Protein in Lambda Protein Phosphatase (λPP)-Puffer und teilt den Ansatz in gleiche 

Volumina auf. Ein Volumen wird mit 1200 U λPP für 4 h bei 30°C, die Kontrolle unter 

gleichen Bedingungen ohne Phosphatase inkubiert.  

2.8 Phasentrennungen und Fraktionierungstechniken 

Aufgrund der Probleme in der Identifizierung von Membranproteinen über Gelelektrophorese 

und Massenspektrometrie sowie der Komplexität des Proteinmusters eines Organells sind 
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weitere Subfraktionierungstechniken von Vorteil. Insbesondere Techniken, die auf 

temperaturinduzierten Phasentrennungen und/oder auf Gemischen aus Detergenz und 

Polymeren beruhen, haben sich als geeignet erwiesen. Zusätzlich können organische 

Lösungsmittelsysteme sowie Behandlung mit Salz und extreme pH-Werte zur 

Subfraktionierung eingesetzt werden. 

2.8.1 Phasentrennung mit Triton X-114 

Die Phasentrennung mittels Triton X-114 basiert auf einer mikroskopischen Phasenseparation 

am Wolkenpunkt (22°C) des Detergenz (Bordier, 1981), die sich als sekundäre Assoziationen 

kleiner Detergenzmizellen in große Mizellenaggregate manifestiert. Mit erhöhter Temperatur 

schreitet die Separation voran, bis sich zwei klare Phasen gebildet haben, eine reich und eine 

arm an Detergenz. Die Temperatur des Wolkenpunktes hängt hierbei stark von der Zahl der 

hydrophilen Oxyethyleneinheiten am hydrophoben Octylphenylrest ab. Triton X-114 hat 

gegenüber Triton X-100 demnach den entscheidenden Vorteil, daß der Wolkenpunkt bereits 

bei niedrigeren Temperaturen erreicht wird. 

 

Vor Verwendung von Triton X-114 muß es zur Entfernung von Oxidationsprodukten 

präkonditionert werden. Hierzu löst man 1,5 g Triton X-114 auf Eis in 50 ml TBS. Man 

erwärmt zum Überschreiten des Wolkenpunktes auf 37°C, was in einer Zweiphasenbildung 

resultiert. Zur Trennung der Phasen zentrifugiert man für 10 min bei 10.000 g. Die wäßrige 

Phase wird dekantiert, die Detergenzphase auf Eis mit TBS auf 50 ml aufgefüllt. Man 

wiederholt Aufwärmen, Zentrifugation und erneute Inkubation auf Eis für weitere zwei Male 

und erhält als resultierende Detergenzphase eine ~12%ige Triton X-114-Lösung, die dunkel 

und unter möglichst geringer Sauerstoffzufuhr gelagert werden sollte.  

 

Zur Elution synaptischer Vesikelproteine von den Magnetbeads inkubiert man für 1 h bei 0°C 

in 1% Triton X-114 in TBS pH 7,4. Nach diesem Schritt eluiert man unter 

Standardbedingungen, um zu überprüfen, wie effizient die Elution per Triton verläuft. Vom 

Triton-Eluat gibt man 200 µl auf ein 300 µl Saccharosekissen (6% Saccharose, 0,06% Triton 

X-114 in TBS), das in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß vorgelegt wurde. Während der 

anschließenden zehnminütigen Kondensation bei 30°C trübt sich die Lösung ein. Durch 

Zentrifugation für 5 min bei 12.000 g erhält man die Detergenzphase als öligen Tropfen im 

Boden des Reaktionsgefäßes und die wäßrige Phase als Überstand. Die wäßrige Phase wird in 

ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 0,5% Triton X-114 supplementiert. Das Tensid 
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wird für 2 min bei 0°C aufgelöst und auf ein frisches Saccharosekissen gegeben. Man 

kondensiert erneut für 5 min bei 30°C und zentrifugiert im Anschluß für 5 min bei 12.000 g. 

Die Detergenztropfen werden vereinigt und mit Aceton präzipitiert. Die wäßrigen Phasen 

werden nach Vereinigung mit 2% Triton X-114 versetzt. Man inkubiert für 2 min bei 0°C 

sowie für 5 min bei 30°C. Nach Zentrifugation für 5 min bei 12.000 g verwirft man die 

restliche Detergenzphase und präzipitiert die wäßrige Phase mit Aceton. Um Triton X-114 

möglichst vollständig zu entfernen, wird die Acetonfällung mehrmals wiederholt. 

2.8.2 ProteoPrep Universal Extraction Kit 

Das Universal Extraction Kit basiert auf der Trennung löslicher zytoplasmatischer Proteine 

von Membranproteinen mittels Tris (Molloy et al., 1998). Prinzipiell beruht die Technik auf 

der hochsalzinduzierten Schwächung elektrostatischer Wechselwirkungen, über die Proteine 

peripher mit Membranen assoziiert sind. Die Anwendung des Kits resultiert in zwei 

Fraktionen, die in Membranproteinen bzw. löslichen Proteinen angereichert sind. Im 

Vergleich zum ProteoPrep Membrane Extraction Kit (siehe 2.8.3) enthält die Probe mit den 

Membranproteinen zusätzlich membranassoziierte Proteine. 

 

Vor Elution der synaptischen Vesikelproteine von den Magnetbeads wäscht man zweimal mit 

TBS und gibt anschließend das Soluble Cytoplasmic Extraction Reagent zu. Man inkubiert für 

15 min bei Raumtemperatur unter Schwenken des Reaktionsgefäßes. Der Extrakt wird in 

einer Vakuumzentrifuge getrocknet, die Vesikelproteine anschließend mit 2% NP-40 in TBS 

von den Magnetbeads eluiert.  

2.8.3 ProteoPrep Membrane Extraction Kit 

Das Membrane Extraction Kit basiert auf einer alkalischen Natriumcarbonatbehandlung, die 

membranassoziierte Proteine entfernt und dadurch eine klassische Membranfraktion kreiert 

(Fujiki et al., 1982), die im Gegensatz zum ProteoPrep Universal Extraction Kit 

ausschließlich integrale Membranproteine enthält. Natriumcarbonat pH 11 führt hierbei zu 

einer pH-abhängigen Schwächung elektrostatischer Wechselwirkungen, die die Grundlage der 

peripheren Assoziation von Proteinen an Membranen bilden. 

 

Ausgangsmaterial sind an Magnetbeads gebundene synaptische Vesikel. Vor der Elution der 

synaptischen Vesikelproteine wäscht man zweimal mit TBS und gibt anschließend das 
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Soluble Cytoplasmic and loosely-bound Membrane Protein Extraction Reagent zu. Man 

inkubiert für 1 h bei 4°C unter Schwenken. Der Überstand wird abgenommen und in einer 

Vakuumzentrifuge getrocknet. Die Magnetbeads mit den verbliebenen gebundenen Vesikeln 

werden anschließend mittels Zugabe von 2% NP-40 in TBS voneinander getrennt.  

2.8.4 Phasentrennung mit Digitonin und PEG-6000 

Das sehr milde Detergenz Digitonin führt in Kombination mit Polyethylenglykol 6000 (PEG-

6000) bei 0°C zu einer Phasenseparation in Detergenz- und Polymerphase (Prehm et al., 

1996). Die untere Detergenzphase enthält hierbei Membranproteine, die obere Polymerphase 

lösliche Proteine.  

 

Synaptische Vesikelproteine werden durch Zugabe von 2% Digitonin in TBS von den 

Magnetbeads eluiert. Man inkubiert unter gelegentlichem Schwenken für 2 h auf Eis. Um die 

Effizienz der Elution des sehr milden Detergenz zu überprüfen, schließt sich eine Elution 

unter Standardbedingungen mit 2% NP-40 in TBS an. Zu den digitoninhaltigen Proben gibt 

man auf Eis PEG-6000 in einer Endkonzentration von 13%. Nach Vortexen trübt sich die 

Probe ein. Zur Induktion der Phasentrennung zentrifugiert man für 30 min bei 100.000 g und 

4°C. Sowohl Überstand als auch Pellet werden mit 50% Aceton präzipitiert. 

2.8.5 Phasentrennung mit Methanol und Chloroform 

Die Methanol/Chloroform-Phasenseparation basiert auf der von Yerushalmi entwickelten 

Technik (Yerushalmi et al., 1995). Die Zugabe von Chloroform führt zur Auflösung von 

Membranen, Methanol eignet sich als organisches Lösungsmittel für die Lösung hydrophober 

Proteine. Die Phasentrennung wird durch Zugabe von Wasser induziert. Die erhaltene obere 

wäßrige Phase enthält hierbei lösliche Proteine, die untere organische Phase 

Membranproteine.  

 

Die Elution der Vesikelproteine von den Magnetbeads erfolgt durch Zugabe eines 1:1-

Gemisches Methanol/Chloroform und 30-minütiger Inkubation auf Eis. Zur Überprüfung der 

Elutionseffizienz eluiert man ein zweites Mal mit 2% NP-40 in TBS. Der 

Methanol/Chloroform-Extrakt wird mit einem halben Volumen Wasser versetzt und gut 

gemischt. Man inkubiert für 5 min bei 25°C und induziert die Phasentrennung durch 

Zentrifugation für 10 min bei 12.000 g und 4°C. Sowohl die obere wäßrige Phase als auch die 
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untere organische Phase wird in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Wahlweise werden mittels 

SDS-Probenpuffer eluierte synaptische Vesikelproteine wie folgt behandelt: Zu 100 µl Probe 

gibt man langsam 900 µl eiskalte Chloroform/Methanol-Lösung verschiedener 

Mischungsverhältnisse (0:9 bis 9:0) und inkubiert die Mischung für 15 min auf Eis 

(Seigneurin-Berny et al., 1999). Die Phasentrennung wird durch Zentrifugation für 20 min bei 

12.000 g und 4 °C induziert. Beide Phasen werden in der Vakuumzentrifuge getrocknet.  

2.8.6 Phasentrennung mit PEG-40000 und Dodecylmaltosid in Anwesenheit von SDS 

Eine weitere Möglichkeit, Proteine über Phasentrennungen selektiv anzureichern, bildet das 

Zweiphasensystem aus n-Dodecyl-β-D-Maltosid (DDM) und Polyethylenglykol 40000 (PEG-

40000), wobei das Polymer die Phasentrennung induziert. Membranproteine werden hierbei 

selektiv in der Detergenzphase, lösliche Proteine in der Polymerphase angereichert (Everberg 

et al., 2004). Die Einführung von SDS unterhalb dessen kritischer Mizellarkonzentration stellt 

sicher, daß SDS nicht solubilisierendes Detergenz ist und resultiert in einer effizienteren 

Entfernung löslicher Proteine durch Bildung gemischter SDS/Detergenz-Mizellen und einer 

damit einhergehenden elektrostatischen Potentialdifferenz zwischen den beiden Phasen. 

Hierfür sollte das System auf pH 9 oder höher eingestellt werden, da ein basischer pH-Wert 

eine negative Nettoladung der Proteine bewirkt. Folglich wandern aufgrund der SDS-

Komplexierung durch Repulsion der negativ geladenen Mizellen in der Detergenzphase mehr 

lösliche Proteine in die Polymerphase. Proteinkomplexe bleiben intakt, da SDS in der 

eingesetzten Konzentration nicht denaturierend wirkt. Im Gegensatz zu Triton X-114 kann bei 

0°C und mit milden Detergenzien gearbeitet werden kann, was vorteilhaft für die 

Proteinstabilität ist. Die Polymere stabilisieren zusätzlich die Proteine, und die verwendeten 

Polymer/Detergenz-Systeme besitzen eine hohe Ladungskapazität.  

 

Synaptische Vesikelproteine werden unter Schwenken durch Inkubation mit 16,6% 

Dodecylmaltosid in 10 mM Tris pH 9 für 30 min bei 4°C von den Magnetbeads eluiert. Die 

Effizienz der Elution mit Dodecylmaltosid wird durch Elution mit 2% NP-40 in TBS 

überprüft. Der Extrakt wird mit 4% PEG-40000 und 3 mM SDS in 10 mM Tris pH 9 versetzt 

und unter Schwenken für 15 min bei 4°C inkubiert. Durch Zentrifugation für 10 min bei  

1600 g und 4°C wird die Phasentrennung in Pellet und Überstand induziert. Beide Phasen 

werden mit Aceton präzipitiert.  



2. Material und Methoden   36 

2.8.7 Phasentrennung mit PEG-6000 und NP-40 mit/ohne SDS 

Synaptische Vesikelproteine werden durch Zugabe von 2% NP-40 in TBS pH 9 bzw. pH 10 

und 30-minütige Inkubation auf Eis unter Schwenken von den Magnetbeads eluiert. Man 

supplementiert anschließend mit 13% PEG-6000 und 3 mM SDS und inkubiert für 15 min bei 

4°C. Die Phasentrennung wird durch Zentrifugation für 30 min bei 100.000 g und 4°C 

induziert. Pellet und Überstand werden mit Aceton präzipitiert. 

2.8.8 Phasentrennung mit PEG-40000 und NP-40 

Man eluiert unter Schwenken synaptische Vesikelproteine von den Magnetbeads durch 

Zugabe von 2% NP-40 in TBS pH 7,4 für 30 min auf Eis. Auf Eis gibt man anschließend 13% 

PEG-40000 zu und vortext, bis sich die Probe eintrübt. Die Phasentrennung wird durch  

30-minütige Zentrifugation bei 4°C und 100.000 g induziert. Das zähe Pellet und der 

Überstand werden mit Aceton präzipitiert. 

2.9 Techniken zur Konzentrierung von Proteinen 

Für die Massenspektrometrie ist es unerläßlich, Proben mit synaptischen Vesikelproteinen 

sehr konzentriert gelelektrophoretisch aufzutrennen, um insbesondere gering abundante 

Proteine detektieren zu können. Verschiedene Konzentrierungsmethoden stehen hierbei zur 

Wahl: Proteinpräzipitation, Eintrocknen in der Vakuumzentrifuge oder Ultrazentrifugation.  

2.9.1 Präzipitation mit Trichloressigsäure 

Zu einer proteinhaltigen Probe gibt man 0,0015% Desoxycholsäure und inkubiert nach gutem 

Mischen für 10 min bei Raumtemperatur. Nach Addition von 10% Trichloressigsäure 

präzipitiert man über Nacht bei 4°C. Das Präzipitat wird für 45 min bei 12.000 g und 4°C 

zentrifugiert und anschließend mit einem kalten Aceton/HCl-Gemisch (200:1) gewaschen. 

Nach Zentrifugation für 30 min bei 12.000 g und 4°C dekantiert man den Überstand und 

trocknet das Pellet.  

2.9.2 Aceton-Präzipitation 

Für eine 50%ige Fällung mit Aceton mischt man Probe und Aceton 1:1 (v/v) und inkubiert die 

Mischung über Nacht bei -20°C. Die Proteine werden durch 15-minütige Zentrifugation bei 

16.000 g und 4°C pelletiert.  
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2.9.3 Ethanol- Präzipitation 

Für eine 50%ige Fällung mit Ethanol mischt man Probe und Ethanol 1:1 (v/v) und inkubiert 

die Mischung über Nacht bei -20°C. Die Proteine werden durch 15-minütige Zentrifugation 

bei 16.000 g und 4°C pelletiert.  

2.9.4 Methanol/Chloroform- Präzipitation 

Zu 100 µl Probe gibt man 400 µl Methanol und mischt durch Vortexen. Es folgt ein 

Zentrifugationsschritt für 1 min bei 9.000 g. Man gibt 200 µl Chloroform zu der Suspension, 

mischt durch Vortexen und zentrifugiert erneut. Zur Induktion der Phasentrennung gibt man 

300 µl Wasser zu, mischt durch Vortexen und zentrifugiert erneut. Die methanolhaltige 

Oberphase wird verworfen. Zu der verbliebenen Lösung, bestehend aus der unteren 

Chloroformphase und der proteinhaltigen Interphase, gibt man 300 µl Methanol und mischt 

durch Vortexen. Nach Zentrifugation für 10 min bei 9.000 g entfernt man den Überstand und 

trocknet das Proteinpellet.  

2.9.5 Vakuumzentrifuge 

Proteinhaltige Proben werden bei Raumtemperatur in einer Vakuumzentrifuge bis zur 

Trockne eingeengt. 

2.9.6 Ultrazentrifugation 

Für die Konzentrierung von Proteinen mittels Ultrazentrifugation zentrifugiert man für 2 h bei 

4°C und 100.000 g.  

2.10 Proteinquantifizierungen  

2.10.1 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Spector 

Die Konzentrationsbestimmung nach Spector basiert auf der von Bradford entwickelten 

Technik (Spector, 1978). Die Bindung von Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine 

verschiebt das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm nach 595 nm. Die Eichreihe 

wird ausgehend von 100 µg/ml BSA wie in Tabelle 7 dargestellt angefertigt.  
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Proteinhaltige Lösungen werden in 100 µl Wasser verdünnt, zu 900 µl Spectorlösung (0,01% 

CBB G-250, 5% Ethanol, 8,5% Phosphorsäure) pipettiert und vor der Messung für 20 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Die Technik läßt keine Messung detergenzhaltiger Proben zu, da 

Detergenzien mit der Bindung des Coomassie an das Protein interferieren. 

Proteinpräzipitation sollte hier der erste Schritt sein, um das Detergenz zu entfernen.  

2.10.2 Photometrische Quantifizierung von Western Blots 

2.10.2.1 Quantifizierung über fluoreszenzgekoppelte Zweitantikörper 

Die Firma LICOR Biosciences bietet ein System an, über das mit Hilfe von fluoreszierenden 

Zweitantikörpern und dem Odyssey-Scanner über einen breiten Konzentrationsbereich lineare 

Messungen von Immunsignalen möglich sind. Hierbei können durch Einsatz fluoreszierender 

Zweitantikörper aus verschiedenen Spezies zeitgleich zwei unterschiedliche Proteine 

detektiert werden. 

 

Nach dem Proteintransfer auf Nitrozellulosemembranen werden diese mehrere Minuten in 

TBS gewaschen. Blockieren der unspezifischen Bindungen erreicht man durch einstündige 

Inkubation in Odyssey Blocking Puffer. Die Mischung von Erstantikörpern (je 1:1000 in 

Odyssey Blocking Puffer) wird für 1 h bei Raumtemperatur appliziert. Zur Herabsetzung des 

Hintergrundes empfiehlt sich die Verwendung von 0,1% Tween-20. Im Anschluß erfolgt 

viermaliges Waschen für je 5 min in 0,1% Tween-20 in TBS. Die fluoreszierenden 

Zweitantikörper werden 1:10.000 in Odyssey Blocking Puffer verdünnt und für 60 min im 

Dunkeln appliziert. Auch hier hilft die Verwendung von 0,1% Tween-20 sowie zusätzlich der 

Einsatz von 0,01% SDS. Vor dem Scanvorgang werden die Nitrozellulosemembranen viermal 

für je 5 min in 0,1% Tween-20 in TBS gewaschen und in TBS gelagert.   

BSA [µl] H2O [µl] Spector [µl]
0 100 900
10 90 900
20 80 900
30 70 900
40 60 900
50 50 900
60 40 900
70 30 900
80 20 900

Tabelle 7. Verdünnungsreihe für die Standardreihe der Proteinbestimmung nach Spector. 
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2.10.2.2 Quantifizierung über Kodak V 1.0 

Die Kodak-Software ist dafür ausgerichtet, Signale auf Röntgenfilm zu quantifizieren. Zu 

beachten ist hierbei, daß ausgewählte Röntgenfilme keine Überexposition zeigen dürfen, so 

daß im linearen Bereich gemessen werden kann. Die Signale werden hierbei im Modus 

„Summe“ analysiert. 

2.11 Difference gel electrophoresis (DIGE) 

Das DIGE-System (Ünlü et al., 1997) eignet sich für eine vergleichende Proteomanalyse wie 

die Analyse zweier funktionell unterschiedlicher Zustände. Der Vorteil des Systems 

gegenüber anderen verfügbaren Techniken liegt darin, daß in einem einzigen Gel 

verschiedene Proben direkt miteinander verglichen werden können. Durch die Einführung 

eines internen Standards, einem Gemisch aller an einem Versuch beteiligter Proben, und die 

dadurch stattfindende Normalisierung ist zudem ein Vergleich verschiedener Präparationen 

möglich, was den Einfluß biologischer Variationen und Gel-zu-Gel-Variationen minimiert. 

Die Proben werden hierbei vor der elektrophoretischen Trennung mit drei Farbstoffen 

gelabelt, die in Ladung und Masse identisch sind und dadurch zu keiner ungleichen 

Beeinflussung des Laufverhaltens gleicher Proteine führen. Die Farbstoffe zeigen große 

Sensitivität – bis zu 125 pg Protein können detektiert werden. Die kovalente Markierung der 

Proteine findet über die ε-Aminogruppe der Lysine statt. Da nur etwa 1 bis 2% der Lysine 

über die aktivierten Ester der CyDyes markiert werden (Minimallabeling) und einem 

tryptischen Verdau damit nicht mehr zur Verfügung stehen, können die Proben direkt für eine 

massenspektrometrische Analyse eingesetzt werden.  

2.11.1 Versuchsdesign 

Für die funktionelle Analyse zweier physiologisch unterschiedlicher Zustände synaptischer 

Vesikelproteine werden pro Zustand drei biologische Replikate generiert (Burré et al., 2006). 

Jede der sechs Präparationen à 75 µg wird zu zwei Dritteln mit Cy3 bzw. Cy5 markiert. Ein 

Drittel aller Probenvolumina wird für die Bildung des internen Standards verwendet und mit 

Cy2 gelabelt (Tabelle 8). Für jedes DIGE-Gel werden anschließend jeweils 50 µg Cy3-

gelabelte Kontrolle, 50 µg Cy5-gelabelte Depolarisation und 50 µg Cy2-gelabelter interner 

Standard vereinigt.  
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2.11.2 Vorbereitung der CyDyes 

Die Rekonstitution der CyDyes findet in frischem DMF statt. Nach Auftauen der Dyes für  

5 min bei Raumtemperatur werden diese auf eine Konzentration von 1 mM eingestellt. Man 

mischt 30 Sekunden durch starkes Vortexen. Die Dyes können nun direkt verwendet oder bei 

-15°C bis -30°C gelagert werden. Diese Stock-Solution muß jedoch vor Verwendung 

verdünnt werden. Die Herstellung der 400 µM Arbeitslösung besteht in der Mischung eines 

Volumens Stock-Solution und 1,5 Volumen DMF. In der Regel werden für die weitere 

Anwendung 2 µl CyDye und 3 µl DMF zu 400 pmol/µl gemischt. Die Labeling-Reaktion 

erfolgt dann durch Zugabe von 1 µl CyDye.  

2.11.3 Markierung 

Das Markieren der Proteine findet während der Immunpräzipitation nach Kopplung der 

synaptischen Vesikel an die Magnetbeads statt (Burré et al., 2006). Nach dreimaligem 

Waschen mit TBS pH 7,4 wird der pH-Wert der Lösung durch erneutes Waschen mit TBS  

pH 8,5 auf den erforderlichen Wert für die Labeling-Reaktion gebracht. Alle nachfolgenden 

Schritte werden im Dunkeln durchgeführt, um ein Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe zu 

vermeiden. Man markiert 50 µg Protein mit 400 pmol CyDye in TBS pH 8,5 für 30 min auf 

Eis. Fraktionen aus Synapsen unter Ruhebedingung werden mit Cy3 markiert, solche aus 

depolarisierten Synapsen mit Cy5. Eine gemischte Probe aus allen experimentellen Ansätzen 

wird mit Cy2 markiert und dient als interner Standard. Die Reaktion wird durch Zugabe von  

1 µl 10 mM Lysin für 10 min auf Eis gestoppt. Im Anschluß wäscht man erneut mit TBS  

pH 7,4 und eluiert mit 2% NP-40 in TBS für 30 min auf Eis. Die Eluate werden anschließend 

mit 50% Aceton präzipitiert.  

Probe einzusetzendes Protein Labeling mit aufgetrennt auf
K1 Kontrolle 1 50 µg 400 pmol Cy3 DIGE-Gel 1
K2 Kontrolle 2 50 µg 400 pmol Cy3 DIGE-Gel 2
K3 Kontrolle 3 50 µg 400 pmol Cy3 DIGE-Gel 3
D1 Depolarisation 1 50 µg 400 pmol Cy5 DIGE-Gel 1
D2 Depolarisation 2 50 µg 400 pmol Cy5 DIGE-Gel 2
D3 Depolarisation 3 50 µg 400 pmol Cy5 DIGE-Gel 3
IS Interner Standard Σ 25 µg (K1+K2+K3+D1+D2+D3) 1200 pmol Cy2 DIGE-Gele 1, 2 bzw. 3

Tabelle 8. Design des DIGE-Versuches. 
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2.11.4 Elektrophorese 

Als Elektrophoresesystem wird das BAC/SDS-System verwendet. Hierzu wird auf jedes der 

drei BAC-Gele eine Mischung aus je 50 µg Cy2-, Cy3- und Cy5-gelabelter Probe aufgetragen 

(Tabelle 8). Es ist darauf zu achten, daß während der Elektrophorese und der 

Äquilibrierungsschritte kein Licht an die Proben dringt, um ein Ausbleichen der 

Fluoreszenzfarbstoffe zu verhindern.  

2.11.5 Analyse 

2.11.5.1 Scan und statistische Auswertung 

Jedes Gel wird mittels des Typhoon 9400-Scanners gescannt: ein Scan für jeden der drei 

CyDyes bei 100 µm Auflösung (Tabelle 9). Die Anwendung des Exclusion-Filters erlaubt die 

Entfernung aller Spots, die keine Proteine darstellen. Die gescannten Bilder werden 

anschließend von der DeCyder Image-Software übereinandergelegt und verglichen.  

 

 

 

 
 
Um Proteinspotvolumina über eine experimentelle Reihe und mehrere Gele miteinander 

vergleichen zu können, sind zwei Schritte nötig: Die Detektion des internen Standards und der 

Probe innerhalb eines Gels und das Angleichen der internen Standardspots auf allen Gelen des 

Experimentes. Die Proteinabundanz eines jeden Proteins wird angegeben als Verhältnis 

relativ zum internen Standard (Cy3:Cy2 und Cy5:Cy2). Um mehrere Gele miteinander 

vergleichen zu können, muß sichergestellt sein, daß gleiche Spots miteinander verglichen 

werden. Durch die Verwendung des internen Standards werden die Gele aufeinander 

abgestimmt und ein direkter Gelvergleich möglich. Nach Anpassen der internen Standards 

können die Spotvolumina der Proben verschiedener Gele miteinander verglichen werden. Als 

statistische Analyse kommt der T-Test zur Anwendung, eine quantitative Evaluierung jedes 

Spotpaares durch Vergleich der Durchschnittswerte und der Standardabweichung der 

Proteinabundanz zwischen den beiden funktionellen Zuständen. 

Fluorophor Emiss ionsfilter (nm) Laser
Cy2 520 blau 488
Cy3 580 grün 532
Cy5 670 rot 633

Tabelle 9. CyDye-Fluorophore und Wellenlänge der Laser und Emissionsfilter. 
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2.11.5.2 Anfärbung und Massenspektrometrie 

Die Einführung der Farbstoffe durch das Minimallabeling führt zu einem leicht veränderten 

Laufverhalten der Proteine. Die Position des markierten Proteins auf dem 2D-Gel 

unterscheidet sich daher leicht von der des nicht markierten Proteins. Um diesem Verhalten 

Rechnung zu tragen, werden die DIGE-Gele mit Coomassie angefärbt. Durch 

Mustervergleich der CyDye-Fluoreszenzbilder mit dem der coomassiegefärbten Gele können 

die Positionen der fraglichen Proteine identifiziert werden. Die entsprechenden Proteinspots 

werden anschließend ausgeschnitten und nach tryptischem Verdau im Gel einer 

massenspektrometrischen Analyse zugeführt. 

2.12 Massenspektrometrie 

2.12.1 Grundlagen 

In der Massenspektrometrie werden im Hochvakuum erzeugte Ionen hinsichtlich ihrer 

Molekülmassen analysiert. Unterschiedliche Methoden können hierbei eingesetzt werden. In 

der MALDI-TOF-MS (matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight-mass 

spectrometry) werden auf einem Probenteller Probe und Matrix in großem Überschuß 

kokristallisiert und im Hochvakuum der Ionenquelle eines Massenspektrometers mit einem 

Laserimpuls weniger Nanosekunden beschossen (Karas und Hillenkamp, 1988). Die 

Anregungsenergie führt vor Erreichen eines thermischen Gleichgewichtes zu einem 

Phasenübergang, der Matrix- und Probenmoleküle in die Gasphase freisetzt. Die Ionen 

werden durch eine Elektrode durch das Flugrohr beschleunigt, in dem sie sich nach ihrem 

Masse/Ladungs-Verhältnis auftrennen. Die Masse läßt sich bei Erreichen des Detektors über 

die Flugzeit errechnen. Demgegenüber bedient sich die ESI-MS (electrospray ionization mass 

spectrometry) der elektrisch induzierten Desolvatisierung, dem Transfer von Ionen aus der 

Lösung in die Gasphase (Banks et al., 1994). Der bei Atmosphärendruck stattfindende 

Transfer gliedert sich in verschiedene Phasen. Zunächst bilden sich kleine geladene 

Tröpfchen aus Elektrolyten, was von einem kontinuierlichen Lösungsmittelverlust durch 

Verdampfen und einer Erhöhung der Ladungsdichte an der Tropfenoberfläche begleitet wird. 

Die Tröpfchen zerfallen weiter in Mikrotröpfchen (Coulomb-Explosionen), bis die 

Analytmoleküle beim Transfer in das Massenspektrometer komplett desolvatisiert sind. Dort 

werden die Ionen im Hochvakuum hinsichtlich ihrer Masse gefiltert und zum Detektor 

gelassen. Dies wird durch den Einsatz eines Quadrupols erreicht, der Ionen eines definierten 
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m/z-Verhältnisses unter dem Einfluß eines Wechsel- und Gleichspannungsfeldes von anderen 

Ionen trennt. Alternativ oder zusätzlich zu den Quadrupolen kann eine Ionenfalle zur 

Massenanalyse verwendet werden. Hierbei werden Ionen in einem geeigneten elektrischen 

Feld eingefangen, in dem sie für variable Zeiten auf stabilen Bahnen gehalten und hinsichtlich 

ihrer Masse analysiert werden können. Während eines Zyklus werden Ionen für eine 

begrenzte Zeit in der Falle akkumuliert und die Falle für den Eintritt weiterer Ionen blockiert. 

Zur Detektion werden die Ionen mit ansteigendem Molekulargewicht aus der Falle ejiziert 

und mit einem Sekundärelektronenvervielfacher nachgewiesen.  

2.12.2 Keratinfreies Arbeiten  

Die Massenspektrometrie beruht auf dem Nachweis enzymatisch gespaltener Proteine. Daher 

ist steriles Arbeiten von größter Wichtigkeit. Insbesondere für die Detektion niedrig 

abundanter Proteine erweisen sich Kontaminationen wie Keratin als sehr störend. Um diese 

Kontamination auszuschließen, werden sterile Pipettenspitzen, Reaktionsgefäße und 

Lösungen verwendet, die man durch Filtrieren (Maschengröße 0,45 µm) von 

Keratinkomplexen befreit.  

2.12.3 Verdau in Lösung 

Als Proteasen für den Verdau in Lösung werden Trypsin und Chymotrypsin eingesetzt. Für 

den Trypsin-Verdau werden mit Aceton präzipitierte, immungereinigte Proben zweier 

Saccharosegradienten in 10 µl 300 mM Harnstoff in 50 mM NH4HCO3 pH 8,5 resuspendiert 

und für 1 h unter Schütteln inkubiert. Man gibt 1 mM DTT in 50 mM NH4HCO3 zu und 

reduziert bei 37°C für 45 min unter Schütteln. Die Alkylierung erfolgt durch Zugabe von  

10 mM IAA in 50 mM NH4HCO3 und Schütteln für 1 h im Dunkeln. Für den Verdau gibt 

man 5 µg Trypsin in 1 mM HCl und 2 mM CaCl2 zu. Inkubiert wird bei 37°C für 18 h. Die 

Proteolyse wird durch Azidifizierung auf pH 3 gestoppt. Hierzu fügt man 2 µl 1:10-verdünnte 

Ameisensäure zu und trocknet den Ansatz in der Vakuumzentrifuge. Man wäscht durch 

Resuspension in 50 mM NH4HCO3 und trocknet die Suspension in der Vakuumzentrifuge. 

 

Für die Proteolyse mittels Chymotrypsin ist darauf zu achten, daß das pH-Optimum des 

Enzyms von pH 7,8 durch Verwendung eines geeigneten Puffers erreicht wird. Eine 

identische Probe wird in 10 µl 300 mM Harnstoff in 100 mM Tris-HCl pH 7,8 resuspendiert 

und für 1 h unter Schütteln inkubiert. Man fügt 1 mM DTT zu und inkubiert für 45 min bei 
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37°C. Die Alkylierung wird durch Zugabe von 10 mM IAA und einstündige Inkubation im 

Dunkeln erreicht. Für die Proteolyse gibt man 5 µg Chymotrpysin in 1 mM HCl und 10 mM 

CaCl2 zu und verdaut bei 25°C für 18 h. Die nötige Ansäuerung auf pH 3 findet durch Zugabe 

von 1,5 µl 1:10-verdünnter Ameisensäure statt. Die Suspension wird in der Vakuumzentrifuge 

getrocknet, mit 100 µl 50 mM NH4HCO3 gewaschen und nochmals in der Vakuumzentrifuge 

getrocknet. 

2.12.4 Probenvorbereitung für den Verdau im Gel 

Mit Hilfe eines Skalpells oder einer gekürzten Pipettenspitze werden Banden oder Spots aus 

einem Gel ausgeschnitten und in 1 mm3-große Würfel zerlegt. Diese werden mit 100 µl einer 

Mischung aus 15 mM Kaliumhexacyanoferrat-(III) und 50 mM Natriumthiosulfat für 10 min 

bei Raumtemperatur entfärbt. Die Gelstücke werden anschließend dreimal für 15 min mit je 

400 µl MilliQ-Wasser gewaschen. Man wiederholt dies dreimal für je 15 min mit 400 µl 50% 

Acetonitril und 25 mM Ammoniumbicarbonat pH 8,0 sowie zweimal für je 10 min mit 100 µl 

Acetonitril. Die Gelstücke werden vor der Reduzierung und Alkylierung in einer 

Vakuumzentrifuge für 15 min getrocknet. Die Reduktion findet für 1 h bei 56°C mit 100 µl 

frisch angesetztem 10 mM DTT in 100 mM NH4HCO3 statt. Man läßt die Proben abkühlen 

und alkyliert bei Raumtemperatur für 45 min im Dunkeln mit 100 µl 55 mM Iodacetamid in 

100 mM NH4HCO3. Die Proben werden dreimal für je 5 min mit 100 µl  

100 mM NH4HCO3 gewaschen, gefolgt von 5 min mit 100 µl Acetonitril, 5 min mit 100 µl 

100 mM NH4HCO3 und erneut 5 min mit 100 µl Acetonitril.  

2.12.5 Proteinverdau im Gel 

Die Gelstücke werden 15 min in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und auf Eis für  

45 min in Verdau-Puffer (50 mM NH4HCO3, 5 mM CaCl2, 12,5 ng/ml Trypsin) quellen 

gelassen. Man entfernt den Überstand, gibt 10 µl Verdau-Puffer ohne Trypsin zu und 

inkubiert über Nacht bei 37°C. Der peptidhaltige Überstand wird anschließend in ein 

Reaktionsgefäß überführt, die Gelstücke einer organischen Extraktion unterzogen. Hierfür 

werden diese nacheinander mit 100 µl 50% Acetonitril und 0,5% Trifluoressigsäure sowie 

zweimal mit je 50 µl 100% Acetonitril und 0,1% Trifluoressigsäure inkubiert. Alle 

Überstände werden vereinigt und in der Speed Vac getrocknet. 
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2.12.6 Matrix assisted laser desorption/ionization-time of flight-mass spectrometry 

Die MALDI-TOF-Experimente werden auf einem Voyager-DE STR oder einem Ultraflex-

TOF/TOF-Massenspektrometer durchgeführt. Die getrockneten Proben werden hierzu in 5 µl  

Wasser/Acetonitril/Trifluoressigsäure (TFA) (29/70/1 (v/v/v)) gelöst. Als Matrix werden  

2 mg/ml α-Cyanohydroxyzimtsäure in Wasser/Acetonitril/TFA (50/50/0,5 (v/v/v)) gelöst. 

Probe und Matrix werden nacheinander 1:1 auf einen Stahlteller pipettiert und zum 

Kristallisieren trocknen gelassen. Vor der Analyse wird die getrocknete Probe mit eiskalter 

5%iger Ameisensäure gewaschen, um Salzkontaminationen zu reduzieren. 

 

Die Massenspektren werden extern mittels des Sequazyme Peptide Mass Standards Kits und 

intern auf ein tryptisches Autolysepeptid (m/z 2163,06) kalibriert. Alle auf dem Voyager-DE 

STR aufgenommenen Spektren werden mit Data Explorer Version 4.3 prozessiert. Dies 

beinhaltet ein Filtern des Rauschens (Korrelationsfaktor 0,7) und Korrektur der Basislinie 

(Peakbreite 32; Flexibilität 0,5; Grad 0,1). Für die Datenbanksuche werden deisotopierte 

Peaks mit einem Signal/Rausch-Verhältnis von mindestens 5 verwendet. Spektren, die auf 

dem Ultraflex-TOF/TOF-Massenspektrometer aufgenommen wurden, werden mit 

flexAnalysis Version 2.2 und dem SNAP-Algorithmus prozessiert (Signal-zu-Rauschen-

Verhältnis 3, maximale Peakzahl 150, Qualitätsfaktorschwelle 80). Die Proteine werden 

mittels Mascot und der CDS-Datenbank identifiziert (Peptidmassentoleranz Ultraflex 

TOF/TOF 30 ppm, Voyager-DE STR 50 ppm, maximale ausgelassene Spaltung 1). Proteine 

mit einem Score von 67 oder höher werden als signifikant gewertet (p < 0,05). Die wenigen 

Proteine mit niedrigerem Score werden durch Bestätigung über Western Blot Analysen, 

aufgrund der Identifikation über mehrere Ansätze oder durch die Detektion als 

Proteinmischung dazugenommen. Letzteres reduziert den Score der Einzelproteine, obwohl 

das Protein als solches signifikant identifiziert worden wäre. 

2.12.7 Nanoscale-liquid chromatography electrospray ionization-tandem mass  
spectrometry 

Die Nanoflüssigkeitschromatographie wird auf einer 1100-Nanoflow-Proteomics-Solution mit 

einer PepMap nanoscale C18-Säule durchgeführt. Wasser/Acetonitril/Ameisensäure (97/3/0,1 

(v/v/v)) wird als Solvent A und Wasser/Acetonitril/Ameisensäure (3/97/0,1 (v/v/v)) als 

Solvent B verwendet. Die Proben werden in 20 µl Solvent A gelöst und 5 µl mit einer 

Fließrate von 20 µl/min auf einer Zorbax 300 SB-Vorsäule (0,3 x 5 mm, 5 µm) adsorbiert. 

Die Separation wird bei einer Fließrate von 20 µl/min mit einem linearen Gradienten 
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durchgeführt (3% - 40% Solvent B für 30 min, 40% - 80% Solvent B für 10 min, 80% Solvent 

B für 3 min, 80% - 3% Solvent B für 1 min, 3% Solvent B für 12 min). Die 

massenspektrometrische Analyse erfolgt online mit einem Qtrap 2000-

Hybridtandemmassenspektrometer.  

 

Die MS/MS-Daten werden mit Mascot Daemon extrahiert, die Datenbanksuche auf einem 

Mascot Server (Peptidtoleranz 0,5 Da; MS/MS-Toleranz 0,3 Da; maximale ausgelassene 

Spaltung 1) mit der CDS-Säugerdatenbank durchgeführt. Proteine mit einem Score von 37 

oder höher werden als signifikant gewertet (p < 0,05). 

2.13 Arbeiten mit Bakterien 

2.13.1 Steriles Arbeiten  

Im Umgang mit Bakterien ist auf steriles Arbeiten zu achten, um Kontaminationen mit 

anderen Bakterien, Pilzen und Hefen zu vermeiden. Ergriffene Maßnahmen umfassen die 

Verwendung von Antibiotika, Reinigung aller Arbeitsflächen mit 70% Ethanol und Arbeiten 

neben laufendem Bunsenbrenner. Die verwendeten Geräte und Lösungen werden durch 

Autoklavieren für 20 min bei 121°C oder durch Heißluft (3 h bei 180°C) sterilisiert.  

2.13.2 Nährmedien 

LB-Agar, pH 7,5 1% Casein 

   0,5% Hefeextrakt 

   0,5% NaCl 

   1,5% Agar 

100 µg/ml Ampicillin 

 

LB-Medium, pH 7,5 1% Casein 

   0,5% Hefeextrakt 

   0,5% NaCl 

100 µg/ml Ampicillin 

 

SOB-Medium  2% Casein 

   0,5% Hefeextrakt 

    10 mM NaCl 
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   2,5 mM KCl 

   Nach Autoklavieren gibt man 10 mM sterilfiltrierte MgSO4-Lösung zu. 

 

SOC-Medium SOB-Medium plus 20 mM sterile Glucose 

2.13.3 Anzucht von Bakterien 

2.13.3.1 Animpfen von Flüssigkulturen 

Für Kleinkulturen werden 5 ml Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft und über Nacht 

bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Für größere Kulturen werden 200 ml Medium mit 2 ml 

einer Minikultur angeimpft und für etwa 8 h bei 37°C inkubiert.  

2.13.3.2 Ausplattieren von Flüssigkulturen 

Mit Hilfe eines Drigalsky-Spatels wird eine Bakteriensuspension in kreisenden Bewegungen 

auf LB-Agar ausgebracht. Die Suspension muß hierbei so lange ausplattiert werden, bis die 

Flüssigkeit komplett in den Agar eingedrungen ist. Die Agarplatten werden anschließend im 

Brutschrank bei 37°C für 16 h inkubiert. 

2.13.3.3 Vereinzelungsausstrich 

Man streicht Bakterien mit Hilfe einer abgeflammten Impföse aus. Hierzu zieht man drei 

parallele Striche auf der Platte, die man anschließend senkrecht dazu kreuzt, bis ein Viereck 

ausgestrichen ist. Die Dichte der Bakterien nimmt mit jedem weiteren Ausstrich durch die 

Impföse ab und erreicht gegen Ende Einzelkolonien. Die Agarplatten werden anschließend im 

Brutschrank bei 37°C für 16 h inkubiert. 

2.13.4 Anlegen von Dauerkulturen 

Bakterienkulturen werden bis zu einer optischen Dichte (OD) von 0,6 kultiviert und 

anschließend mit 20% Glycerin versetzt, um ein Aufbrechen der Membran durch Entstehen 

von Eiskristallen zu verhindern. Aliquotierte Kulturen werden in flüssigem Stickstoff 

eingefroren und bei -80°C gelagert.  
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2.13.5 Herstellung elektrokompetenter Zellen 

Bakterien des Stammes Escherichia coli XL10 Gold werden in SOB-Medium bis zu einer 

OD600 von 0,6 kultiviert und anschließend für 15 min auf Eis gestellt. Die Zellen werden für 

15 min bei 2.600 g zentrifugiert, in 150 ml 10% Glycerin resuspendiert und erneut 

zentrifugiert. Diesen Waschschritt wiederholt man zweimal. Nach erfolgter Zentrifugation 

wird das Glycerin dekantiert und die Bakterien im verbliebenen Glycerin resuspendiert. Man 

aliquotiert die Kultur à 70 µl, friert die Bakterien in flüssigem Stickstoff ein und lagert diese 

bei -80°C. 

2.13.6 Plasmidpräparation durch alkalische Lyse 

Bakterienkulturen werden pelletiert und in EDTA- und RNase-haltigem Puffer resuspendiert. 

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

unerläßlich sind. Die Bakterien werden anschließend durch Zugabe von NaOH und SDS 

lysiert. SDS löst die Phospholipid- und Proteinkomponenten der Zellwände, Natronlauge 

denaturiert DNA und Proteine. Die Dauer der Inkubation ist hierbei entscheidend, da 

möglichst viel Plasmid-DNA, aber wenig chromosomale DNA freigesetzt werden und die 

Plasmid-DNA nicht irreversibel denaturiert werden soll. Das Lysat wird mit saurem 

Kaliumacetatpuffer neutralisiert. Das sich bildende Präzipitat aus Kaliumdodecylsulfat und 

Proteinen, chromosomaler DNA und bakterieller Zellreste wird abzentrifugiert. Die Plasmide 

bleiben in Lösung und renaturieren durch Neutralisieren der Lösung. Anschließend gibt man 

die Plasmidsuspension auf eine Anionenaustauschersäule (DEAE), an die negativ geladene 

DNA bei niedrigen Salzkonzentrationen bindet. Man wäscht mit hohen Salzkonzentrationen, 

um Spuren von RNA und Proteinen zu entfernen und eluiert die DNA bei noch höheren 

Salzkonzentrationen. Für präparative DNA-Präparationen wird die DNA anschließend für 1 h 

mit 0,75 Volumen Isopropanol präzipitiert. Der durch Zentrifugation (11.000 g, 4°C) 

erhaltene Bodensatz wird für 15 min mit 75%igem Ethanol gewaschen und nochmals 

zentrifugiert, das getrocknete Präzipitat in MilliQ resuspendiert. 

2.13.7 Konzentrationsbestimmung 

Für die Konzentrationsbestimmung von DNA eignen sich prinzipiell zwei Methoden. Eine der 

Methode beruht auf der Mengenabschätzung von Banden im Agarosegel, wobei ein Marker 

mit definierter Konzentration als Referenz dient. Die zweite Möglichkeit macht sich die 

Absorption der Purine und Pyrimidine bei 260 nm zunutze. Auch die Reinheit der DNA läßt 
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sich photometrisch bestimmen. Die aromatischen Aminosäuren der Proteine (Tyrosin, 

Phenylalanin, Tryptophan) absorbieren bei 280 nm. Setzt man die Meßwerte von 260 nm und 

280 nm ins Verhältnis, so ergeben sich für reine DNA-Lösungen Werte von 1,8 bis 2. 

2.13.8 Polymerase-Kettenreaktion  

Ein typischer PCR-Verlauf besteht aus drei unterschiedlichen Temperaturstufen. Man startet 

die Reaktion durch eine Temperaturerhöhung auf 94°C, um die doppelsträngig vorliegende 

DNA zu denaturieren. Da die DNA zu Beginn in einer noch recht komplexen, 

hochmolekularen Struktur vorliegt, wählt man einen längeren Zeitraum als für die 

Folgeschritte, um insbesondere GC-reiche Abschnitte zu denaturieren. Der zweite Schritt 

umfaßt eine Temperaturreduktion auf die für das Annealing der Primer festgelegte 

Temperatur. Diese Temperatur ist entscheidend für die Spezifität der PCR. Nach dem 

Anlagern der Primer erhöht man die Temperatur, um der Polymerase optimale Bedingungen 

für die Verlängerung der DNA-Sequenzen zu geben. Diese Schritte werden für 30 bis 35 

Zyklen wiederholt. In der Regel liegt dann genügend Produkt für weitere Analysen vor. Die 

verwendete Pwo-Polymerase besitzt neben der 5’→3’-Polymeraseaktivität zusätzlich eine 

5’→3’-Exonukleaseaktivität, die inkorrekte Nukleotide erkennt, entfernt und durch eine 

erneute Polymerisation ersetzt. Zusätzlich muß auf die Pufferbedingungen geachtet werden, 

die Spezifität und Prozessivität der Reaktion stark beeinflussen. Ferner können Glycerin und 

DMSO bei GC-reichen DNA-Sequenzen zugesetzt werden. Glycerin verlangsamt die 

Diffusionsgeschwindigkeit. Die Polymerase fällt normalerweise nach 100 bis 200 

Nukleotiden ab, diffundiert aber aufgrund des Glycerins nicht weit weg und kann sich daher 

sehr schnell wieder an die zu amplifizierende DNA-Sequenz anlagern. DMSO destabilisiert 

GC-Brücken über Veränderung der Dielektrizitätskonstanten der Lösung. 

 

 

 

 

 

 

 

Man mischt auf Eis die in Tabelle 10 gegebenen Komponenten in der angegebenen 

Reihenfolge und führt mit diesem Ansatz eine Hot-Start-PCR durch (Tabelle 11), die 

unspezifische Amplifikationen dadurch verhindert, daß die Amplifikation der Polymerase erst 

Volumen Komponente Endkonzentration
2 µl 10 mM each dNTP-Mix 200 µM
3 µl 10 µM forward Primer 300 nM
3 µl 10 µM reverse Primer 300 nM
x µl DNA

10 µl 10x Reaktionspuffer 1x
ad 98 µl MilliQ-W asser

2 µl Pwo-Polymerase 2 U

Tabelle 10. Zusammensetzung des PCR-Gemisches für eine Hot-Start-PCR 
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bei hohen Temperaturen einsetzt und dadurch die Polymerisation von unspezifisch 

hybridisierten Primern bei niedrigen Temperaturen vermieden wird. Bei kleineren Ansätzen 

überschichtet man mit Chill-Out-Wachs, um ein Verdampfen der Lösung während der PCR 

zu vermeiden.  

 

 

 

 

 

 

2.13.9 Präzipitation von DNA 

Die zu präzipitierende DNA-Lösung wird auf 0,3 M Natriumacetat pH 5,2 eingestellt. Man 

gibt das 2,5-fache Volumen Ethanol zu und fällt bei Raumtemperatur für 30 min. Geringe 

DNA-Konzentrationen können für längere Zeiträume bei 4°C oder -20°C präzipitiert werden. 

Anschließend zentrifugiert man für 30 min bei 11.000 g und 4°C. Das Pellet wird mit 

75%igem Ethanol gewaschen und für 10 min bei 11.000 g und 4°C zentrifugiert. Man 

trocknet das Pellet und resuspendiert in einem entsprechendem Volumen MilliQ-Wasser.  

2.13.10 Restriktion 

Die Restriktionsanalyse verwendet man zur Charakterisierung, Identifizierung und Isolierung 

doppelsträngiger DNA-Moleküle. Restriktionsenzyme binden und spalten doppelsträngige 

DNA-Moleküle sequenzspezifisch. Die entstandenen Fragmente können im Agarosegel über 

Färbung mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht und für Ligationsreaktionen aus dem Gel 

isoliert werden. Die zu analysierende DNA wird mit dem/n Restriktionsenzym/en unter 

definierten Pufferbedingungen und bei definierter Temperatur für eine bestimmte Zeit 

inkubiert. Reaktionspuffer enthalten in der Regel einen Tris-Puffer, MgCl2, NaCl oder KCl, 

ein Sulfhydrylreagenz zur Stabilisierung des Enzyms sowie ein divalentes Kation wie Mg2+, 

das für die Enzymaktivität nötig ist. Der pH-Wert des Puffers liegt meist zwischen pH 7,5 und 

pH 8. Man wählt gewöhnlicherweise Ansätze von 20 µl mit 10x Restriktionspuffer, der für 

die eingesetzte DNA-Konzentration empfohlenen Restriktionsenzymkonzentration und füllt 

mit Wasser auf. Der Restriktionsansatz wird für mindestens 2 h bei 37°C inkubiert. Beste 

Ergebnisse erzielt man über Nacht. Hierbei ist wichtig zu überprüfen, daß das Enzym keine 

Schritt Temperatur Dauer
0) Block auf 94°C vorheizen Pause
1) 94°C 2 min
2) 94°C 30 sek

45°C 30 sek
72°C 1 min

3) 72°C 5 min
4) 4°C Pause

35 Zyklen

Tabelle 11. PCR-Programm für eine Hot-Start-PCR 
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Staraktivität besitzt. Ist diese vorhanden, so muß die Inkubationszeit verkürzt werden, da das 

Restriktionsenzym bei längerer Anwendung unspezifisch schneidet.  

 

Für präparative Restriktionen ist die Verwendung von CIAP (Calf Intestine Alkaline 

Phosphatase) von Vorteil. Dieses Enzym katalysiert die Abspaltung von Phosphatgruppen, 

was die Ligationseffizienz durch Reduktion unerwünschter Ligationsprodukte und  Religation 

erhöht. Zu einem 20 µl-Restriktionsansatz gibt man hierzu 1 U CIAP. 

2.13.11 Agarose-Gelelektrophorese 

Gelelektrophoretische Auftrennungen von Nukleinsäuren können prinzipiell in 

Polyacrylamid- als auch Agarosegelen durchgeführt werden. Die Wahl des Trägermaterials 

wird von der Größe der zu analysierenden Nukleinsäure bestimmt. Für gängige 

Nukleinsäuregrößen ist Agarose das gängige Trägermaterial.  

 

Für die Herstellung eines Agarosegels wiegt man Agarose ein, füllt mit 0,5x TBE-Puffer  

(50 mM Tris, 41,5 mM Borsäure, 0,5 mM EDTA) auf ein definiertes Volumen auf und erhitzt 

die Mischung in der Mikrowelle, bis sich eine klare Lösung gebildet hat. Man setzt 0,5 µg/ml 

Ethidiumbromid zu und gießt die Lösung in eine vorbereitete Gelkammer. Ethidiumbromid ist 

ein organischer Farbstoff, dessen aromatische Ringe mit den heteroaromatischen Ringen der 

Basen der Nukleinsäuren interagieren. Die Bindung an DNA bewirkt eine Verstärkung der 

Fluoreszenz im Vergleich zur Hintergrundfärbung des Gels. Restringierte Proben oder 

supercoiled DNA werden mit DNA-Ladepuffer (50% Glycerin, 10 mM EDTA pH 8,0,  

0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol FF) supplementiert und im Agarosegel bei  

75 mA aufgetrennt. Als Elektrophoresepuffer wird 0,5x TBE-Puffer mit 1 µg/ml 

Ethidiumbromid verwendet. Die DNA-Banden können an einem UV-Tisch durch Anregung 

des Ethidiumbromids bei 254 bis 366 nm und Emission bei 590 nm sichtbar gemacht werden. 

2.13.12 DNA-Isolation aus Agarosegelen  

Banden von Interesse werden mit einem Skalpell aus einem Agarosegel ausgeschnitten. Man 

gibt 0,5 Volumen 3 M Natriumacetat-Lösung pH 5,2 und 4,5 Volumen 6 M NaI-Lösung zu 

und inkubiert für 2 bis 5 min bei 55°C, bis das Agarosegel komplett aufgelöst ist. 

Anschließend gibt man Glaspuderlösung zu: 6 µl für die ersten 2 µg sowie zusätzlich 1 µl 

Lösung für weitere 0,5 µg DNA. Man mischt gut und inkubiert für 5 min bei 
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Raumtemperatur. Sind die Fragmente kleiner als 1.000 bp, inkubiert man bei 55°C, um die 

Bindeeffizienz zu erhöhen. Man zentrifugiert 10 sek bei 16.000 g und wäscht das 

Glaspuderpellet viermal mit dem 50-fachen Volumen Waschpuffer (10 ml Waschkonzentrat 

in 50% Ethanol) des ursprünglich eingesetzten Glaspudervolumens. Die Elution findet durch 

Resuspension und Inkubation des Pellets in einem Volumen Tris-Puffer (10 mM Tris pH 8,0) 

des ursprünglichen Glaspudervolumens bei 55°C für 5 min statt. Nach erneuter Zentrifugation 

wird der DNA-haltige Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bei -20°C 

gelagert.  

2.13.13 Ligation 

Unter Ligation versteht man die kovalente Verknüpfung zweier oder mehr DNA-Fragmente 

über die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen der 3’-Hydroxylgruppe eines 

Nukleotids mit der 5’-Phosphatgruppe eines anderen Nukleotids. Zum Einsatz kommt die T4-

DNA-Ligase aus dem T4-Bakteriophagen. Das für die Reaktion nötige ATP stammt aus dem 

Reaktionspuffer. Die Reaktion verläuft über die Bildung eines Enzym-Nukleotid-Intermediats 

durch Transfer des AMP-Anteils von ATP auf die Aminogruppe einer Lysinseitenkette des 

Enzyms. Der AMP-Rest wird anschließend auf das 5’-Phosphatende der DNA übertragen und 

die Phosphodiesterbindung über den Angriff der 3’-OH-Gruppe auf das aktivierte 5’-Phosphat 

unter Freisetzung des AMP-Restes und des Enzyms geknüpft. 

2.13.14 Transformation 

Das Einbringen von DNA über Elektroporation beruht auf einer transienten Permeabilität der 

Zellmembranen, die durch Applikation eines kurzen elektrischen Pulses hoher Feldstärke 

erreicht wird. Für die Transformation taut man benötigte Zellaliquots elektrokompetenter  

E. coli auf Eis auf. Den zu transformierenden Ligationsansatz inkubiert man bei 65°C für  

10 min, um die T4-DNA-Ligase von der DNA zu lösen, da diese die Transformationseffizienz 

herabsetzt. Man versetzt eiskaltes Glycerin mit 1 µg des Ligationsansatzes auf ein 

Endvolumen von 10 µl und gibt dies zu den aufgetauten E. coli zu. Der Ansatz wird in 

vorgekühlte Elektroporationsküvetten pipettiert und anschließend transformiert (1,4 kV,  

50 µF, 125 Ω). Erreichte Pulsdauern sollten bei 5 bis 6 ms liegen. Nach der Elektroporation 

gibt man 800 µl SOC-Medium zu und inkubiert für 90 min unter gelegentlichem Schwenken 

bei 37°C. Variable Volumina werden auf Agarplatten mit Ampicillin ausplattiert und über 

Nacht bei 37°C inkubiert. 
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2.13.15 Sequenzierung 

Zu sequenzierende Nukleinsäuren werden zusammen mit entsprechenden Primern der Firma 

SRD (Oberursel, Deutschland) übergeben. Für eine größtmögliche Sicherheit werden beide 

Sequenzenden ansequenziert. Die Sequenzierung beruht auf einem gelgestützten Verfahren 

nach Erzeugung basenspezifisch endender DNA-Populationen, die in einer nachfolgenden 

denaturierenden Polyacrylamidgelelektrophorese nach ihrer Größe getrennt werden. Die 

Beendigung der Synthese des in die Reaktion gegebenen DNA-Stranges wird hierbei durch 

Zufügen von Didesoxynukleotiden erreicht, deren Einbau in die DNA zu einem 

Kettenabbruch aufgrund der fehlenden 3’OH-Gruppe führt.  

2.14 Arbeiten mit eukaryontischen Zellen 

2.14.1 Steriles Arbeiten 

Alle Arbeiten mit eukaryontischen Zellen finden unter sterilen Bedingungen statt. Medien und 

Puffer werden vor Gebrauch auf 37°C vorgewärmt, um die Zellen keinem unnötigen Streß 

auszusetzen. Alle nicht käuflich erworbenen sterilen Lösungen werden vor Gebrauch für  

20 min bei 120°C autoklaviert oder bei Unverträglichkeit gegenüber Hitze sterilfiltriert. 

2.14.2 Medien 

PC12-Zellen DMEM “15%“ (DMEM mit Glutamax-I (L-Alanyl-L-Glutamin), 4,5 g/l 

Glucose, mit Pyridoxin) mit 10% Pferdeserum, 5% fötalem 

Kälberserum, 50 U Penicillin und 50 µg Streptomycin 

CHO-Zellen Ham’s F12 Medium mit 10% fötalem Kälberserum, 50 U Penicillin und 

50 µg Streptomycin 

2.14.3 Zellinien 

2.14.3.1 CHO-Zellen 

Die epithelienähnelnde CHO-Zellinie (Chinese Hamster Ovary) entstammt einer Ovarbiopsie 

an einem adulten Hamster. Die CHO-K1-Zellinie wurde ursprünglich von der American Type 

Culture Collection (Manassas, VA, USA) bezogen. Die Zellinie zeigt Verdopplungsraten von 

vier Stunden, läßt sich auf unbeschichteten Plastikschalen gut kultivieren und zeigt nach 

Elektroporation Transfektionseffizienzen von 50 bis 80%.  
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2.14.3.2 PC12-Zellen 

Die in dieser Arbeit verwendeten PC12-Zellen (Phäochromocytoma) entstammen einem 

Tumor des Nebennierenmarks und ähneln daher Neuronen. Embryonal gehen sie aus dem 

Gewebe der Neuralleiste hervor. Sie besitzen die charakteristischen Eigenschaften von 

Neuronen wie die Synthese, Speicherung, Freisetzung und Aufnahme von Catecholaminen 

(Greene und Rein, 1977) und differenzieren unter Gabe von NGF (neural growth factor) in 

sympathische Neuronen aus, die unter anderem durch Proliferationsstopp, die Ausbildung 

langer Neuriten sowie das Erscheinen elektrischer Erregbarkeit charakterisiert sind. PC12-

Zellen kommen aus diesem Grund als Modellsystem für Neuronen zum Einsatz. Dennoch 

sollte bei Verwendung der Zellinie klar sein, daß PC12-Zellen einem Tumor abstammen und 

sich daher von nicht-transformierten Zellen unterscheiden. Zusätzlich durchlaufen sie 

spontane Mutationen und führen daher zu abweichenden Zellvarianten.  

 

Die Behandlung mit NGF führt zu einer verschlechterten Adhäsion der Zellen aufgrund der 

durch die Neuritenbildung eingeführten lateralen Spannung. Die Ausbildung langer Neuriten  

benötigt in der Regel eine bis zwei Wochen. Für eine schnellere Neuritenbildung nach 

Elektroporation der Zellen ist es daher ratsam, die Zellen mit NGF vorzubehandeln (Priming). 

2.14.4 Kultivierung 

Eukaryontische Zellen werden bei 37°C zügig aufgetaut und anschließend in 10 ml Medium 

aufgenommen. Man zentrifugiert bei 300 g für 5 min, um DMSO zu entfernen, das als 

Frostschutzmittel zu den Dauerkulturen gegeben wird. Das Zellpellet wird anschließend in  

5 ml Medium aufgenommen und in einer Petrischale (Ø 15 cm) ausplattiert. Man kultiviert bis 

zu einer hinreichenden Konfluenz bei 37°C und 10% CO2. 

2.14.5 Passagieren 

80 bis 90% konfluente Platten werden zwei Mal mit 37°C PBS gewaschen. Anschließend löst 

man im Falle der CHO-Zellen diese durch zweiminütige Inkubation mit Trypsin von der 

Oberfläche der Petrischale und stoppt die Reaktion durch Zugabe von 5 ml Kulturmedium 

und Resuspension. CHO-Zellen werden alle zwei bis drei Tage 1:12 passagiert. PC12-Zellen 

werden ohne Trypsin von der Petrischale abgelöst. Hierzu spült man mit 5 ml Kulturmedium 

mehrmals über die Platte und passagiert  alle zwei bis drei Tage 1:3.  
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2.14.6 Transfektion über Elektroporation 

Mittels Elektroporation lassen sich eukaryontische Zellen leicht und effizient transfizieren. 

Die Zellen in Elektroporationspuffer werden hierbei in ein elektrisches Feld gebracht und 

kurzen elektrischen Pulsen hoher Feldstärke ausgesetzt. Dabei entstehen kurzzeitig Poren in 

den Zellmembranen, durch die Makromoleküle wie DNA in die Zelle gelangen können. 

 

PC12- oder CHO-Zellen werden von 80 bis 90% konfluenten Platten abgelöst. Man pelletiert 

durch Zentrifugation für 5 min bei 300 g. Die Zellpellets werden in 10 ml 

Elektroporationspuffer (137 mM NaCl, 5 mM KCl, 0,7 mM Na2HPO4, 6 mM D-Glukose,  

20 mM HEPES pH 7,05) resuspendiert und erneut zentrifugiert. Man resuspendiert in 800 µl 

Elektroporationspuffer, überführt in eine Elektroporationsküvette, in die bereits 50 µg zu 

transfizierende DNA vorgelegt wurden, und transfiziert die Zellen nach zweiminütiger 

Inkubation. Zu wählende Parameter sind 500 µF, 310 V und 129 Ω im Falle der PC12-Zellen 

bzw. 250 µF, 420 V und 129 Ω für die CHO-Zellen. Nach der Elektroporation werden die 

Zellen sofort in aufgewärmtes Recovery-Medium (Kulturmedium mit 3 mM EGTA) überführt 

und für 45 min im Brutschrank bei 37°C und 10% CO2 inkubiert. Anschließend zentrifugiert 

man für 5 min bei 300 g, resuspendiert in 3 ml Kulturmedium und überführt die Zellen auf 

Kulturschalen.  

2.14.7 Transfektion mit Dreamfect 

PC12-Zellen lassen sich über Elektroporation nur unzureichend transfizieren. Ein Großteil der 

Zellen stirbt ab oder zeigt minimale Transfektionsraten. Aus diesem Grund wurde Dreamfect 

(OZ Bioscience) verwendet. Man verdünnt hierzu 0,5 µg DNA und 2 µl Dreamfect in jeweils 

50 µl Medium ohne Serum und Antibiotika. Beide Lösungen werden innerhalb von 5 min 

durch vorsichtiges Pipettieren gemischt und für 15 bis 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Man gibt den Ansatz von 100 µl zu 400 µl in Vollmedium befindlichen PC12-Zellen (25.000 

Zellen pro Well einer 24-Multiwellplate) und inkubiert für 48 h bei 37°C.  

2.14.8 Zellzahlbestimmung 

Die Zellzahlbestimmung erfolgt mit Hilfe eines Hämozytometers. Hierzu werden 50 µl einer 

Zellsuspension mit 50 µl Medium verdünnt. Anschließend verdünnt man diese Lösung 

nochmals 1:2 mit Trypanblau und füllt die Lösung in die Neubauer-Zählkammer ein. Das 

Deckglas sollte hierbei so angedrückt werden, daß sich Newtonsche Ringe bilden, da nur dann 
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gewährleistet ist, daß der verbleibende Zwischenraum einem Volumen von 10-4 ml entspricht. 

Aufgrund der angefertigten 1:4-Verdünnung summiert man vier Quadrate und erhält so die 

Zellzahl pro ml nach Multiplikation mit 104. 

2.14.9 Anlegen von Dauerkulturen 

Zellen werden von einer konfluenten Platte abgelöst und durch Zentrifugation für 5 min bei 

300 g pelettiert. Man resuspendiert in einem kleinen Volumen Komplettmedium, das mit 10% 

DMSO supplementiert ist und aliquotiert in Kryoröhrchen. Die Zellen werden im Anschluß 

mit einer Geschwindigkeit von 1°C pro Minute auf mindestens -60°C abgekühlt oder 

wahlweise über Nacht in eine Gefriertruhe von -70 bis -80°C gestellt. Im Anschluß werden 

die Kulturen in flüssigem Stickstoff gelagert. 

2.15 Membranfraktion 

Zur Herstellung einer groben Membranfraktion kultivierter CHO- oder PC12-Zellen werden 

Kulturplatten auf Eis gestellt, das Kulturmedium entfernt und zweimal mit eiskaltem 

Waschpuffer (150 mM NaCl, 10 mM HEPES, pH 7,4) gewaschen. Anschließend gibt man  

3 ml Homogenisationspuffer (Waschpuffer plus je 2 µg/ml Antipain, Leupeptin und 

Chymostatin, 1 µg/ml Pepstatin, 1 mM Benzamidin) zu und löst die Zellen mit Hilfe eines 

Zellschabers von der Oberfläche der Kulturschale. Mit weiteren 3 ml Homogenisationspuffer 

spült man restliche Zellen ab und sedimentiert die Zellen durch Zentrifugation für 5 min bei 

370 g und 4°C. Das Pellet wird in 1 ml Homogenisationspuffer resuspendiert und in 15 

Durchgängen mit einem Elvehjem-Homogenisator homogenisiert. Zur gründlichen 

Resuspension wird die Suspension auf Eis mit Ultraschall behandelt. Zellkerne und andere 

große Zelltrümmer werden durch Zentrifugation für 10 min bei 300 g und 4°C abgetrennt. 

Der Überstand wird zur Trennung der Membranfraktion von löslichen Proteinen für 45 min 

bei 100.000 g und 4°C zentrifugiert. Für eine gründliche Trennung wiederholt man die 

Zentrifugation nach Resuspension des Pellets in Homogenisationspuffer.  

 

Eine differentielle Analyse erhält man durch Ablösen peripher assoziierter Proteine. 

Membranfraktionen werden hierzu entweder in 1 M NaCl in PBS, in 100 mM Glycinpuffer 

pH 2,8 oder in 100 mM Na2CO3 pH 11 resuspendiert und für 60 min auf Eis inkubiert. Die 

Trennung der Membranfraktion von den abgelösten Proteinen erfolgt mittels Zentrifugation 

für 60 min bei 100.000 g und 4°C.  
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2.16 Immunzytochemie 

Mittels Immunzytochemie lassen sich Proteine an fixierten Zellen nachweisen und 

subzelluläre Lokalisationen untersuchen. Hierfür werden Zellen auf Deckgläschen kultiviert 

und fixiert. Im Anschluß sind die Zellen für Inkubationen mit Antikörpern zugänglich. 

2.16.1 Beschichten von Deckgläschen 

Für die Beschichtung von Deckgläschen werden 100 µl  Poly-L-Lysin (4 µg/100 µl) auf 

Deckgläschen (Ø 10 mm) pipettiert und für 30 min inkubiert. Im Anschluß wäscht man 

dreimal für 5 min mit Wasser und läßt die Deckgläschen anschließend trocknen. 

2.16.2 Fixierung, Antikörperinkubation und Einbetten 

Zellen lassen sich mit einer Vielzahl von Substanzen fixieren. Für PC12- und CHO-Zellen hat 

sich die Fixierung mit eiskaltem Methanol als geeignet erwiesen. Hierzu werden auf 

Deckgläschen befindliche Zellen dreimal mit 37°C-warmem PBS gewaschen und 

anschließend für 7 min bei -20°C mit eiskaltem Methanol fixiert. Vor der Inkubation mit dem 

ersten Antikörper wäscht man dreimal mit PBS, um überschüssiges Methanol zu entfernen 

und inkubiert anschließend 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 gemeinsam 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 besonders an AT-reiche Bereiche der DNA 

bindet und somit selektiv den Nukleus markiert. Bei Doppelmarkierungen erfolgt die 

Inkubation mit den Zweitantikörpern nacheinander. Zwischen deren Applikation werden die 

Deckgläschen dreimal mit PBS gewaschen sowie für 20 min mit 5% BSA inkubiert. Die 

Deckgläschen werden anschließend 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 Polymer getrocknet, und die Deckgläschen können mit Lack umrandet werden.  

2.16.3 Permeabilisierung mit flüssigem Stickstoff 

Um Zellen von löslichen zytosolischen Bestandteilen vor der Fixierung zu befreien, werden 

diese mit eiskaltem PBS und anschließend mit eiskaltem Glutamatpuffer (25 mM HEPES  

pH 7,4, 25 mM KCl, 2,5 mM Mg(OAc)2, 5 mM EGTA, 150 mM K-Glutamat) gewaschen. 
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Man entfernt alle Flüssigkeit vom Deckgläschen und hält es in flüssigen Stickstoff. Das 

Deckgläschen wird für 1 min in Glutamatpuffer gewaschen, bevor die Fixierung mit Methanol 

erfolgt. 

2.16.4 Dokumentation 

Die immunzytologischen Markierungen werden mit einem Fluoreszenzmikroskop analysiert. 

Anregungs- und Emissionswellenlängen der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe sind in 

Tabelle 12 wiedergegeben. 

 

 

 

 

2.17 Immunhistochemie 

Über Immunhistochemie läßt sich die Lokalisation von Proteinen in Gewebeschnitten 

untersuchen. Hierfür werden Ratten mit Paraformaldehyd perfundiert, die benötigten Gewebe 

anschließend mit einem Gefriermikrotom geschnitten und mit Antikörpern inkubiert.  

2.17.1 Beschichten von Objektträgern 

Objektträger werden für 1 min in Aceton inkubiert und anschließend mit einem fusselfreien 

Tuch gesäubert. Man inkubiert für 5 bis 10 sek in 0,01% Poly-L-Lysin und läßt die Lösung 

trocknen. Beschichtete Objektträger werden bei 4°C gelagert. 

2.17.2 Perfusion 

Man betäubt Ratten zunächst mit 2 ml Forene und spritzt im Anschluß intraperitoneal 2,5 ml 

Narcoren sowie nach wirkender Betäubung 0,5 ml einer Mischung aus Ketavet, Rompun und 

isotonischer NaCl-Lösung (4/1/3). Die Ratte wird für 3 min mit 20 U/ml Heparin in PBS und 

für weitere 30 min mit 3% Paraformaldehyd (PFA) in PBS bei 40 rpm perfundiert. Die 

entnommenen Gewebe werden in 3% PFA in PBS für 2 h bei 4°C inkubiert und anschließend 

für weitere 2 h in 30% Saccharose in PBS überführt. Die Saccharoselösung wird nach 4 h,  

24 h und 48 h durch frische Lösung ersetzt.  

Farbs toff Anregung Emiss ion
DAPI 358 461
Cy3 550 570

Alexa 488 495 519

Tabelle 12. Anregungs- und Emissionswellenlängen der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe. 
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2.17.3 Einbetten  

Gewebe werden nach Entfernung der Zuckerlösung für 20 min in Tissue-Tek inkubiert, 

anschließend auf Trockeneis in Tissue-Tek eingebettet und bei -80°C gelagert. 

2.17.4 Anfertigung von Gefrierschnitten 

Auf -27°C äquilibrierte Gewebe werden zunächst mit einer Rasierklinge so 

zurechtgeschnitten, daß möglichst wenig Tissue-Tek um das Gewebe herum vorhanden ist. 

Anschließend fertigt man 10 µm-dicke Schnitte an und überführt diese auf beschichtete 

Objektträger. Die Objekte werden für mindestens 30 min auf einer Heizplatte bei 30°C 

getrocknet und anschließend bei 4°C gelagert.  

2.17.5 Antikörperinkubation 

Man umrundet die Gewebeschnitte auf Objektträgern mit einem Fettstift und wäscht kurz in 

PBS. Anschließend inkubiert man für 10 min in 0,1% Triton X-100 in PBS. Das Triton wird 

gründlich entfernt und die Gewebe für 30 min in 5% BSA in PBS zur Blockierung 

unspezifischer Bindungen inkubiert. Die Inkubation mit dem ersten Antikörper und alle 

weiteren Schritte erfolgen wie für die Immunzytochemie beschrieben. Inkubiert man mit zwei 

Erstantikörpern aus gleichen Spezies wird wie folgt verfahren: Im Anschluß an die 

Applikation des ersten Erstantikörpers inkubiert man nach gründlichem Waschen mit PBS für 

1 h mit 5% BSA in PBS. Anschließend inkubiert man mit Cy3-gekoppelten Fab-Fragmenten 

(1:50) für 1 h und wäscht für 90 min in PBS durch mehrmaliges Wechseln der Lösung. Es 

wird nochmals für 1 h mit 5% BSA in PBS inkubiert und das Prozedere anschließend für den 

zweiten Erstantikörper wie beschrieben wiederholt.  

 

Für eine Lokalisationsanalyse über alkalische Phosphatase (AP) wäscht man nach Inkubation 

mit dem Erstantikörper über Nacht dreimal mit TBS und inkubiert anschließend für 1 h mit 

der Zweitantikörper-konjugierten alkalischen Phosphatase in 1% BSA in TBS (1:50). Nach 

dreimaligem Waschen mit TBS blockiert man für 30 min die endogene, gewebsunspezifische 

alkalische Phosphatase durch Inkubation in 2 mM Levamisol. Man entwickelt mit NBT/BCIP 

(0,15 mg/ml BCIP und 0,3 mg/ml NBT in 100 mM Tris und 5 mM MgCl2 pH 9,5) in 

Anwesenheit von 2 mM Levamisol bis zur hinreichenden Färbung. Die Reaktion wird durch 

dreimaliges Waschen mit TBS gestoppt. 
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2.18 Arbeiten mit RNA 

Beim Arbeiten mit RNA ist darauf zu achten, RNasen inaktiv zu halten und zügig zu arbeiten. 

Insbesondere bei der RNA-Präparation aus frischem Gewebe muß die Probe schnell 

weiterverarbeitet werden. Hierfür geeignet ist sofortiges Einfrieren in flüssigem Stickstoff 

oder Homogenisieren in denaturierendem Agens. Eingefrorene Proben können später 

verarbeitet werden, müssen aber unbedingt kalt gehalten werden. Zudem ist es nötig, RNase-

freie  Labormaterialien und Puffer zu verwenden. Bis auf primäre Amine-enthaltende Puffer 

können alle Lösungen durch Behandlung mit 0,1% Diethylpyrocarbonat (DEPC) von RNasen 

befreit werden. Die Wirkung des DEPC liegt in der Zerstörung enzymatischer Aktivität durch 

Modifikation von -NH, -SH und -OH-Gruppen. Da DEPC jedoch auch mit RNA reagieren 

kann, muß es vor Verwendung autoklaviert werden. DEPC zersetzt sich hierbei zu CO2 und 

Wasser. DEPC-unverträgliche Substanzen werden erst nach der DEPC-Behandlung 

zugegeben, DEPC-inkompatible Lösungen mittels eines 0,45 µm-Sterilfilters von RNase 

befreit. Alle verwendeten Glasgeräte können durch Erhitzen für 3 h bei 180°C sterilisiert 

werden. Plastikgeräte wäscht man mit 1 M Natronlauge und 0,1 M SDS aus und entfernt die 

basische Detergenzlösung anschließend durch Waschen mit RNase-freiem Wasser.  

2.18.1 Präparation von RNA aus frischem Gewebe 

Das Prinzip der RNA-Aufreinigung basiert auf der Isolierung nichtdegradierter Nukleinsäuren 

mit Guanidiniumsalzen und Phenol (Chomczynski, 1993). Die RNA wird hierbei durch die 

saure Guanidiniumthiocyanat/Phenol-Extraktion selektiv in der wäßrigen Phase 

zurückgehalten, während DNA und Proteine in der organischen Phase bzw. Interphase 

verbleiben.  

 

Die Aufreinigung der RNA erfolgt mittels TRItidy. Gewünschte Gewebe werden zügig 

präpariert und auf Eis gelagert. Auf 100 mg Naßgewicht gibt man 1 ml TRItidy und 

homogenisiert mit Hilfe eines Ultraturrax 1 bis 2 min auf Eis. Bildet sich Schaum, so stellt 

man die Probe für einige Zeit auf Eis und fährt dann mit der Homogenisierung fort. Die 

Proben werden anschließend für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Pro ml TRItidy gibt 

man 200 µl Chloroform zu und schüttelt nach kurzem Schwenken einige Male. Man inkubiert 

für 10 min bei Raumtemperatur und zentrifugiert anschließend für 15 min bei 12.000 g und 

4°C. Der RNA-haltige Überstand wird in ein neues Röhrchen überführt und mit 0,5 ml 

Isopropanol pro ml TRItidy für mindestens 1 h bei -20°C präzipitiert. Man zentrifugiert für  

45 min bei 12.000 g und 4°C, wäscht das Pellet mit 1 ml 75%igem Ethanol pro ml TRItidy 
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und zentrifugiert für 5 min bei 7.500 g und 4°C. Das Pellet wird anschließend für 1 h 

getrocknet, in RNase-freiem Wasser resuspendiert und die erhaltene Suspension bei  

-80°C eingefroren.  

2.18.2 Konzentrationsbestimmung 

Die Konzentration von RNA wird photometrisch bei 260 nm bestimmt. Einer optischen 

Dichte von 1 entspricht hierbei eine RNA-Konzentration von 40 µg/ml. Diese Beziehung gilt 

für die Messung bei neutralem pH aufgrund der Bestimmung des RNA-

Extinktionskoeffizienten bei pH 7. Die Reinheit der isolierten RNA bezüglich 

Proteinkontaminationen bestimmt man durch das Verhältnis der Werte für 260 und 280 nm. 

Das Verhältnis wird stark durch den pH-Wert beeinflußt. Geringe pH-Werte resultieren in 

einer reduzierten Sensitivität für Proteinkontaminationen (Wilfinger et al., 1997). Daher sollte 

die Reinheit der RNA in 10 mM Tris pH 7,5 bestimmt werden. Reine RNA besitzt Werte 

zwischen 1,9 und 2,1.  

2.18.3 Reinigung der RNA  

In aus Geweben isolierter RNA sind trotz der Entfernung von Proteinen und DNA durch 

TRItidy in den meisten Fällen DNA-Kontaminationen enthalten. Daher ist es unumgänglich, 

Proben dieser Gewebe einem DNase I-Verdau zu unterziehen. Die Endonuklease führt zur 

Spaltung der DNA über Bruch der Phosphodiesterbindungen. Um die potentielle Aktivität 

von RNasen gering zu halten, was insbesondere auf RNase-reiche Gewebe zutrifft, werden 

gleichzeitig RNase-Inhibitoren appliziert. Im Anschluß an diese Behandlung muß zur 

Entfernung der DNase I eine Nukleinsäurepräzipitation durchgeführt werden, da deren 

Anwesenheit während der RT-PCR störend wäre. Hierzu verwendet man Lithiumchlorid, das 

selektiv RNA, nicht aber DNA, Proteine und Kohlenhydrate präzipitiert. 

 

Auf 5 µg RNA gibt man 10 U DNase I, 6,25 mM MgCl2 und 5 U RNase-Inhibitor, füllt mit 

TE-Puffer auf 10 µl auf und inkubiert für 30 min bei Raumtemperatur. Der Reaktionsansatz 

wird durch Zugabe von 2,5 M LiCl für 4 h bei 20°C gefällt. Durch Zentrifugation für 30 min 

bei 16.000 g und 4°C pelletiert die RNA, die nach Waschen in 70%igem Ethanol nochmals 

für 5 min zentrifugiert wird. Das Pellet wird in DEPC-behandeltem Wasser gelöst. 
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2.18.4 RT-PCR 

RNA, insbesondere mRNA, liegt in Zellen in sehr geringen Mengen vor. Der mRNA-Anteil 

einer Zelle bei Vergleich des gesamten RNA-Gehalts liegt bei etwa 1 bis 2%. Daher ist es 

unerläßlich, die RNA in DNA umzuschreiben und die erlangte cDNA zu amplifizieren. Diese 

Umschreibung erfolgt über reverse Transkriptasen (RNA-abhängige DNA-Polymerasen) und 

findet idealerweise in zwei Gefäßen statt, da auf diese Weise die Reaktionsbedingungen für 

die einzelnen Schritte optimal angepaßt werden können. Nach dem RT-Schritt wird ein 

Aliquot entnommen und dem PCR-Ansatz zugefügt. Für die Amplifikation von mRNA wählt 

man Oligo(dT)-Primer, die spezifisch an den poly(A)-Schwanz der mRNA binden und nur für 

den RT-Schritt zur Verfügung stehen. Für eine weitere Amplifikation müssen 

sequenzspezifische Primer eingesetzt werden. Interne Standardisierungen lassen sich über 

Amplifikation von Haushaltsgenen erreichen, die theoretisch in allen Zellen und Geweben 

und zu jeder Zeit in gleichem Ausmaß exprimiert werden. Hierzu zählen die Gene für die 

GAPDH oder das ER-Bindeprotein BiP.  

 

Für die RT-PCR wird ein Mastermix angesetzt, welcher zunächst vor Zugabe der 

entsprechenden Primer und anschließend vor Zugabe von 0,5 µg der jeweiligen RNA 

aliquotiert wird (Tabelle 13).  

 

 

 

 

 

 

Der Ansatz wird für 60 min bei 37°C inkubiert. Anschließend entnimmt man 1 µl cDNA für 

die Primer-spezifische PCR (Tabellen 14 und 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vo lu men  [µl] Ko mp o n en te
2 10x RT-Pu ffer
2 d NTP, 5 mM  each
2 Olig o -d T, 10 µM
1 RNas e-In h ib ito r, 10 U/µl
x RNA , 0,5 µg
1 Rev ers e Tran s krip tas e

ad  20 H2O

Tabelle 13. Ansatz für den RT-Schritt der RT-PCR. 

Tabelle 14. Zusammensetzung des PCR-Gemisches zur primerspezifischen Amplifizierung von cDNA. 

Volumen Komponente Endkonzentration
5 µl 10x taq-Puffer (NH4)SO4 1x
1 µl 10 mM each dNTP-Mix 200 µM
4 µl 25 mM MgCl2 2 mM

2,5 µl DMSO 5%
2,5 µl Glycerin 5%
31 µl H2O
1,5 µl 10 µM forward Primer 300 nM
1,5 µl 10 µM reverse Primer 300 nM
1 µl cDNA

0,5 µl taq Polymerase
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2.18.5 Denaturierende RNA-Gelelektrophorese 

Ebenso wie DNA bildet auch einzelsträngige RNA durch inter- und intramolekulare 

Basenpaarungen Sekundärstrukturen und Aggregate aus. Eine exakt reproduzierbare Analyse 

ist jedoch nur im ausgestreckten Zustand möglich, weswegen denaturierende Agarosegele 

verwendet werden müssen. Als Denaturierungsmittel wird Formaldehyd verwendet, dessen 

Aldehydgruppe mit den Aminogruppen von Adenin, Guanin und Cytosin Schiff’sche Basen 

bildet. Die Aminogruppen stehen dadurch nicht mehr zur Ausbildung von Wasserstoffbrücken 

und damit zur Bildung von Sekundärstrukturen und Aggregaten zur Verfügung. Aufgrund der 

Reaktion von Formaldehyd mit Tris wird als Puffersystem ein Gemisch aus MOPS und 

Natriumacetat verwendet. Die RNA wird vor dem Auftragen in Gegenwart von MOPS, 

Formaldehyd und Formamid denaturiert. Formaldehyd und Formamid müssen vor 

Verwendung mit einem Ionenaustauscherharz deionisiert werden. Hierzu werden 1g des Resin 

AG 501-X8 auf 10 ml Lösung gegeben und über Nacht gerührt. Das Resin wird über 

Filtration entfernt, die deionisierte Lösung dunkel gelagert.  

 

Für die Trennung in einem Bereich von 0,5 bis 8 kb verwendet man ein 1,5%iges Agarosegel 

(0,625 g Agarose auf 40 ml) mit 1,1% Formaldehydkonzentration. Die Agarose wird in der 

Mikrowelle in DEPC-behandeltem Wasser gelöst und auf 55°C im Wasserbad abgekühlt. 

Anschließend gibt man 4 ml 10x MOPS-Puffer (0,2 M MOPS pH 7,0, 20 mM Natriumacetat, 

10 mM EDTA pH 8,0) und 758 µl deionisiertes Formaldehyd zu und läßt das Gel für 

mindestens 1 h aushärten. Für die Probenvorbereitung mischt man 5 µg RNA mit 2 µl 10x 

MOPS-Puffer, 4 µl Formaldehyd und 10 µl Formamid und inkubiert für 20 min bei 65°C. 

Anschließend gibt man 2 µl 10x Ladepuffer (50% Glycerin, 10 mM EDTA pH 8,0, 0,25% 

Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol FF) zu und lagert die Probe auf Eis. Die Elektrophorese 

findet in 1x MOPS-Puffer für 5 min bei 40 V und für den Rest der Elektrophorese bei 75 V 

statt. Das Gel wird anschließend mit 5 µg/ml Ethidiumbromid gefärbt und in DEPC-

behandeltem Wasser entfärbt.  

Schritt Temperatur Dauer
0 Block auf 94°C vorheizen Paus e
1 94°C 2 min
2 94°C 30 s ek

55°C 1 min 45 Zyklen
72°C 2 min

3 72°C 5 min
4 4°C Paus e

Tabelle 15. PCR-Programm für die primerspezifische Amplifizierung von cDNA. 
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2.19 Materialien 

2.19.1 Chemikalien 

Acetonitril    Carl-Roth, Karlsruhe 

BAPTA-AM    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Bio-Safe Coomassie   Bio-Rad, München 

CyDyes    GE Healthcare, Uppsala, Schweden 

α-Cyanohydroxyzimtsäure  Bruker Daltonics Inc, Manning Park Billerica, MA, USA 

DABCO    Fluka, Neu-Ulm 

DAPI     Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Digitonin (wasserlöslich)  Serva, Heidelberg     

DMEM    Invitrogen, Karlsruhe 

Dreamfect    OZ Bioscience, Marseille 

Dynabeads M-280   Dynal, Hamburg 

Fetal Calf Serum   Invitrogen, Karlsruhe 

Forene     Abbott AG, Cham, Schweiz 

Horse Serum    Invitrogen, Karlsruhe 

India Ink    Pelikan, Hannover 

Ketavet    Pfizer, Zürich, Schweiz 

Mowiol    Aventis, Frankfurt 

Narcoren    Merial GmbH, Hallbergmoos 

NBT/BCIP    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

NGF-β     Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Penicillin/Streptomycin-Lösung Invitrogen, Karlsruhe 

Percoll     Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Rompun    Bayer AG, Leverkusen 

Sawady Pwo-Polymerase  peqlab, Erlangen  

Simply Blue    MBI Fermentas, St. Leon-Rot    

Tissue-Tek    Sakura, Zoeterwoude, Holland 

TRItidy G    AppliChem, Darmstadt 

Trypsin    Roche Applied Science, Mannheim 

Trypsin/EDTA-Lösung  Invitrogen, Karlsruhe 
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Alle anderen verwendeten Chemikalien sind von höchster Reinheit und wurden bei 

AppliChem (Darmstadt), Calbiochem (Schwalbach), Carl-Roth (Karlsruhe), Serva 

(Heidelberg), Sigma-Aldrich (Deisenhofen) und Merck (Darmstadt) bestellt. Alle Puffer,  

Restriktionsenzyme und Größenstandards für molekularbiologisches Arbeiten stammen von 

MBI Fermentas (St. Leon-Rot). 

2.19.2 Kits 

DNA Isolation Kit      AppliChem, Darmstadt 

EZNA Miniprep Kit      peqlab, Erlangen 

Nucleobond AX-500       Macherey & Nagel, Düren 

Omniscript RT-PCR      Qiagen, Hilden 

ProteoPrep Membrane Extraction Kit   Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

ProteoPrep Universal Extraction Kit     Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Sequazyme Peptide Mass Standard Kit  Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 

2.19.3 Tiere und Zellen 

Ratten        Charles River, Sulzfeld 

CHO-Zellen       ATCC, Rockville, Maryland, USA 

PC12-Zellen      DSMZ, Braunschweig 

E.coli XL10 Gold      Invitrogen, Karlsruhe 

2.19.4 Plasmide 

pcDNA3.1(+)       Invitrogen, Karlsruhe 

pcDNA3.1 B(-)myc/His    Invitrogen, Karlsruhe 

2.19.5 Oligonukleotide 

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

 

PCR RIKEN cDNA 1200015A19 
Primer 1 (reverse)     5’-AGT CTC GAG CTA ATT AGG CCT ATT TAG GTG ACA CTA TAG AAC AAG-3’ 

Primer 2 (forward)    5’-CGG GAT CCG CGA AGC CTA TCT TGC CCC TGG T-3’  
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Sequenzierung RIKEN cDNA 1200015A19 bzw. DKFZp566N034 in pcDNA3.1 B(-)myc/His 
Primer 3 (forward) 5’-CCT ATT TAG GTG ACA CTA TAG AAC-3’ 

Primer 4 (reverse) 5’-CAG ATC CTC TTC TGA GAT GAG-3’ 

 

Sequenzierung DKFZp566N034 in pcDNA3.1(+) 
Primer 5 (forward) CAAT-Box Primer 

Primer 6 (reverse) BGH Reverse Primer 

 

myc-Epitop 
forward 5’-AGC TTG GGC ATG GAA CAA AAA CTC ATC TCA GAA GAG GAT CTG CGG-3’ 

reverse 5’-GAT CCC GCA GAT CCT CTT CTG AGA TGA GTT TTT GTT CCA TGC CCA-3’ 

 

RT-PCR 
Oligo(dT) 18-mer 

DKFZ RT-reverse 5’-CTC AAA CAT TTC ATA ATG ACG CG-3’ 

DKFZ RT-forward 5’-CGG GCA GCG AGC GCC GCA G-3’ 

RIKEN RT-reverse 5’-GAA GCC TAT CTT GCC CCT GGT-3’ 

RIKEN RT-forward 5’-CAG CTG CGG GAC ACG GTG-3’ 

BiP RT-forward 5’-TAC ACT TGG TAT TGA AAC TG-3’ 

BiP RT-reverse 5’-GGT GGC TTT CCA GCC ATT C-3’ 

2.19.6 Antikörper  

Für die Immunzytochemie und Immunhistochemie werden die Antikörper im Vergleich zu 

den Immunblots zehnfach konzentriert eingesetzt, die generierten Peptidantikörper und 

korrespondierenden Präimmunseren in einer Verdünnung von 1:2000 verwendet. 
 

Antikörper Western 
Blot Hersteller  Epitop gegen Mr 

58k Golgi 1:2000 abcam ab6284  mouse 58 

αβ-SNAP 1:1000 Synaptic Systems IgG2b, #77.1  mouse 25 

Aktin 1:250 Sigma-Aldrich A2066 C-11 aa rabbit 42 

AMPA-2,3 1:500 Chemicon Ab 1506 C-13 aa rabbit 100 

Bassoon 1:500 Tom Dieck IgG2 aa 755-1001 mouse 433 

Calnexin 1:1000 Sigma-Aldrich C4731 aa 573-592 rabbit 64 

CAT1 1:500 BioTrend IgG, #CAT11-A  rabbit 57 

Cav2.1 α1A 1:1000 Alomone Labs #ACC-002 aa 851-867 rabbit 190 

Cav2.2 1:100 Chemicon IgG, #AB5154-50UL aa 851-867 rabbit 210 und 250

Cellubrevin 1:500 Synaptic Systems IgG1, #104001, cl. 10.1 zytoplasmatisch rabbit 14 

Clathrin Heavy Chain 1:1000 abcam  ab11331  mouse 180 

Complexin 1,2 1:500 Synaptic Systems #122002 aa 122-134 rabbit 10 und 12 

Dynamin I 1:500 Dianova IgG1, PA1660 aa 45-358 rabbit 100 

EAAC1 1:500 BioTrend IgG, #EAAC11-A  rabbit 69 
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EEA1 1:1000 abcam ab2900 aa 1350-1480 rabbit 65 

ER60 1:1000 abcam IgG, ab17012  rabbit 60 

F1-ATPase αβ 1:10000 Dr. Hermann Schägger Serum  rabbit 55 

Flotillin-1/Reggie-2 1:500 BD Transduction IgG1, clone 18  mouse 48 

GAPDH 1:250 Chemicon MAB374  mouse 36 

GAT1 1:500 BioTrend Serum, #GAT11-A  rabbit 70 

GFAP 1:1000 Sigma G-A-5  mouse 50 

Glast 1:1000 Chemicon Serum, #AB1782 C-Terminus guineapig 65 

GM130 1:250 BD Transduction IgG1, clone 35  mouse 130 

H+-Pumpe V0 a1 1:500 Synaptic Systems #109002 aa 826-838 rabbit 120 

IP3-Rezeptor 1:1000 Synaptic Systems #117002 aa 2731-2749 rabbit 140 

LaminB 1:1000 Santa Cruz Biotechnology IgG, sc-20682 aa 401-490 rabbit 60 

Lamp1 1:1000 Sigma-Aldrich L1418  rabbit 120 

MAPK p44/42 1:1000 Cell Signaling #9102  rabbit 42 und 44 

Munc13 1:1000 Synaptic Systems IgG, #126001 aa 1399-1736 mouse 200 

Munc18 1:1000 Synaptic Systems Serum, #116002 aa 580-594 rabbit 68 

Na,K-ATPase α5 1:500 D. M. Fambrough IgG, clone alpha5  mouse 100 

β-NAP 1:250 BD transduction laboratories IgG1 , #610892  mouse 145 

NSF 1:1000 Synaptic Systems #123002 aa 733-744 rabbit 80 

Piccolo 1:1000 Synaptic Systems #142002 aa 4439-4476 rabbit 559 

PMP70 1:500 abcam IgG, ab3421  rabbit 70 

PSD-95 1:500 Synaptic Systems Serum, #124002 aa 18-32 rabbit 95 

Pyruvat Kinase 1:250 Chemicon  #AB1235  goat 58 

rab3A 1:500 Santa Cruz Biotechnology IgG, sc-308 aa 202-217 rabbit 25 

rab3B 1:500 Santa Cruz Biotechnology IgG, sc-305 aa 195-209 rabbit 25 

rab4 1:1000 Ira Mellman #10502  rabbit 24 

rab5 1:1000 Synaptic Systems IgG2a, #621.3  mouse 24 

Rabphilin3A 1:500 Synaptic Systems Serum, #118002 aa 671-684 rabbit 75 

SAP102 1:400 Synaptic Systems Serum,# 124202 aa 14-26 rabbit 102 

ε-Sarcoglykan 11b 1:100 Dr. Michihiro Imamura  rabbit 49 

ε-Sarcoglykan cyto 1:100 Dr. Michihiro Imamura  rabbit 47 

SCAMP 1 1:1000 Synaptic Systems #121002 aa 2-15 rabbit 38 

SNAP-25 1:1000 Synaptic Systems #111002 aa 192-206 rabbit 25 

SV2 1:1000 clone from Dr. R. Kelly Hybridomaüberstand  mouse 80 und 100 

Synapsin I  1:1000 Synaptic Systems IgG2, #106001  rabbit 72 und 74 

Synapsin II 1:1000 Calbiochem IgG, 574779-100UL aa 52-65 rabbit 54 und 74 

Synaptogyrin 1:1000 Synaptic Systems Serum, #103002  rabbit 29 

Synaptophysin 1:1000 Dr. Reinhard Jahn G63 aa 220-234 rabbit 38 

Synaptoporin 1:1000 Synaptic Systems Serum, #102002 aa 250-263 rabbit 29 

Synaptotagmin 1 1:1000 Synaptic Systems #105002 aa 121-133 rabbit 68 

Syntaxin-1 1:1000 Synaptic Systems IgG2a, #110111 N-terminus mouse 35 

TGN38 1:250 BD transduction laboratories IgG1, clone 2  mouse 38 

β-Tubulin 1:1000 Sigma IgG1, clone TUB2 C-Terminus mouse 50 

vAChT 1:1000 Synaptic Systems Serum, #139002 aa 475-530 rabbit 70 

VAMP-2 1:1000 Synaptic Systems IgG1, #104211 N-Terminus mouse 14 

VDAC1 1:500 abcam ab15895 aa 150-250 rabbit 31 

vGaT 1:1000 Synaptic Systems Serum, #131002 aa 75-87 rabbit 57 

vGluT1 1:1000 Synaptic Systems Serum, #135002 aa 456-561 rabbit 60 

vMaT2 1:1000 Synaptic Systems Serum, #138302 C-Terminus rabbit 70 
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Phospho-Tyrosin 1:100 Santa Cruz Biotechnology IgG2b, PY20  mouse  

Phospho-Serin 1:100 Sigma-Aldrich IgG1, #P5747  mouse  

Phospho-Threonin 1:500 abcam IgG, ab9337  rabbit  
            
      

LICOR goat Alexa 680 1:10000 LICOR Bioscience  mouse  

LICOR goat IRDye 800 1:10000 LICOR Bioscience  rabbit  
            
      

goat Ig-AP 1:100 Sigma-Aldrich  rabbit  

rabbit Ig~HRP 1:1000 Dako Cytomation  goat  

goat Ig~HRP 1:1000 Sigma-Aldrich  rabbit  

rabbit Ig~HRP 1:1000 Dako Cytomation  mouse  

Cy3 1:400 Dianova  rabbit  

Cy3-Fab 1:400 Dianova  rabbit  

Alexa488 1:200 Molecular Probes  mouse  

myc Ig 5 µg/ml Hybridoma-Überstand Dr. Frank Bonzelius  mouse  
            
      

Peptid-Antikörper      

RIKEN1 1:100 Pacific Immunology Corp. Ramona, USA  rabbit 30 

RIKEN2 1:100 Pacific Immunology Corp. Ramona, USA  rabbit 30 

DKFZ 1:100 Pacific Immunology Corp. Ramona, USA   rabbit 30 

2.19.7 Anderes Zubehör und Geräte  

Electro Cell Manipulator  ECM630, BTX, San Diego, CA, USA 

     600, BTX, San Diego, CA, USA 

Elektroporationsküvetten  Ecu101, EQUIBIO, Ashford, UK  

     4 mm, Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 

Fluoreszenzmikroskop  Zeiss Axiophot, Jena 

Konfokales Laserscanmikroskop Leica TCS SP5, Bensheim 

Magnetbeadständer   Promega, Mannheim 

Minigelsystem   Biometra, Göttingen 

Nanoflow Proteomics Solution Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA 

Nitrozellulosemembranen Protran Nitrocellulose Transfer Membrane, Schleicher & 

Schüll, Dassel 

Odyssey    LICOR Bioscience, Bad Homburg 

PepMap nanoscale C18 Säule Dionex, Sunnyvale, CA, USA 

Photometer    LKB Biochrom, GE Healthcare, Uppsala, Schweden 

QTrap 2000 Hybrid Tandem-MS ABI MDS Sciex, Concord, ON, USA 

Röntgenfilme    Hyperfilm ECL, GE Healthcare, Uppsala, Schweden 

Semidry-Blotkammer   Bio-Rad, München 
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Sonifier 250    Branson, Heusenstamm 

Thermocycler    Biometra, Göttingen 

Typhoon    GE Healthcare, Uppsala, Schweden 

Ultraflex TOF/TOF MS  Bruker Daltonics Inc, Manning Park Billerica, MA, USA 

Ultraturrax    Jahnke & Kunkel, Staufen 

UV-Tisch    Biometra, Göttingen 

Vakuumzentrifuge   Bachofer, Reutlingen 

Voyager-DE STR    Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 

Whatman-Papier Gel-blotting paper GB005, Schleicher & Schüll 

Biosciences, Drassel 

Zentrifugen & Rotoren  Centrikon H-401, Kontron Instruments, Eching 

      A 8.24, Kontron Instruments, Eching 

A 6.14 Kontron Instruments, Eching 

     Centrikon T-1180, Kontron Instruments, Eching 

TFT 70.38, Kontron Instruments, Eching 

TST 28.38, Kontron Instruments, Eching 

Optima TLX Ultracentrifuge, Beckman, Krefeld 

TLA-45, Beckman, Krefeld 

     Z 360 K, Hermle, Wehingen 

Zytosystem, Hermle, Wehingen 

     Centrifuge 5451C, Eppendorf, Hamburg 

      Sigma 2K15, Rotor 12148 

     Hettich Universal 25, Hettich, Tutlingen 

Rotor 1323, Hettich, Tutlingen 

Zorbax 300 SB Vorsäule  Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA 

2.19.8 Datenbanken & Programme 

CDS Säugerdatenbank  Celera Genomics, Rockville, MD, USA 

Data Explorer Version 4.3  Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 

DeCyder Software   Amersham Bioscience, Uppsala, Schweden 

flexAnalysis Version 2.2  Bruker Daltonics Inc, Manning Park Billerica, MA, USA 

Kodak 1D Image Analysis Software Eastman Kodak Company 

Mascot Daemon   Matrix Science, Boston, MA, USA 

NCBI-BLAST    Bethesda, MD, USA 
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PredictProtein    Columbia University, USA 

SOSUI TUAT, Tokyo University of Agriculture & Technology 

TMHMM    CBS, Dänemark 

TMpred    EMBnet-CH, Schweiz 
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3 ERGEBNISSE 

3.1 Analyse des Saccharosegradienten 

Ausgangsmaterial für die Analyse des synaptischen Vesikelproteoms sind die Fraktionen des 

Saccharosegradienten. Es ist daher von besonderer Wichtigkeit, den Gradienten gut zu 

charakterisieren. Im Rahmen dieser Analysen wurde die Proteinverteilung über 

Gelelektrophorese und Western Blot mit anschließender Quantifizierung der Immunsignale 

sowie über Messung der Proteinkonzentration in den jeweiligen Fraktionen bestimmt. 

3.1.1 Abbé-Refraktometer 

Die Vermessung des Saccharosegradienten hinsichtlich der Zuckerkonzentration mittels 

Abbé-Refraktometer erlaubt die gleichzeitige Analyse mehrerer Faktoren. Zum einen läßt sich 

anschaulich zeigen, daß die gegossenen Gradienten linear sind (Abb. 1). Zum anderen erlaubt 

die Vermessung die Charakterisierung der verschiedenen Vesikelfraktionen hinsichtlich ihrer 

Dichte.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Fraktionen 5 bis 11, die aufgrund der durchgeführten Immunanalysen für die weiteren 

Versuche ausschlaggebend sind, befinden sich im Saccharosegradienten bei einer 

Zuckerkonzentration von 0,29 M bis 0,44 M Saccharose.  

 

Der Saccharosegradient zeigt eine hohe Linearität, die nur in den obersten und untersten 

Fraktionen vom Idealwert leicht abweicht. 

Abb. 1. Analyse des Saccharosegradienten mittels Abbé-Refraktometer hinsichtlich der Zuckerkonzentration.

Fraktion M Saccharose Fraktion M Saccharose
1 0,174 19 0,629
2 0,189 20 0,65
3 0,212 21 0,677
4 0,255 22 0,687
5 0,292 23 0,716
6 0,327 24 0,744
7 0,356 25 0,761
8 0,375 26 0,796
9 0,396 27 0,799

10 0,412 28 0,831
11 0,44 29 0,831
12 0,465 30 0,894
13 0,485 31 0,915
14 0,515 32 0,91
15 0,538 33 0,92
16 0,555 34 0,949
17 0,58 35 0,945
18 0,606 36 0,913
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3.1.2 Proteinkonzentrationsbestimmung 

Die Analyse der Proteinkonzentration in den Fraktionen des Saccharosegradienten  

demonstriert die hohe Proteinabundanz in den mittleren und insbesondere den unteren 

Gradientenfraktionen (Abb. 2). In den Fraktionen 5 bis 11 sind dagegen nur etwa 5% des 

Gesamtproteins enthalten. Ferner ist ersichtlich, daß die Proteinverteilung einem trimodalen 

Verlauf folgt. Peaks maximaler Intensität findet man in den Fraktionen 3 bis 8, 15 bis 20 

sowie 28 bis 34. Die Fraktionen 15 bis 20 enthalten gegenüber den oberen Fraktionen etwa 

die 2,5-fache Proteinkonzentration, die Fraktionen 28 bis 34 etwa die 6-fache Konzentration. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.3 Proteinverteilung über den Saccharosegradienten 

Um einen Eindruck von der Proteinkonzentration und der Abundanz unterschiedlicher  

molekularer Massen in den jeweiligen Fraktionen des Saccharosegradienten zu erhalten, 

wurde jede zweite Probe des Gradienten per SDS-PAGE und Tris-Acetat-PAGE aufgetrennt. 

Die Anfärbung beider Gelsysteme mit Silber ist in Abbildung 3 dargestellt. Unterschiede im 

Trennverhalten der beiden Systeme werden durch die Ziffern 1 und 2 belegt, die jeweils 

identische Proteinbanden bezeichnen. 

 

Die Anwendung der SDS-PAGE (Abb. 3A) resultiert in einer Proteindetektion über die 

gesamte Trennstrecke. Der Großteil der Proteine befindet sich in den unteren Fraktionen des 

Gradienten (Fraktionen 17 bis 35). In diesen Fraktionen zeigt sich die größte Proteinabundanz 

in einem Bereich molekularer Masse von 15 bis 120 kDa. Die oberen Fraktionen (Fraktionen 

5 bis 11) zeigen demgegenüber ein abweichendes Muster. Der Großteil der Proteine besitzt 

molekulare Massen von 30 bis 55 kDa. Einige Proteine lassen sich jedoch bis zu einer 

molekularen Masse von 10 kDa bzw. 150 kDa detektieren. Die ausgeprägten Banden der 

Abb. 2. Bestimmung der Proteinkonzentration der Fraktionen des Saccharosegradienten. 

Fraktion Konzentration [µg/ml] Fraktion Konzentration [µg/ml]
1 57,32 19 173,34
2 63,26 20 163,19
3 73,33 21 151,9
4 72,48 22 162,65
5 72,56 23 200,12
6 77,02 24 242,33
7 67,9 25 280,51
8 63,89 26 301,31
9 57,26 27 320,2
10 53,54 28 360,41
11 53,24 29 407,12
12 57,78 30 420,58
13 76,05 31 434,6
14 106,17 32 415,73
15 131,58 33 391,93
16 161,62 34 370,63
17 173,68 35 351,67
18 180,19 36 2563
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Abb. 3. Analyse des Saccharosegradienten mittels SDS-PAGE (A) und Tris-Acetat-PAGE (B). Von jeder 
zweiten Fraktion wurden 5 µl elektrophoretisch aufgetrennt. Die Ziffern 1 und 2 kennzeichnen identische Banden 
in beiden Gelsystemen. 

unteren Fraktionen finden sich im Allgemeinen in abgeschwächter Form auch in den oberen 

Fraktionen wieder. Zwei Proteine sind bei 10 kDa und 15 kDa lokalisiert, deren 

Gradientenverteilung gegenüber den anderen Proteinen abweicht. Beide Proteine 

akkumulieren vorwiegend in den Fraktionen 17 bis 23 und zeigen sowohl in den oberen als 

auch unteren Fraktionen eine geringe Abundanz. Durch Verwendung des Tris-Acetat-Systems 

(Abb. 3B) wird deutlich, daß insbesondere die unteren Gradientenfraktionen Proteine hoher 

molekularer Masse enthalten. Proteine bis zu 200 kDa und höher sind detektierbar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

3.1.4 Reproduzierbarkeit der Präparation 

Die Reproduzierbarkeit der Präparationen ist von entscheidender Wichtigkeit. Diese wird 

durch Western Blot Analysen vier verschiedener Präparationen anhand des Verlaufes des 

integralen synaptischen Vesikelproteins Synaptophysin untersucht (Abb. 4).  
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In allen vier Präparationen ist eine hohe Proteinabundanz in den oberen und unteren 

Fraktionen (Fraktionen 5 bis 11 und 27 bis 35) detektierbar. Der dazwischen liegende Bereich 

ist durch eine geringere Konzentration an Synaptophysin gekennzeichnet. Die Fraktionen 1 

bis 3 enthalten in allen analysierten Saccharosegradienten kein Synaptophysin. Das Muster 

der Synaptophysin-Verteilung ist in den analysierten Proben sehr ähnlich. Eine genauere 

Betrachtung der Immunsignalabfolge ergibt jedoch leichte Abweichungen, insbesondere in 

den Fraktionen 15 bis 21, in denen leicht variable Signalstärken beobachtbar sind.  

3.1.5 Immunanalysen über Western Blot und Dot Blot 

Als Schnelltest für die Analyse des letzten Schrittes der subzellulären Fraktionierung wurde 

der Dot Blot eingesetzt, um die Qualität der Präparation schnellstmöglich überprüfen und die 

Proben der Immunreinigung zuführen zu können. Die Ergebnisse des Dot Blots (Abb. 5) 

demonstrieren, daß SV2 als integrales Vesikelprotein ab Fraktion 4 bis hin zu Fraktion 36 zu 

detektieren ist, wobei in Fraktion 4 nur ein sehr schwaches Immunsignal vorhanden ist. Die 

Fraktionen 5 bis 11 weisen bei Vergleich mit den Fraktionen 12 bis 27 eine höhere 

Konzentration an SV2 auf. Ab Fraktion 28 nimmt die Konzentration an SV2 wieder zu und 

erreicht in den Fraktionen 28 bis 34 ein Maximum.  

 

 

 

 

 

 

 

 Abb. 5. Analyse des Saccharosegradienten mittels Dot Blot. Pro Fraktion wurde 1 µl Probe gespottet. 

Abb. 4. Analyse verschiedener Saccharosegradienten hinsichtlich der Verteilung von Synaptophysin. Von jeder 
zweiten Fraktion wurden 5 µl Probe elektrophoretisch aufgetrennt. 
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Aussagekräftigere Ergebnisse erhält man durch Auswertung der Western Blot Analysen. 

Hierfür werden Antikörper gegen integrale Vesikelproteine, vesikelassoziierte Proteine, gegen 

Proteine des Zytoskeletts, der präsynaptischen Plasmamembran als auch gegen Proteine der 

Postsynapse angewendet. Ferner werden Analysen mit Antikörpern gegen Markerproteine 

anderer Organellen durchgeführt. Zusätzlich wird der Saccharosegradient hinsichtlich 

metabolischer Enzyme analysiert. 

 

Die Analyse der integralen synaptischen Vesikelproteine SV2, Synaptophysin, 

Synaptotagmin, Synaptogyrin, VAMP-2, SCAMP 1, vGat, vGlut1 und vAChT ergibt sehr 

ähnliche Muster (Abb. 6). Hohe Proteinkonzentrationen finden sich in den Fraktionen 5 bis 11 

wieder. Dies gilt für alle analysierten Proteine bis auf SCAMP 1, welches in den Fraktionen 7 

bis 11 besonders prominent ist. Die Fraktionen 1 bis 3 enthalten wie schon bei der Analyse 

des Dot Blots gezeigt kein Vesikelprotein. Der mittlere Teil des Gradienten zeigt im 

Vergleich mit den oberen und unteren Fraktionen eine geringere Konzentration an 

synaptischen Vesikelproteinen. Ab Fraktion 23 läßt sich eine allgemeine Zunahme der 

Proteinkonzentration erkennen, die mit Ausnahme des vesikulären Acetylcholin-Transporters, 

VAMP-2, SCAMP 1 und vGlut1 bis in die unterste Fraktion anhält. Diese Proteine zeigen in 

den unteren Fraktionen eine  Konzentrationsabnahme.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neben integralen Membranproteinen ist eine Reihe von Proteinen peripher an Vesikel 

assoziiert. Ob diese bei der Präparation verloren gehen oder sich in den Fraktionen des 

Abb. 6. Analyse des Saccharosegradienten mittels Western Blot. Detektierte integrale Vesikelproteine 
beinhalten SV2 (80 und 100 kDa), Synaptophysin (38 kDa), Synaptotagmin (68 kDa), Synaptogyrin (29 kDa), 
VAMP-2 (14 kDa), SCAMP 1 (38 kDa), vGat (57 kDa), vGlut1 (60 kDa) und vAChT (70 kDa). Analysiert 
wurden 5 µl Probe jeder zweiten Fraktion. 
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Saccharosegradienten wiederfinden, wird per Western Blot überprüft. Analysierte Proteine 

umfassen rab3A und die Synapsine I und II (Abb. 7). Rab3A läßt sich ausschließlich in den 

Fraktionen 17 bis 33 detektieren. Dagegen findet man Synapsin I in den Fraktionen 5 bis 35 in 

annähernd gleicher Konzentration. Eine geringfügige Konzentrationsabnahme läßt sich in den 

Fraktionen 13 bis 21 ausmachen. Synapsin II zeigt eine abweichende Verteilung. Das Muster 

der Isoform Synapsin IIa ähnelt stark dem Muster der integralen Vesikelproteine. Hohe 

Proteinkonzentrationen sind in den Fraktionen 5 bis 11 sowie 27 bis 35 detektierbar. Die 

Isoform Synapsin IIb hingegen ist ausschließlich in den unteren Fraktionen (Fraktion 25 bis 

35) detektierbar. 

 

 

 

 

 

 

 

Das t-SNARE SNAP-25 läßt sich ab Fraktionen 19 und nimmt bis zu den unteren Fraktionen 

an Konzentration zu (Abb. 8). Auch Syntaxin 1 weist hohe Proteinkonzentrationen in den 

unteren Fraktionen auf, ist jedoch gegenüber SNAP-25 bereits in den oberen Fraktionen 

enthalten. Ab Fraktion 11 nimmt die Konzentration bis zu Fraktion 19 zu und bleibt ab 

Fraktion 21 annähernd konstant. Ähnliche Muster lassen sich für die Regulatorproteine 

Complexin 1 und 2, Munc18, αβ-SNAP und NSF erkennen. Allen Proteinen ist gemein, daß 

sie in den oberen Fraktionen fehlen und eine hohe Abundanz in den unteren Fraktionen 

aufweisen. Proteine der präsynaptischen Plasmamembran beinhalten Flotillin-1, die Na,K-

ATPase sowie den Calcium-Kanal Cav2.2. Wie bereits für die Regulatorproteine beschrieben, 

fehlen diese Proteine in den oberen Fraktionen und reichern sich ab Fraktion 15 bzw. 19 an.  

 

Untersuchte Proteine des Zytoskeletts umfassen Aktin und Tubulin (Abb. 9). Aktin zeigt eine 

Verteilung über den Gradienten, die dem Profil integraler Vesikelproteine entspricht. Es 

akkumuliert insbesondere in den Fraktionen 7 bis 11 sowie ab Fraktion 25. Tubulin hingegen 

läßt sich erst ab Fraktion 19 detektieren und zeigt ein Maximum in den Fraktionen 27 bis 31.  

 

Die Analyse des glykolytischen Enzyms GAPDH zeigt eine Abundanz in den Fraktionen 3 bis 

7 sowie ab Fraktion 17 (Abb. 9). Die Pyruvat Kinase hingegen läßt sich in allen Fraktionen 

Abb. 7. Analyse des Saccharosegradienten mittels Western Blot. Detektierte vesikelassoziierte Proteine 
beinhalten rab3A (25 kDa), Synapsin I (74 und 72 kDa) und Synapsin II (74 und 54 kDa). Analysiert wurden  
5 µl Probe jeder zweiten Fraktion. 
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detektieren und weist Maxima in den Fraktionen 1 bis 5 sowie 23 bis 35 auf. Das Muster der 

Kinase Erk-1/2 läßt sich mit dem integraler Vesikelproteine vergleichen. Das Enzym 

akkumuliert in den Fraktionen 3 und 5 sowie 17 bis 35. Die beiden ε-Sarkoglykanisoformen 

cyto und 11b fehlen in den oberen Fraktionen und weisen beide eine hohe 

Proteinkonzentration in den Fraktionen 17 bis 35 auf. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Untersuchungen hinsichtlich möglicher Kontaminationen (Abb. 10) umfassen Analysen des 

sekretorischen Weges und beinhalten die ER-Proteine Calnexin und den IP3-Rezeptor als 

auch das trans-Golgi Protein TGN38 sowie das frühe Endosomenprotein EEA1. Calnexin ist 

ein lösliches Protein des ER-Lumens und läßt sich ab Fraktion 3 detektieren. Es akkumuliert 

Abb. 8. Analyse des Saccharosegradienten mittels Western Blot. Detektierte Proteine beinhalten SNAP-25 (25 
kDa), Syntaxin 1 (35 kDa), Complexin 1 und 2 (10 und 12 kDa), Munc18 (68 kDa), αβ-SNAP (25 kDa), NSF 
(80 kDa), Flotillin-1 (48 kDa), Na,K-ATPase α5 (100 kDa) und Cav2.2 (210 kDa). Analysiert wurden 5 µl Probe 
jeder zweiten Fraktion. 

Abb. 9. Analyse des Saccharosegradienten mittels Western Blot. Detektierte Proteine beinhalten Aktin (42 kDa), 
β-Tubulin (50 kDa), GAPDH (36 kDa), Pyruvat Kinase (58 kDa), MAPK1/2 (42 und 44 kDa) und die ε-
Sarkoglykane cyto und SG 11b (47 bzw. 49 kDa). Analysiert wurden 5 µl Probe jeder zweiten Fraktion. 
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insbesondere in den Fraktionen 25 bis 35. Der membranständige IP3-Rezeptor akkumuliert 

ebenfalls in den Fraktionen 25 bis 35 und weist eine geringe Abundanz in den oberen 

Fraktionen auf. TGN38 zeigt ein abweichendes Muster. Das Protein ist ausschließlich in den 

Fraktionen 21 bis 29 zu detektieren. EEA1 hingegen akkumuliert in den Fraktionen 21 bis 35. 

  

Andere getestete Organellen beinhalten Peroxisomen, Mitochondrien und Nuclei (Abb. 10). 

Das Peroxisomenprotein PMP70 ist ausschließlich in den unteren Fraktionen (29 bis 35) 

detektierbar und nimmt zu Fraktion 35 hin an Intensität zu. Die mitochondriale F0F1-ATPase 

hingegen läßt sich bereits ab Fraktion 19 detektieren. Hohe Konzentrationen befinden sich in 

den Fraktionen 25 bis 35. Analysen hinsichtlich Lamin B als Kernprotein resultieren in 

keinem Immunsignal (Daten nicht gezeigt). 

 

Weitere Immundetektionen beinhalten Analysen der Postsynapse (Abb. 10). Der AMPA-

Rezeptor ist in den Fraktionen 17 bis 35 detektierbar und weist eine hohe Abundanz ab 

Fraktion 29 auf. PSD95 ist erst ab Fraktion 29 nachweisbar, zeigt aber keine 

Intensitätszunahme zu den tieferen Fraktionen hin.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Analysen des sauren glialen Filamentsproteins (GFAP) resultieren in Immundetektionen in 

allen Fraktionen des Saccharosegradienten (Abb. 10). Hohe Proteinkonzentrationen lassen 

sich in den Fraktionen 3 und 5 sowie 31 bis 35 nachweisen. Das Protein ist als Doppelbande 

mit molekularen Massen von 50 und 52 kDa detektierbar. 

Abb. 10. Analyse des Saccharosegradienten mittels Western Blot. Detektierte Proteine beinhalten Calnexin   
(64 kDa), IP3-Rezeptor (140 kDa), TGN38 (38 kDa), EEA1 (65 kDa), PMP70 (70 kDa), F0F1-ATPase α   
(55 kDa), AMPA-Rezeptor Untereinheiten 2 und 3 (100 kDa), PSD95 (95 kDa) und GFAP (50 kDa). 
Analysiert wurden 5 µl Probe jeder zweiten Fraktion. 
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Proteine der CAZ beinhalten Bassoon und Piccolo. Beide Proteine besitzen hohe molekulare 

Massen (Bassoon 433 kDa, Piccolo 559 kDa). Versuche, die Proteine über Western Blot 

nachzuweisen, verliefen erfolglos. Daher wurde in diesem Fall eine Analyse per Dot Blot 

durchgeführt (Abb. 11). Bassoon ist bis auf Fraktion 1 ubiquitär vorhanden. Es weist ab 

Fraktion 3 eine stetige Konzentrationszunahme auf, die ihr Maximum in den Fraktionen 25 

bis 35 erreicht. Piccolo ist ab Fraktion 5 detektierbar und zeigt eine maximale Abundanz in 

den Fraktionen 25 bis 35. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Eine zusammenfassende Darstellung der Charakterisierung des Saccharosegradienten (Abb. 

12) macht deutlich, daß in den oberen Fraktionen bis auf hier nicht eingeflossene  

Verunreinigungen durch Calnexin und GFAP ausschließlich integrale synaptische 

Vesikelproteine sowie deren assoziierte Proteine vorzufinden sind.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Proteine der Plasmamembran und Postsynapse sowie Kontaminationen durch ER, Golgi, 

frühe Endosomen und Mitochondrien sind ausschließlich in den unteren Fraktionen 

detektierbar. 

Abb. 11. Analyse des Saccharosegradienten mittels Dot Blot. Detektierte Proteine umfassen Bassoon und 
Piccolo. Analysiert wurde 1 µl Probe jeder zweiten Fraktion. 

Abb. 12.  Zusammenfassung der Immunanalysen des Saccharosegradienten. Dargestellt sind die 
Konzentrationsprofile integraler synaptischer Vesikelproteine, der Proteine des ER, Golgi und frühen Endosoms, 
der Plasmamembran und Postsynapse sowie mitochondrialer und peroxisomaler Proteine.  
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3.1.6 Quantifizierungsstudien 

Die Proteinkonzentrationsbestimmung einzelner Fraktionen erlaubt zwar eine Abschätzung 

und einen Vergleich des Gesamtproteins, läßt aber keine Aussage darüber zu, wie sich die 

Konzentration der Vesikelproteine in den einzelnen Fraktionen verhält. Um die 

Konzentrationsverteilung einzelner Proteine zu bestimmen, wird das Quantifizierungssystem 

der Firma LICOR verwendet. Dem System ist eigen, daß bei Wahl von Erstantikörpern aus 

verschiedenen Spezies und durch Verwendung fluoreszenzgekoppelter Zweitantikörper 

gleichzeitig zwei Proteine analysiert werden können. Durchgeführte Kodetektionen beinhalten 

SV2 und Synaptophysin, Synaptoporin und SNAP-25 sowie Syntaxin 1 und Synaptogyrin 

(Abb. 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Analyse der Signalintensitäten resultiert für die synaptischen Vesikelproteine SV2, 

Synaptophysin, Synaptogyrin und Synaptoporin in identischen Mustern (Abb. 14). Die 

Proteinkonzentration dieser Vesikelproteine ist in den Fraktionen 5 bis 11 sowie in den 

Fraktionen 25 bis 35 erhöht. Dies spiegelt die Ergebnisse der Western Blot Analysen wider. 

Auch das t-SNARE Syntaxin-1 zeigt einen sehr ähnlichen Verlauf wie die Vesikelproteine 

und bestätigt die Ergebnisse der Western Blot Analyse. SNAP-25 zeigt demgegenüber ein 

abweichendes Migrationsverhalten. Es akkumuliert in den unteren Fraktionen (21 bis 35) und 

ist in den oberen Fraktionen nur schwach präsent. Betrachtet man das prozentuale 

Vorkommen der Proteine in den einzelnen Fraktionen, so ergeben sich für die Fraktionen 5 

bis 11 folgende Werte: SV2 13%, Synaptophysin 21%, SNAP-25 3%, Syntaxin 1 5%, 

Synaptogyrin 27% und Synaptoporin 16%.  

Abb. 13. Quantifizierungsstudien über fluoreszenzgekoppelte Zweitantikörper über den Saccharosegradienten: 
SV2 (80 und 100 kDa), Synaptophysin (38 kDa), Synaptoporin (29 kDa), SNAP-25 (25 kDa), Syntaxin 1   
(35 kDa) und Synaptogyrin (29 kDa). Analysiert wurden 5 µl Probe jeder zweiten Fraktion. 
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Abb. 14. Quantifizierung der über fluoreszenzgekoppelte Zweitantikörper erhaltenen Resultate. Die 
quantifizierten Signale sind in Prozent des jeweiligen Gesamtproteins gegen die Fraktionen des Gradienten 
aufgetragen. Analysierte Proteine umfassen SV2, Synaptophysin, SNAP-25, Syntaxin 1, Synaptogyrin und 
Synaptoporin. 
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Abb. 15. Vergleich der Quantifizierungen der Verteilung von Synaptophysin, die mittels LICOR und zweier 
Western Blot Analysen erhalten wurden. Quantifizierte Signale sind in Prozent des jeweiligen Gesamtproteins 
gegen die Fraktionen des Gradienten aufgetragen. 
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Da das LICOR-System nur im Rahmen eines Workshops zur Verfügung stand, wurde 

überprüft, ob über photometrische Auswertung der mittels ECL entwickelten Western Blots 

vergleichbare Ergebnisse erzielt werden können. Exemplarisch ist der Vergleich für 

Synaptophysin demonstriert (Abb. 15). Die Ergebnisse sind unter Berücksichtigung einer 

Fehlertoleranz und der gegebenen biologischen Variation verschiedener Präparationen mit 

denen des LICOR-Systems vergleichbar. Sowohl Profil als auch relative prozentuale Werte 

spiegeln sich in beiden verwendeten Ansätzen wider. Aufgrund der demonstrierten 

Vergleichbarkeit beider Systeme werden im Folgenden die Ergebnisse der photometrischen 

Quantifizierungen für die Western Blot Analysen dargestellt, die unter 3.1.5 beschrieben sind.  

 

Den integralen synaptischen Vesikelproteinen SV2, Synaptophysin, Synaptotagmin, 

Synaptogyrin, VAMP-2, SCAMP 1, vGat, vGlut1 und vAChT (Abb. 16) ist ein annähernd 

identisches Profil über den Saccharosegradienten gemeinsam. Sehr hohe 

Proteinkonzentrationen lassen sich in den Fraktionen 5 bis 11 nachweisen, die für die 

Immunreinigung verwendet werden. Die Fraktionen 12 bis 22 zeigen für alle analysierten 

Proteine eine sehr geringe Abundanz. Ab Fraktion 23 nimmt in allen Immunanalysen die 

Proteinkonzentration zu und erreicht in den unteren Fraktionen erneut einen 

Konzentrationsgipfel. Bis auf die Analysen für Synaptotagmin liegt die Proteinkonzentration 

in den oberen Fraktionen in etwa so hoch wie in den unteren Fraktionen. Zehn bis 14% der 

Gesamproteinkonzentration ist in den Fraktionen 5 bis 11 enthalten. Nur Synaptotagmin zeigt 

in den oberen Fraktionen mit ~5% Gesamtprotein gegenüber 15% Gesamtprotein eine 

abweichende Verteilung. 

 

Die vesikelassoziierten Proteine Synapsin I und Synapsin II ähneln der Verteilung der 

integralen Vesikelproteine (Abb. 17). Dies trifft insbesondere für Synapsin II zu, dessen 

maximale Konzentration mit 16% des Gesamtproteins in den oberen und unteren Fraktionen 

gleichermaßen hoch ist. Synapsin I hingegen zeigt einen leichten Gipfel in den oberen 

Fraktionen und nimmt dann annähernd linear an Konzentration zu. In den Fraktionen 5 bis 9 

lassen sich 6% des gesamten Proteins detektieren, in Fraktion 35 erreicht die 

Proteinkonzentration mit 10% ihren Maximalwert. Rab3A ist in den oberen Fraktionen nicht 

detektierbar. Nachzuweisen ist es erst ab Fraktion 15 und nimmt dann bis Fraktion 24 an 

Konzentration zu. Die maximale Abundanz liegt in den Fraktionen 24 bis 26 mit 14% des 

Gesamtproteins. Ab Fraktion 27 fällt die Konzentration stetig ab und erreicht in Fraktion 35 

einen Wert von 2%. 
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Abb. 16. Photometrische Quantifizierung der Immunsignale für die integralen synaptischen Vesikelproteine 
SV2, Synaptophysin, Synaptotagmin, Synaptogyrin, VAMP-2, SCAMP 1, vGat, vGlut1 und vAChT. 
Aufgetragen ist das prozentuale Vorkommen des jeweiligen Proteins in jeder zweiten Fraktion des 
Saccharosegradienten. 



3. Ergebnisse   84 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Das Vorkommen des t-SNAREs SNAP-25 beschränkt sich auf die unteren Fraktionen (Abb. 

18). Eine hohe Proteinkonzentration ist in den Fraktionen 27 bis 35 mit jeweils 17% des 

Gesamtproteins zu detektieren. Demgegenüber ist für das t-SNARE Syntaxin 1 in den 

vorderen Fraktionen kein Protein detektierbar. Die Proteinkonzentration steigt ab Fraktion 9 

an und gipfelt in Fraktion 27 mit 12% des Gesamtproteins.  

 

Die Verteilung von Complexin ähnelt dieser Verteilung (Abb. 18). Neben dem kleinen Gipfel 

in den Fraktionen 18 und 19 mit 4% Gesamtprotein ist der Hauptteil des Proteins in Fraktion 

29 zu detektieren (17%). Munc18 läßt sich ab Fraktion 21 detektieren, nimmt bis Fraktion 26 

linear an Konzentration zu und endet in einer gleichbleibenden Konzentration von 17% der 

Gesamtproteinkonzentration in den unteren Fraktionen. Der Verlauf von αβ-SNAP ähnelt 

dem für Complexin. Bis auf den kleinen Hügel in den Fraktionen 13 bis 17 mit 4% der 

Gesamtproteinkonzentration liegt die Hauptabundanz in den Fraktionen 27 bis 29 (17% des 

Gesamtproteins). NSF zeigt bis auf den Hügel für die Fraktionen 23 bis 25 ein identisches 

Muster. Die höchste Konzentration des Proteins ist mit 17% des Gesamtproteins in Fraktion 

29 detektierbar. 

 

 

 

Abb. 17. Photometrische Quantifizierung der Immunsignale für die vesikelassoziierten Proteine rab3A, 
Synapsin I und Synapsin II. Aufgetragen ist das prozentuale Vorkommen des jeweiligen Proteins in jeder 
zweiten Fraktion des Saccharosegradienten. 
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Abb. 18. Photometrische Quantifizierung der Immunsignale für die Proteine SNAP-25, Syntaxin 1, Complexin, 
Munc18, αβ-SNAP, NSF, Flotillin-1, Na,K-ATPase und Cav2.2. Aufgetragen ist das prozentuale Vorkommen 
des jeweiligen Proteins in jeder zweiten Fraktion des Saccharosegradienten. 
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Flotillin-1/Reggie-2 ist in den Fraktionen 7 bis 11 in minimaler Konzentration detektierbar, 

nimmt dann annähernd linear an Abundanz zu und weist ein Maximum in Fraktion 29 mit 

17% des Gesamtproteins auf (Abb. 17). Die Na,K-ATPase ist ab Fraktion 15 detektierbar und 

nimmt bis zu Fraktion 33 an Konzentration zu, in der sie eine maximale Konzentration von 

17% erreicht. Gleiches gilt für den Calcium-Kanal Cav2.2, der ab Fraktion 18 detektierbar ist, 

bis hin zu Fraktion 35 an Konzentration zunimmt und dort einen Wert von 21% des 

Gesamtproteins erreicht.  

 

Das Zytoskelettprotein Aktin ähnelt in seiner Verteilung dem Muster integraler 

Vesikelproteine (Abb. 19). Eine hohe Konzentration ist in den Fraktionen 5 bis 11 

detektierbar, ebenso wie in den Bereichen ab Fraktion 19. Die höchste Konzentration wird in 

Fraktion 35 mit 11% des Gesamtvorkommens erreicht. Im Gegensatz dazu ist β-Tubulin in 

den oberen Fraktionen nicht detektierbar. Es zeigt einen bimodalen Verlauf mit einer 

maximalen Konzentration in Fraktion 31 mit 24% des Gesamtvorkommens.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Die Analysen der Glykolyse-Enzyme GAPDH und Pyruvat Kinase ergeben ähnliche Profile 

(Abb. 20). Beide zeigen einen bimodalen Verlauf mit Maxima in den Fraktionen 3 und 4 

sowie in den Fraktionen 27 bis 29. Die höchsten Konzentrationen liegen in den unteren 

Fraktionen mit 15% und 11% des Gesamtvorkommens. Die Kinase Erk-1/2 zeigt ebenfalls in 

Fraktion 3 einen leichten Gipfel (4%), ist jedoch in den Fraktionen 19 bis 21 sowie 31 in 

höherer Konzentration vorhanden. Fraktion 31 enthält mit 22% die maximale 

Proteinkonzentration. Die untersuchten ε-Sarkoglykanisoformen cyto und 11b sind beide 

ausschließlich in den unteren Fraktionen detektierbar, cyto ab Fraktion 17, 11b ab Fraktion 

19. Die cyto-Isoform weist hierbei eine stärkere Konzentrationszunahme auf und erreicht in 

Fraktion 35 mit 19% ihr Maximum. Die 11b-Isoform nimmt weniger an Konzentration zu und 

erreicht mit 32% ebenfalls ein Maximum in Fraktion 35.  

 

Abb. 19. Photometrische Quantifizierung der Immunsignale für die Proteine Aktin und β-Tubulin. Aufgetragen 
ist das prozentuale Vorkommen des jeweiligen Proteins in jeder zweiten Fraktion des Saccharosegradienten. 
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Das ER-Chaperon Calnexin ist ab Fraktion 5 detektierbar und erreicht in Fraktion 31 mit 11% 

Gesamtvorkommen sein Maximum (Abb. 21). Das trans-Golgi-Protein TGN38 hingegen läßt 

sich erst ab Fraktion 21 nachweisen und erreicht in Fraktion 25 mit 36% Gesamtprotein ein 

Maximum. In den Fraktionen 31 bis 35 ist es mit 5% nur marginal vorhanden. Der 

Endosomenmarker EEA1 ist ebenfalls ausschließlich in den unteren Fraktionen nachzuweisen 

und erreicht in Fraktion 25 mit 18% sein Maximum. PMP70 ist hauptsächlich in Fraktion 33 

bis 35 detektierbar und erreicht in Fraktion 35 mit 57% die maximale Konzentration. Die 

Resultate der F0F1-ATPase spiegeln die Ergebnisse des EEA1 wider. Das Protein läßt sich ab 

Fraktion 21 detektieren und erreicht einen maximalen Wert in Fraktion 29 mit 21% des 

Gesamtproteins. Der AMPA-Rezeptor ist bereits in Fraktion 17 detektierbar und nimmt in 

seiner Konzentration bis zu Fraktion 33 zu. Dort erreicht das Protein mit 21% eine maximale 

Konzentration. Das postsynaptische Protein PSD-95 ist in den Fraktionen 29 bis 35 

wiederzufinden und erreicht in Fraktion 31 mit 41% des Gesamtproteins seine höchste 

Abb. 20. Photometrische Quantifizierung der Immunsignale für die Proteine GAPDH, Pyruvat Kinase, Erk-1/2, 
ε-Sarkoglykan cyto und ε-Sarkoglykan 11b. Aufgetragen ist das prozentuale Vorkommen des jeweiligen 
Proteins in jeder zweiten Fraktion des Saccharosegradienten. 
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Konzentration. GFAP ist sowohl in den oberen als auch in den unteren Fraktionen 

detektierbar und erreicht in Fraktion 5 mit 13% des Gesamtproteins sein Maximum. Diese 

Verteilung ist für alle analysierten Proteine einzigartig. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Die beiden CAZ-Proteine Bassoon und Piccolo sind vorwiegend in den unteren Fraktionen 

detektierbar (Abb. 22). Bassoon zeigt einen kleinen Gipfel in Fraktion 7 mit 2% des 

Gesamtproteins, erreicht aber in Fraktion 31 mit 12% seine maximale Konzentration. Piccolo 

Abb. 21. Photometrische Quantifizierung der Immunsignale für die Proteine Calnexin, TGN38, EEA1, PMP70, 
F0F1-ATPase, AMPA-Rezeptor, PSD-95 und GFAP. Aufgetragen ist das prozentuale Vorkommen des 
jeweiligen Proteins in jeder zweiten Fraktion des Saccharosegradienten. 
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weist in den Fraktionen 11 bis 15 einen kleinen Gipfel mit 2,5% auf und erreicht in Fraktion 

35 seinen Maximalwert mit 10% des Gesamtproteins. 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 Immunreinigung synaptischer Vesikel 

Synaptische Vesikel des Saccharosegradienten sind präparationsbedingt durch präsynaptische 

Plasmamembrantrümmer und nicht vesikelständige Proteine kontaminiert. Um eine reine 

Vesikelpopulation zu erhalten, wird im Anschluß an die Dichtegradientenzentrifugation eine 

Immunreinigung durchgeführt. Durch die Verwendung des SV2-Antikörpers lassen sich 

synaptische Vesikel sehr spezifisch anreichern. Das Prinzip der Immunreinigung erlaubt 

ferner die Analyse des Proteoms von Vesikelsubpopulationen. 

3.2.1 Optimierung der Immunreinigung 

Die zur Wahl stehenden Magnetbeads der Firmen Pierce, Dynal und Qiagen wurden unter 

gleichen Bedingungen hinsichtlich ihrer Spezifität und Potenz zur Immunreinigung analysiert 

(Daten hier nicht gezeigt). Hierbei erwiesen sich die Magnetbeads der Firma Dynal als am 

besten geeignet und wurden daher für die weiterführenden Versuche verwendet. Ebenso 

kritisch wie die Wahl der Magnetbeads ist die Auswahl der Elutionsmittel, deren Resultate 

nach Western Blot Analysen gegen SV2 und Synaptophysin in Abbildung 23A 

wiedergegeben sind. Gezeigt sind jeweils die Ergebnisse der ersten und zweiten Elution. Die 

erste Elution und Applikation des SV2-Antikörpers führt zu der Detektion eines 

Immunsignals für SDS-Probenpuffer mit DTT (SP/DTT) sowie eines sehr schwachen Signals 

für 12% SDS in TBS. Alle anderen Ansätze sind hinsichtlich SV2 negativ. Die zweite Elution 

der Ansätze mit SP/DTT demonstriert die Potenz dieses Elutionsmittels. In den Ansätzen mit 

NP-40, DTT, Harnstoff, SDS, Methanol, Aceton und Trypsin sind nun Immunsignale 

detektierbar. Die Analysen nach Applikation von Rehydrierungspuffer, Proteinase K, 

Abb. 22. Photometrische Quantifizierung der Immunsignale für die Proteine Bassoon und Piccolo. Aufgetragen 
ist das prozentuale Vorkommen des jeweiligen Proteins in jeder zweiten Fraktion des Saccharosegradienten. 
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Natronlauge sowie der Temperaturschritt führen zu keiner Elution der Probe von den 

Magnetbeads. 

 

Analysen hinsichtlich Synaptophysin zeigen abweichende Ergebnisse. Die erste Elution führt 

zur Detektion des integralen Vesikelproteins in den Ansätzen mit SP/DTT, NP-40, DTT, 

Harnstoff, SDS und Trypsin. Keine Resultate werden für den Rehydrierungspuffer, Methanol, 

Aceton, Proteinase K, Natronlauge und den Temperaturschritt erhalten. Das stärkste 

Immunsignal ist hierbei für SP/DTT, NP-40 und SDS zu detektieren. Schwächere Signale 

lassen sich für 100 mM DTT, Harnstoff und Trypsin nachweisen. Ein sehr schwaches Signal 

ist zudem für 500 mM DTT detektierbar. Nach der zweiten Elution zeigt sich erneut die 

Potenz des SP/DTT als Elutionsmittel. Immunsignale werden für SP/DTT, NP-40, beide 

DTT-Ansätze, Harnstoff, SDS, Methanol, Aceton und den Temperaturschritt erhalten. 

Wiederum keine Signale sind in den Ansätzen mit Rehydrierungspuffer, Proteinase K und 

Natronlauge detektierbar. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Elution mit NP-40 ist aufgrund der Durchführbarkeit bei 4°C sehr schonend für die 

Proteinstabilität. Um die Potenz des Elutionsmittel hinsichtlich einer Gesamtproteinanalyse 

nachzuweisen, wurde die zweite Elutionsfraktion mit SP/DTT elektrophoretisch aufgetrennt 

und einer Silberfärbung unterzogen (Abb. 23B). Es sind zwei definierte Banden bei 25 kDa 

und 50 kDa zu erkennen, welche die leichten und schweren Ketten der verwendeten 

Immunglobuline darstellen. Zusätzlich läßt sich zwischen 25 und 30 kDa ein leicht 

verschmiertes Band nachweisen. 

Abb. 23. (A) Analyse der Effizienz verschiedener Elutionsmittel zur Separation synaptischer Vesikelproteine 
von den Magnetbeads. Aufgetragen wurden jeweils 5 µl Eluat. (B) Analyse der zweiten Elution mittels NP-40 
eluierter Proben über Silberfärbung. 
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3.2.2 Kontrollen 

Für die Immunreinigung synaptischer Vesikel müssen Protokolle entwickelt werden, welche 

spezifisch synaptische Vesikel anreichern. Um dies zu demonstrieren, werden Kontrollen 

durchgeführt, in denen anstelle des SV2-Antikörpers ein unspezifisches Maus-Immunglobulin 

verwendet wird (Abb. 24). Ferner kommen Kontrollen zum Einsatz, in denen kein Antikörper 

und/oder keine Probe an die Magnetbeads gekoppelt werden. Alle Elutionen wurden mit 

BAC-Probenpuffer durchgeführt, die Auftrennung der Proben über BAC/SDS-PAGE 

durchgeführt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Inkubation der Magnetbeads mit TBS liefert nach Elution mit BAC-Probenpuffer zwei 

sehr schwache Spots bei 25 und 50 kDa, welche die leichten und schweren Ketten der 

Immunglobuline darstellen (Abb. 24A). Koppelt man unspezifische Maus-Antikörper an die 

Magnetbeads und inkubiert diesen Komplex mit Vesikelprobe, so führt dies zur Anfärbung 

von Proteinen gleicher molekularer Masse, aber in höherer Konzentration als bei dem TBS-

Ansatz (Abb. 24B). Gleiche Ergebnisse werden für den Versuchsansatz mit SV2-Antikörper 

und TBS erhalten (Abb. 24C). Inkubiert man hingegen Magnetbeads ohne Applikation eines 

Antikörpers mit synaptischer Vesikelprobe, so lassen sich neben den zwei erwähnten 

Immunglobulin-Spots zusätzliche Proteine detektieren (Abb. 24D). Insbesondere bei ~70 kDa 

sind zwei ausgeprägte Proteinspots nachweisbar. Das gleiche Proteinmuster findet man im 

Ansatz mit Maus-Antikörper und Vesikelprobe wieder (Abb 24E). Wie bereits für die beiden 

Abb. 24. Kontrollversuche für die Immunreinigung. Nach Elution der Proteine mittels BAC-Probenpuffer von 
den Magnetbeads wurden eluierte Proben mittels BAC/SDS-PAGE separiert. Versuchsbedingungen umfassen 
die Inkubation von Magnetbeads mit (A) TBS, (B) unspezifischen Maus-Immunglobulinen und TBS, (C) SV2-
Antikörper und TBS, (D) TBS und synaptischer Vesikelprobe, (E) unspezifischen Maus-Immunglobulinen und 
Vesikelprobe sowie (F) SV2-Antikörper und Vesikelprobe. 
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Proteinspots aus den Ansätzen ohne Probeninkubation beschrieben, sind hier die IgG-Spots 

stärker ausgeprägt als im Ansatz ohne Antikörper. Der eigentliche Versuchsansatz zur 

Reinigung synaptischer Vesikel besteht in der Kopplung von SV2-Antikörper und 

synaptischer Vesikelprobe an die Magnetbeads. Nach Elution lassen sich neben den IgG-

Spots eine Reihe weiterer Proteine detektieren (Abb 24F). 

3.2.3 Vesikelpopulationen 

Um einen ersten Eindruck von der Proteinkomplexität immungereinigter synaptischer Vesikel 

und von den Unterschieden verschiedener Vesikelpopulationen zu erhalten, wurden 

immungereinigte Proben mittels BAC/SDS-PAGE zweidimensional aufgetrennt und einer 

Silberfärbung unterzogen (Abb. 25). Die Elution erfolgt hierbei unter nichtreduzierenden 

Bedingungen mit NP-40, um den Einfluß der Immunglobuline auf das Gesamtproteinmuster 

auszuschließen, die andere Proteine im Bereich von 25 und 50 kDa überlagern.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Das Proteinmuster der drei Populationen ist insgesamt sehr unterschiedlich, weist jedoch eine 

Reihe von Gemeinsamkeiten auf. Die Fraktionen 5 bis 11 sind die proteinärmsten der drei 

Ansätze. Die Fraktionen 12 bis 27 weisen deutlich mehr Protein auf. Einige Spots sind in 

beiden Populationen vorhanden. Dazu gehören beispielsweise Spots bei 17 und 30 kDa. Die 

Analyse der Fraktionen 28 bis 34 resultiert in einem vergleichbaren Muster. Spots der 

Fraktionen 12 bis 27 können bei etwa 40 und 50 kDa ausgemacht werden. Ähnlichkeiten zu 

den Fraktionen 5 bis 11 sind beispielsweise auf der linken Seite der Diagonalen bei ~75 kDa 

nachweisbar. Den Fraktionen 28 bis 34 ist eigen, daß sie im Bereich niedriger molekularer 

Masse im Gegensatz zu den anderen Fraktionen kaum Protein enthalten. Zusätzlich ist im 

Bereich hoher molekularer Masse (80 bis 180 kDa) eine starke Unschärfe erkennbar, die in 

den beiden anderen Populationen fehlt. Der Bereich hoher molekularer Masse ist in den 

Abb. 25. Analyse des Proteinmusters verschiedener Vesikelpopulationen mittels BAC/SDS-PAGE und 
Silberfärbung. Pro Gel sind 100 µg immungereinigte synaptische Vesikelproteine der Fraktionen 5 bis 11, 12 bis 
27 und 28 bis 34 aufgetrennt worden. 
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Fraktionen 5 bis 11 nicht sehr stark ausgeprägt. Die Fraktionen 12 bis 27 hingegen weisen 

vergleichsweise mehr Protein in diesem Bereich auf. 

3.2.4 Analyse der ungebundenen Probe und der abgelösten Proteine 

Neben den Kontrollen muß für eine eingehende Betrachtung der Immunreinigung auch die 

ungebundene Probe nach der Probeninkubation sowie die Überstände nach der zwei- und 

fünfminütigen Inkubation mit Tris bzw. Natriumcarbonat betrachtet werden. Dies wurde 

sowohl per Silberfärbung (Abb. 26A) als auch per Western Blot (Abb. 26, B-G) analysiert. 

Ferner wurde der eingesetzte α-SV2-haltige Hybridoma-Überstand vor und nach der 

Immunreinigung über Silberfärbung, Western Blot und Proteinbestimmung untersucht.   

 

Die Silberfärbung eindimensional aufgetrennter Proben (Abb. 26A) demonstriert, daß nach 

Inkubation der Magnetbeads mit der Probe und Analyse der ungebundenen Probe (P) eine 

Vielzahl von Proteinen detektierbar ist. Demgegenüber weisen die 2- und 15-minütigen 

Stripping-Schritte (2, 15) nur wenige Proteinbanden auf, die sich im Bereich niedriger 

molekularer Masse befinden. Die Anfärbung der Proteine des Hybridoma-Überstandes vor 

(V) und nach (N) der Immunreinigung ergibt für beide Proben identische Resultate 

hinsichtlich Muster und Intensität der Proteinbanden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die gleichen Proben wurden mittels Western Blot und Applikation des Antikörpers gegen 

SV2 analysiert (Abb. 26B). SV2 ist in der ungebundenen Probe (P) in geringen Mengen 

nachweisbar. Die 2- und 15-minütigen Stripping-Schritte haben keinen Einfluß auf die 

Abb. 26. Analyse der ungebundenen Probe (P), des 2-minütigen Tris-Schrittes (2), des 15-minütigen Na2CO3-
Schrittes (15), des Hybridoma-Überstandes vor (V) und nach (N) der Immunreingung. (A) Silberfärbung nach 
Koepsell, (B-G) Immundetektionen von SV2 (80 und 100 kDa), Synaptogyrin (29 kDa), Synaptophysin (38 
kDa), GFAP (50 kDa), Synapsin I (72 und 74 kDa) und Synapsin II (54 und 74 kDa). Analysiert wurden 50 µg 
Protein pro Spur.  
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Bindung des SV2 an die Magnetbeads. Die Detektion des Antikörpers per Western Blot vor 

und nach der Immunreinigung belegt die Ergebnisse der Silberfärbung. Die Immunsignale 

beider Banden sind vergleichbar an Intensität. Gemäß einer Proteinbestimmung befinden sich 

vor der Antikörperbindung 94,55 µg/ml Protein im Hybridoma-Überstand, nach der 

Immunreinigung 79,9 µg/ml. Dies entspricht 14,65 µg/ml oder 15,5% gebundenem Protein 

während der Immunreinigung.  

 

Analysen der ungebundenen Probe (P), des 2-minütigen Tris-Schrittes (2) und des 15-

minütigen Na2CO3-Schrittes (15) sind zusätzlich durch Western Blot Analysen für 

Synaptogyrin (Abb. 26C), Synaptophysin (D), GFAP (E), Synapsin I (F) und Synapsin II (G) 

dargestellt. Für alle untersuchten Proteine zeigen sich identische Ergebnisse. Sie lassen sich in 

der ungebundenen Probe nachweisen, fehlen jedoch in beiden Stripping-Schritten. 

3.2.5 Färbetechniken für Nitrozellulosemembranen 

Für die spätere Zuordnung von Immunsignalen aus Western Blot Analysen ist es unerläßlich, 

Nitrozellulosemembranen anfärben und entfärben zu können und im Anschluß daran 

ungehindert eine Immundetektion durchführen zu können. Diverse Techniken stehen hierfür 

zur Verfügung. Die Färbung mit Ponceau S, die laut Hersteller eine Nachweisgrenze von  

500 ng besitzt, führt zu keinem Ergebnis (Daten hier nicht gezeigt). Die Färbetechniken mit 

India Ink und Silber hingegen sind deutlich sensitiver und können Proteine bis in den 40 bzw. 

5 ng-Bereich detektieren.  

 

Beide Techniken resultieren in einer intensiven Anfärbung (Abb. 27, A-C). Bei Vergleich der 

beiden mit India Ink gefärbten Membranen (A, B) ergibt sich kein Unterschied, so daß auf die 

weitere Verwendung des aufwendigeren Protokolls mit PBS zugunsten der Verwendung von 

TBS verzichtet werden kann. Ein Vergleich der Silberfärbung (C) mit der India Ink-Färbung 

resultiert in erheblichen Unterschieden im Muster. Dies trifft insbesondere auf den Bereich 

niedriger molekularer Masse zu. Aber auch im Bereich zwischen 40 und 80 kDa sind 

deutliche Unterschiede detektierbar. Beide Techniken färben demnach unterschiedliche 

Proteine an. So ist bei Vergleich der beiden Membranen kaum ein identisches Proteinband zu 

finden. Die wenigen Proteinbanden, die durch beide Techniken angefärbt werden, zeigen 

zudem erhebliche Unterschiede in der Intensität. 
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Abb. 27. Techniken zur Anfärbung von Nitrozellulosemembranen und im Anschluß an die Färbung 
durchgeführte Immunanalysen. (A) Anfärbung mit India Ink in PBS, (B) mit India Ink in TBS und (C) mit 
Silber. (D) Western Blot Analyse von Synaptophysin (38 kDa) nach Anfärbung mit India Ink in PBS, (E) nach 
Anfärbung mit India Ink in TBS, (F) nach Anfärbung mit Silber und (G) ohne Anfärbung. Analysiert wurden 
von links nach rechts je 5 µl der Fraktionen 7, 9 und 11 des Saccharosegradienten. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Von besonderem Interesse ist die Kompatibilität der Färbetechnik mit einer späteren 

Immundetektion (Abb. 27, E-G). Erhaltene Immunsignale für Synaptophysin nach Anfärbung 

mit India Ink in PBS (D), mit India Ink in TBS (E), mit Silber (F) als auch ohne Anfärbung 

(G) führen zu keinem Unterschied in der Signalintensität. Aus diesem Grund werden für 

weitere Anwendungen Nitrozellulosemembranen vor der Immundetektion einer Silberfärbung 

unterzogen, da das Protokoll zeitliche Vorteile gegenüber der India Ink-Färbung hat und die 

Membran physikalisch weniger beansprucht. 

3.2.6 IEF/SDS-PAGE 

Die am häufigsten verwendete Technik zur zweidimensionalen Proteinseparation besteht aus 

isoelektrischer Fokussierung in der ersten Dimension, in der die Polypeptide gemäß ihres 

isoelektrischen Punktes aufgetrennt werden, und einer Trennung nach molekularer Masse in 

der zweiten Dimension über SDS-PAGE.  

 

Immungereinigte synaptische Vesikelproteine (Fraktionen 5 bis 11) werden gemäß der 

Standard 2D-Elektrophorese aufgetrennt und anschließend Western Blot Analysen bzw. einer 

Silberfärbung zugeführt. Die Analyse des Gesamtproteinmusters ist in Abbildung 28 gezeigt. 

Die meisten Proteine sind in einem Bereich molekularer Masse von 15 bis 100 kDa 

detektierbar. Der Großteil der Proteine zeigt eine Unschärfe über einen breiten pH-Bereich, 

was insbesondere Proteine molekularer Massen von 50 bis 100 kDa betrifft. Nur wenige 

Proteine zeigen eine gute Fokussierung bzw. scharfe Spots. Diese Proteine finden sich vor 

allem im Bereich niedriger molekularer Masse wieder.  
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Abb. 28. Silberfärbung mittels IEF/SDS-PAGE aufgetrennter synaptischer Vesikelproteine der Fraktionen 5 bis 
11. Für die erste Dimension wurde ein pH-Gradient von pH 3 bis 10 verwendet. Die zweite Dimension basiert 
auf einem 15%igen SDS-Gel. Analysiert wurden 60 µg Protein. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Um die Anwendbarkeit des zweidimensionalen Systems für die massenspektrometrische 

Analyse zu belegen, wurden IEF/SDS-Gele Immunanalysen unterzogen (Abb. 29). Dies 

umfaßt Western Blots für die vesikulären Proteine Synaptophysin, Synaptotagmin, VAMP-2, 

vGlut1, SNAP-25 und Syntaxin 1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Für die integralen Membranproteine Synaptotagmin und Syntaxin 1 und auch für das 

membrangebundene SNAP-25 ist die Auflösung hinreichend gut. Synaptotagmin erscheint in 

drei, Syntaxin 1 in zwei posttranslational modifizierten Isoformen. SNAP-25 ist im 

Wesentlichen als ein breiter Spot detektierbar. Demgegenüber weisen Synaptophysin, VAMP-

2 und vGlut1 eine sehr schlechte Fokussierung auf. Synaptophysin und vGlut1 zeigen 

Probleme beim Transfer von der ersten in die zweite Dimension. Zusätzlich zeigen beide 

Proteine eine große Unschärfe über einen breiten pH-Bereich. VAMP-2 zeigt ferner 

Abb. 29. Western Blot Analysen per IEF/SDS-PAGE aufgetrennter, immungereinigter synaptischer 
Vesikelproteine. Detektierte Proteine beinhalten Synaptophysin (38 kDa), Synaptotagmin (68 kDa), VAMP-2 
(14 kDa), vGlut1 (60 kDa), SNAP-25 (25 kDa) und Syntaxin 1 (35 kDa). Analysiert wurden 10 µg Probe. 
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Dimerbildung und ist in multiplen Varianten vorhanden, so daß das Protein über nahezu den 

gesamten analysierten pH-Bereich detektiert werden kann.  

 

Die Fokussierung der integralen Vesikelproteine über IEF/SDS-PAGE ist zusammenfassend 

nicht optimal. Insbesondere für eine Analyse mittels Massenspektrometrie und für die 

Detektion niedrig abundanter Proteine muß die Auflösung deutlich verbessert werden. 

3.2.7 BAC/SDS-PAGE 

Für die Etablierung des BAC/SDS-Systems wurden zunächst Western Blot Analysen der 

oberen Fraktionen des Saccharosegradienten durchgeführt. Diese machen deutlich, daß das 

Gelsystem für die Trennung hydrophober, aber auch hydrophiler Proteine geeignet ist (Abb. 

30). Integrale Membranproteine bis zu 12 Transmembranhelices wie SV2, vGlut1 oder vGat 

fokussieren optimal und erscheinen als definierte Spots auf der Nitrozellulosemembran. Im 

Gegensatz zur IEF/SDS-PAGE ist keine Unschärfe oder Wolkenbildung beobachtbar. 

Weitere, gut fokussierte integrale Vesikelproteine beinhalten Synaptophysin, Synaptotagmin, 

Synaptogyrin, VAMP-2, SCAMP 1, vAChT, Synaptoporin, SNAP-25 und Syntaxin 1. Auch 

vesikelassoziierte Proteine wie rab3A, Synapsin I, Rabphilin3A, rab5, β-Tubulin, GAPDH 

und GFAP lassen sich als fokussierte Spots nachweisen. 

 

Neben den Immunanalysen wurde die Transfereffizienz von der ersten in die zweite 

Dimension untersucht. Der Gelstreifen der ersten Dimension wird hierfür nach der 

Auftrennung in der zweiten Dimension mittels Silber gefärbt. Die Entwicklung des Silbergels 

mußte hierbei sehr lange erfolgen, bis Spuren von Protein detektiert werden konnten (Daten 

hier nicht gezeigt). 

 

Über die Western Blot Analysen immungereinigter synaptischer Vesikel wurden eine Reihe 

integraler Vesikelproteine, peripher assoziierter Proteine und Proteine des Zytoskeletts 

detektiert. Aufgrund der durch Reduktion der an die magnetischen Beads gekoppelten 

Antikörper lassen sich bei Verwendung von Antikörpern aus Maus zusätzliche Spots bei 25 

und 50 kDa detektieren (vergleiche Immunblots für SV2, rab5, β-Tubulin und GFAP). Diese 

Spots entsprechen der leichten und schweren Ketten, wie eine Western Blot Analyse ohne 

Applikation des Erstantikörpers demonstriert (vergleiche Immunblot mit anti-Maus IgG). 

Weitere Analysen umfassen Western Blots gegen das ER-Protein Calnexin, die Golgi-

Proteine GM130 und TGN38, den frühen Endosomenmarker EEA1, das nukleäre Protein 
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Lamin B, das lysosomale Protein LAMP1, das peroxisomale PMP70 sowie gegen die 

mitochondrialen Proteine VDAC1 und F0F1-ATPase. Diese Analysen führten zu keinem 

Ergebnis und demonstrieren die Reinheit der synaptischen Vesikelpräparation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Die Anfärbung der Nitrozellulosemembran mit Silber macht es möglich, erhaltene 

Immunsignale direkt mit dem Proteinmuster zu korrelieren. Durch Markierung der Membran 

und des korrespondierenden Röntgenfilmes mit Punkten kann die Lage der Immunsignale 

zweifelsfrei zugeordnet werden (Abb. 31).  

 

Abb. 30. Western Blot Analysen per BAC/SDS-PAGE aufgetrennter immungereinigter synaptischer 
Vesikelproteine. Detektierte Proteine beinhalten SV2 (80 und 100 kDa), Synaptophysin (38 kDa), 
Synaptotagmin (68 kDa), Synaptogyrin (29 kDa), VAMP-2 (14 kDa), SCAMP 1 (38 kDa), vGat (57 kDa), 
vGlut1 (60 kDa), vAChT (70 kDa), Synaptoporin (29 kDa), rab3A (25 kDa), Synapsin I (72 und 74 kDa), 
Rabphilin3A (75 kDa), SNAP-25 (25 kDa), Syntaxin 1 (35 kDa), rab5 (25 kDa), Flotillin-1 (48 kDa), β-Tubulin 
(50 kDa), GAPDH (36 kDa), GFAP (50 kDa), leichte und schwere Ketten des α-Maus Immunglobulins (25 und 
50 kDa). Analysiert wurden 10 µg Probe. In Blots mit monoklonaler Immundetektion kennzeichnen Pfeile das 
detektierte Vesikelprotein. Die restlichen Spots stellen die leichten und schweren Ketten der verwendeten 
Immunglobuline dar. 
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In Abbildung 31 zeigt sich erneut die Sensitivität der Silberfärbung für 

Nitrozellulosemembranen. Das Muster ist trotz geringer Sensitivitätsverluste identisch mit 

dem gefärbter Gele. Zu beachten sind hierbei die starken Spots bei 25 kDa und 50 kDa, 

welche die leichten und schweren Ketten der in der Probe enthaltenden Immunglobuline 

darstellen. Dieses System erlaubt die Anfertigung einer Proteinkarte (Abb. 32), die für die 

Analyse per Massenspektrometrie sehr wichtig ist. Durch die Tatsache, daß einige 

Proteinspots bekannt sind, lassen sich tryptischer Verdau und Extraktion auf die Bedürfnisse 

der Probe anpassen und optimieren. Zusätzlich läßt sich die Effizienz der 

Massenspektrometrie hinsichtlich der Identifizierung hydrophober Membranproteine 

überprüfen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 31. Silbergefärbte Nitrozellulosemembran nach BAC/SDS-PAGE. Die Membran wird mit drei Punkten 
markiert, um Proteinspots mit Immunsignalen auf Röntgenfilmen zu korrelieren. 

Abb. 32. Darstellung synaptischer Vesikelproteine, die mittels Western Blot und Korrelation der Immunsignale 
über gefärbte Nitrozellulosemembranen detektiert werden können. 
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Mit Sicherheit zugeordnet werden können die Proteine SV2, Synaptophysin, Synaptotagmin, 

Synaptoporin, Synaptogyrin, SNAP-25, Syntaxin 1, VAMP-2, vGlut1, rab3A, GAPDH, 

SCAMP 1, GFAP, Synapsin I, β-Tubulin und Rabphilin3A. Ferner sind die Positionen der 

leichten und schweren Immunglobulin-Ketten (IgG lc und hc) eingezeichnet. Die über 

Immunblot detektierten Proteine vGat, vAChT, Flotillin-1 und rab5 können keinen definierten 

Punkten auf der Nitrozellulosemembran zugeordnet werden. 

3.2.8 dSDS-PAGE  

Neben der Verwendung der IEF/SDS- und BAC/SDS-PAGE wurde die dSDS-PAGE 

eingesetzt. Für den Einsatz der dSDS-PAGE müssen vorab verschiedene Systeme getestet 

werden, um einen optimalen Auftrennungsbereich festlegen zu können. Angewandte Systeme 

sind in Abbildung 33 dargestellt. Hierzu zählen Systeme bestehend aus einer 9% Tricin- und 

14% Tricin-PAGE (A), 9% Tricin-PAGE mit 6 M Harnstoff und 15% Laemmli-PAGE mit 

doppelter Salzkonzentration (B), 9% Tricin- und 15% Laemmli-PAGE mit doppelter 

Salzkonzentration (C) sowie 10% Laemmli-PAGE mit 6 M Harnstoff und 15% Laemmli-

PAGE (D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 33. dSDS-PAGE. 50 µg synaptische Vesikelproteine der Fraktionen 5 bis 11 des Saccharosegradienten 
wurden mittels folgender 2D-Systeme aufgetrennt: (A) 9% Tricin- und 14% Tricin-PAGE, (B) 9% Tricin-PAGE 
mit 6 M Harnstoff und 15% Laemmli-PAGE mit 2x Salz, (C) 9% Tricin- und 15% Laemmli-PAGE mit 2x Salz, 
(D) 10% Laemmli-PAGE mit 6 M Harnstoff und 15% Laemmli-PAGE. 
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Bei Vergleich der Abbildungen A-D zeigt sich, daß A und D für eine optimale Auftrennung 

nicht geeignet sind. Die Auftrennung in A ist für kleine molekulare Massen zwar optimal, 

trennt aber unzureichend im höheren Massenbereich. In D ist die Trennkapazität in der 

zweiten Dimension unzureichend genutzt. Wie bereits für A beschrieben, ist die Trennung 

ausschließlich im niedrigen Massenbereich optimal. Die Systeme B und C trennen in 

Bereichen hoher molekularer Masse besser auf. Bei Vergleich der Proteinspots beider 

Systeme zeigt sich in C die etwas bessere Auflösung. Daher wird im weiteren Verlauf mit 

diesem System gearbeitet. 

 

Wie bereits für das BAC/SDS-System beschrieben, wurden vor einem präparativen Gel für 

die Massenspektrometrie zunächst Western Blot Analysen durchgeführt, um die Effizienz der 

Auftrennung hydrophober Vesikelproteine zu überprüfen. Die Ergebnisse der Analysen sind 

exemplarisch an einigen Immunblots gezeigt (Abb. 34) und in Abbildung 35 

zusammengefaßt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Detektiert wurden die integralen Vesikelproteine Synaptophysin, Synaptotagmin, VAMP-2, 

SCAMP 1, vGat, vGlut1, Synaptoporin, SNAP-25 und Syntaxin 1. Membranassoziierte 

Proteine umfassen Synapsin I, Rabphilin3A, Munc18, β-Tubulin und Erk-1/2. Die meisten 

Abb. 34. Western Blot Analysen per dSDS-PAGE aufgetrennter immungereinigter synaptischer Vesikelproteine 
(Fraktionen 5 bis 11). Detektierte Proteine beinhalten Synaptophysin (38 kDa), Synaptotagmin (68 kDa), 
VAMP-2 (14 kDa),   SCAMP 1 (38 kDa), vGat (57 kDa), vGlut1 (60 kDa), Synaptoporin (29 kDa), Synapsin I 
(72 und 74 kDa), Rabphilin3A (75 kDa), SNAP-25 (25 kDa), Syntaxin 1 (35 kDa), Munc18 (68 kDa), β-Tubulin 
(50 kDa) und Erk-1/2 (42 und 44 kDa). 10 µg Probe wurden elektrophoretisch aufgetrennt. In Blots mit 
monoklonaler Immundetektion kennzeichnen Pfeile das detektierte Vesikelprotein - die restlichen Spots stellen 
die leichten und schweren Ketten der verwendeten Immunglobuline und andere unspezifische Signale dar. 
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Proteine kommen in der dSDS-PAGE auf einer Diagonalen zu liegen. Einige Proteine brechen 

jedoch aus diesem Laufverhalten aus. Bei diesen Proteinen handelt es sich gemäß der 

Immunanalysen um besonders hydrophobe Proteine. Dies veranschaulicht die Nützlichkeit 

des dSDS-Systems für die Analyse des Vesikelproteoms. Sehr hydrophobe Proteine können 

nach Färbung des Gels direkt durch visuelle Inspektion identifiziert werden. Die Anfärbung 

der Nitrozellulosemembran der per dSDS-PAGE aufgetrennten Proteine demonstriert die 

beschriebene Diagonale, auf der die Proteine zu liegen kommen und ähnelt den in Abbildung 

33 dargestellten Gelbildern (Abb. 35).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die durch Anfärbung der Nitrozellulosemembran mögliche Zuordnung der Immunsignale ist 

in Abbildung 36 gezeigt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Abb. 35. Silbergefärbte Nitrozellulosemembran nach IEF/SDS-PAGE. Die Membran wurde mit drei Punkten 
markiert, um Proteinspots mit Immunsignalen auf Röntgenfilmen zu korrelieren. 

Abb. 36. Darstellung synaptischer Vesikelproteine (Fraktionen 5 bis 11), die mittels Western Blot und 
Korrelation der Immunsignale über gefärbte Nitrozellulosemembranen detektiert werden können. 
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Mit Sicherheit zugeordnet werden können die Proteine Synaptotagmin, Synaptoporin, SNAP-

25, Syntaxin 1, VAMP-2, vGlut1, vGat, SCAMP 1, Synapsin I, β-Tubulin und Rabphilin3A. 

Die über Immunblot detektierten Proteine Munc18 und Erk-1/2 können hingegen keinen 

definierten Punkten zuwiesen werden. 

3.2.9 Subpopulationsanalyse 

3.2.9.1 Analyse des Gesamtproteinmusters 

Die über BAC/SDS-PAGE aufgetrennten Eluate der Immunreinigungen mit Antikörpern 

gegen vGat und vGlut1 sind in Abbildung 37 dargestellt.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bei Betrachtung des Polypeptidmusters der beiden silbergefärbten Gele wird deutlich, daß 

unter Berücksichtigung einer nicht zu 100% vergleichbaren Färbung keine nennenswerten 

Unterschiede im Vesikelproteom zu detektieren sind. Beide Ansätze weisen Polypeptide 

zwischen 10 und 200 kDa auf. Die Komplexität des Proteinmusters zwischen 40 und 80 kDa 

ist sehr vergleichbar. 

3.2.9.2 Immunanalysen 

Für die Veranschaulichung der Effektivität der Immunreinigung in Bezug auf die Trennung 

von Vesikelsubpopulationen wurden neben der dargestellten Silberfärbung Immunanalysen 

durchgeführt (Abb. 38). Diese beinhalten die Applikation von Antikörpern gegen vGat und 

vGlut1 nach zweidimensionaler Auftrennung über BAC/SDS-PAGE. Analysen nach 

Immunreinigung der vGat-enthaltenden Vesikel (A) ergeben sowohl für vGat als auch für 

Abb. 37. Silberfärbung über BAC/SDS-PAGE aufgetrennter Proteine. vGat kennzeichnet die synaptischen 
Vesikelproteine, die über den vesikulären GABA-Transporter aufgereinigt wurden. vGlut1 bezeichnet 
entsprechend die Aufreinigung synaptischer Vesikelproteine über den vesikulären Glutamattransporter. Pro Gel 
wurden 40 µg Protein elektrophoretisch aufgetrennt. 
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vGlut1 Signale. Dies ist ebenfalls für die Subpopulation der mit dem Antikörper gegen vGlut1 

aufgereinigten Vesikel zu beobachten (B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

3.3 An-/Abreicherungsanalysen 

Um identifizierte Proteine zweifelsfrei synaptischen Vesikeln zuordnen zu können, wurde 

eine Evaluation über An- bzw. Abreicherungsstudien durchgeführt. Hierbei werden während 

jeden Schrittes der Präparation synaptischer Vesikel Proben entnommen. Bei Auftragen 

gleicher Konzentrationen der jeweiligen Proben und Immunanalyse wird deutlich, welche 

Proteine sich anreichern und damit spezifisch mit synaptischen Vesikeln assoziiert sind. 

3.3.1 Überblick der Proteinkomplexität 

Für eine erste Analyse wurde jede Probe mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und einer 

Silberfärbung unterzogen. Um einen größtmöglichen Massenbereich abzudecken, kommen 

sowohl die SDS-PAGE als auch die Tris-Acetat-PAGE zum Einsatz (Abb. 39). Als Proben 

dienen Gesamthirnhomogenat (1), die grobe Synaptosomenfraktion (2), mittels 

Percollgradienten aufgereinigte Synaptosomen (3), pelletierte Synaptosomen (4), der 

Überstand der Synaptosomen-Pelletierung (5), die grobe Vesikelfraktion nach osmotischer 

Lyse (6), die Fraktionen 5 bis 11 des Saccharosegradienten (7) und immungereinigte 

synaptische Vesikelproteine (8). 

 

 

 

Abb. 38. Western Blot Analysen über BAC/SDS-PAGE aufgetrennter Proteine. Applikation von Antikörpern 
gegen vGat und vGlut1 der über (A) vGat oder (B) vGlut1 aufgereinigten synaptischen Vesikelproteine. Pro Gel 
wurden 10 µg Protein elektrophoretisch aufgetrennt. 
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Die Probenkomplexität nimmt mit zunehmender Aufreinigung drastisch ab. Dies ist 

insbesondere ab der groben synaptischen Vesikelprobe (6) ersichtlich. Probe 5 ist 

erwartungsgemäß proteinarm. Die Proteinkomplexität der Fraktionen 5 bis 11 des 

Saccharosegradienten (7) als auch der immungereinigten Probe (8) ist vergleichsweise gering. 

Insbesondere Proteine hoher molekularer Masse (> 120 kDa) sind in den Proben 7 und 8 nicht 

als individuelle Banden erkennbar (B). 

3.3.2 Western Blot Analysen 

Aufgrund der geringen Aussagekraft silbergefärbter Gele bezüglich spezifischer 

Vesikelproteine und der nicht vorhandenen Linearität zwischen Proteinkonzentration und  

Bandenintensität wurde die Western Blot Analyse zur Untersuchung der An- bzw. 

Abreicherung verwendet. Untersucht wurden hierbei integrale Vesikelproteine, 

vesikelassoziierte Proteine, Proteine des Zytoskeletts, Proteine der prä- und postsynaptischen 

Plasmamembran als auch Komponenten der Postsynapse. Zusätzlich wurden Analysen 

bezüglich organellärer Kontaminationen durchgeführt.  

 

Untersuchte integrale Vesikelproteine beinhalten SV2, Synaptophysin, Synaptotagmin, 

Synaptogyrin, Synaptoporin, VAMP-2, SCAMP 1 und die vesikulären 

Neurotransmittertransporter vGat, vGlut1 und vAChT (Abb. 40). Allen Proteinen ist gemein, 

daß sie während der Präparation an Konzentration zunehmen. Die intensivsten Immunsignale 

Abb. 39. An-/Abreicherungsanalyse von Proben während der Präparation. (A) SDS-PAGE, (B) Tris-Acetat-
PAGE. (1) Gesamthirnhomogenat, (2) grobe Synaptosomenfraktion, (3) Percoll-Gradienten entstammende 
Synaptosomen, (4) pelletierte Synaptosomen, (5) Überstand der Synaptosomen-Pelletierung, (6) grobe 
Vesikelfraktion nach osmotischer Lyse, (7) Fraktionen 5 bis 11 des Saccharosegradienten, (8) immungereinigte 
Vesikel. Pro Spur wurden 10 µg Protein elektrophoretisch aufgetrennt. 
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lassen sich in den immungereinigten Fraktionen nachweisen. Insbesondere Synaptoporin und 

der vesikuläre Acetylcholin-Transporter liegen im Saccharosegradienten und in den 

immungereinigten Fraktionen in vergleichsweise sehr hoher Konzentration vor.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Untersuchte peripher assoziierte Vesikelproteine umfassen rab3A und dessen Effektor 

Rabphilin3A, die beiden Synapsin-Isoformen sowie β-Tubulin (Abb. 41). Rab3A zeigt eine 

Konzentrationsabnahme nach Immunreinigung und ist im Gegensatz zu den integralen 

Vesikelproteinen in hoher Konzentration im Überstand der Synaptosomen-Pelletierung (5) 

nachweisbar. Rabphilin3A weist im gesamten Präparationsverlauf eine gleichbleibende bis 

zunehmende Konzentration auf. Synapsin I zeigt in den Proben 4, 7 und 8 die höchste 

Abundanz. Im Gegensatz dazu weist Synapsin II die höchste Konzentration in den Fraktionen 

5 bis 11 des Saccharosegradienten auf. In der immungereinigten Probe sind lediglich Spuren 

an Protein vorhanden. β-Tubulin reichert während der Präparation bis hin zur 

Synaptosomenpelletierung (4) an, ist wie rab3A in Fraktion 5 detektierbar und danach nicht 

weiter nachweisbar. 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 40. An-/Abreicherungsanalyse der mit Western Blot detektierten integralen Vesikelproteine SV2, 
Synaptophysin, Synaptotagmin, Synaptogyrin, Synaptoporin, VAMP-2, SCAMP 1, vGat, vGlut1 und vAChT. 
(1) Gesamthirnhomogenat, (2) grobe Synaptosomenfraktion, (3) Percoll-Gradienten entstammende 
Synaptosomen, (4) pelletierte Synaptosomen, (5) Überstand der Synaptosomen-Pelletierung, (6) grobe 
Vesikelfraktion nach osmotischer Lyse, (7) Fraktionen 5 bis 11 des Saccharosegradienten, (8) immungereinigte 
Vesikel. Pro Spur wurden 5 µg Protein elektrophoretisch aufgetrennt.

Abb. 41. An-/Abreicherungsanalyse der mit Western Blot detektierten vesikelassoziierten Proteine rab3A, 
Rabphilin3A, Synapsin I, Synapsin II und β-Tubulin. (1) Gesamthirnhomogenat, (2) grobe 
Synaptosomenfraktion, (3) Percoll-Gradienten entstammende Synaptosomen, (4) pelletierte Synaptosomen, (5) 
Überstand der Synaptosomen-Pelletierung, (6) grobe Vesikelfraktion nach osmotischer Lyse, (7) Fraktionen 5 
bis 11 des Saccharosegradienten, (8) immungereinigte Vesikel. Pro Spur wurden 5 µg Protein elektrophoretisch 
aufgetrennt. 
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Die t-SNAREs SNAP-25 und Syntaxin 1 nehmen während der Vesikelaufreinigung an 

Konzentration ab und zeigen ihre geringste Abundanz in der immungereinigten synaptischen 

Vesikelprobe (8) (Abb. 42). SNAP-25 kann in geringer Konzentration im Überstand der 

Synaptosomen-Pelletierung (5) detektiert werden. Die mit Syntaxin 1 assoziierten Proteine 

Complexin, Munc13 und Munc18 weisen eine dem Syntaxin 1 entsprechende Verteilung auf. 

Ihre Abundanz nimmt im Verlauf der Präparation ab und ist in der immungereinigten Probe 

nicht bzw. nur sehr schwach zu detektieren. Die mit dem SNARE-Komplex interagierenden 

Proteine NSF und αβ-SNAP ähneln dieser Verteilung. Beide Proteine nehmen während der 

Präparation an Konzentration ab und lassen sich in den Proben des Saccharosegradienten und 

der immungereinigten Fraktion nicht detektieren. Die in der Endozytose involvierten Proteine 

Clathrin und Dynamin-1 zeigen ebenfalls eine Abreicherung. Clathrin ist in der groben 

Vesikelfraktion und allen nachfolgenden Schritten nicht mehr nachweisbar, Dynamin-1 

hingegen läßt sich in geringen Spuren in den Fraktionen des Saccharosegradienten 

detektieren. Die Proteine rab4 und rab5 weisen eine geringfügige Konzentrationsabnahme 

auf. Rab5 ist in geringen Mengen in den Fraktionen des Saccharosegradienten vorhanden, 

fehlt aber in der immungereinigten Probe. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Aufgrund der hohen molekularen Masse und der Problematik des Transfers der beiden 

Proteine Bassoon und Piccolo auf Nitrozellulosemembranen wurden für diese Proteine Dot 

Blots durchgeführt (Abb. 43). Beide Proteine reichern zu Beginn der Präparation an und sind 

in hoher Konzentration in der reinen Synaptosomenfraktion setektierbar. Nach Lyse der 

Abb. 42. An-/Abreicherungsanalyse der mit Western Blot detektierten Proteine SNAP-25, Syntaxin 1, 
Complexin 1 und 2, Munc13, Munc18, NSF, αβ-SNAP, Clathrin, Dynamin-1, rab4 und rab5. (1) 
Gesamthirnhomogenat, (2) grobe Synaptosomenfraktion, (3) Percoll-Gradienten entstammende Synaptosomen, 
(4) pelletierte Synaptosomen, (5) Überstand der Synaptosomen-Pelletierung, (6) grobe Vesikelfraktion nach 
osmotischer Lyse, (7) Fraktionen 5 bis 11 des Saccharosegradienten, (8) immungereinigte Vesikel. Pro Spur 
wurden 5 µg Protein elektrophoretisch aufgetrennt. 
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Synaptosomen nimmt ihre Konzentration ab. Beide Proteine sind in der immungereinigten 

Vesikelfraktion nachweisbar. 

 

 

 

 

 

 
 
Untersuchte Proteine der präsynaptischen Plasmamembran umfassen die Na,K-ATPase, den 

Ca2+-Kanal des N-Typs Cav2.2, CAT1 (Calcium Transportprotein 1), GAT1 (GABA-

Transporter 1), EAAC1 (Glutamat-Transporter) und Flotillin-1 (Abb. 44). Alle Proteine 

reduzieren in ihrer Abundanz nach der groben Vesikelpräparation (6) und können bis auf 

GAT1 und Flotillin-1 in den Proben des Saccharosegradienten (7) nicht weiter detektiert 

werden. GAT1 und Flotillin-1 weisen dort geringe Konzentrationen auf, sind aber in der 

immungereinigten Probe (8) nicht detektierbar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Die glykolytischen Enzyme GAPDH und Pyruvat Kinase lassen sich in den immungereinigten 

Fraktionen (8) nachweisen, jedoch in deutlich geringerer Konzentration als in den anderen 

Proben (Abb. 45). Beide Proteine weisen im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Proteinen 

eine hohe Konzentration im Überstand der Synaptosomen-Pelletierung (5) auf und zeigen bis 

auf die Immunisolate eine insgesamt gleichbleibende Abundanz während der Präparation. Die 

Kinase Erk-1/2 läßt bis zu den pelletierten Synaptosomen eine gleichbleibende Abundanz 

erkennen, ist aber in nur sehr geringer Konzentration in der groben Vesikelpräparation (6) 

nachweisbar und fehlt in allen nachfolgenden Schritten. 

 

 

Abb. 43. An-/Abreicherungsanalyse der mit Dot Blot detektierten Proteine Bassoon und Piccolo. (1) 
Gesamthirnhomogenat, (2) grobe Synaptosomenfraktion, (3) Percoll-Gradienten entstammende Synaptosomen, 
(4) pelletierte Synaptosomen, (5) Überstand der Synaptosomen-Pelletierung, (6) grobe Vesikelfraktion nach 
osmotischer Lyse, (7) Fraktionen 5 bis 11 des Saccharosegradienten, (8) immungereinigte Vesikel. Pro Dot 
wurde 1 µg Protein gespottet. 

Abb. 44. An-/Abreicherungsanalyse der mit Western Blot detektierten Proteine Na,K-ATPase, Cav2.2, CAT1, 
GAT1, EEAC1 und Flotillin-1. (1) Gesamthirnhomogenat, (2) grobe Synaptosomenfraktion, (3) Percoll-
Gradienten entstammende Synaptosomen, (4) pelletierte Synaptosomen, (5) Überstand der Synaptosomen-
Pelletierung, (6) grobe Vesikelfraktion nach osmotischer Lyse, (7) Fraktionen 5 bis 11 des 
Saccharosegradienten, (8) immungereinigte Vesikel. Pro Spur wurden 5 µg Protein elektrophoretisch 
aufgetrennt. 
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Neben der Präsynapse wurden zusätzlich Proteine der Postsynapse untersucht. Dazu zählen 

der AMPA-Rezeptor, PSD-93, PSD-95 und SAP102 (Abb. 46). Der AMPA-Rezeptor nimmt 

während der Präparation bis zur groben Vesikelpräparation (6) an Konzentration zu, ist aber 

in den Fraktionen des Saccharosegradienten (7) und den immungereinigten Proben (8) nur in 

Spuren nachweisbar. Im Gegensatz dazu sind die Proteine PSD-93, PSD-95 und SAP102 im 

Saccharosegradienten und den immungereinigten Proben nicht detektierbar. Die höchste 

Abundanz zeigen die Proteine in der reinen Synaptosomenfraktion (4). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Für die Analyse von Kontaminationen wurden Immunanalysen verschiedener organellärer 

Markerproteine durchgeführt (Abb. 47). Das Gliaprotein GFAP ist in allen Fraktionen 

detektierbar, nimmt aber während der Präparation an Konzentration ab. Die geringste 

Konzentration ist in der immungereinigten Probe (8) nachweisbar. Das ER-Chaperon 

Calnexin ist in allen Proben bis auf den Überstand der Synaptosomen-Pelletierung in 

gleichem Maß detektierbar. Glast nimmt an Abundanz während der Präparation ab und ist in 

den Fraktionen des Saccharosegradienten und der immungereinigten Probe nicht detektierbar. 

Die mitochondriale F0F1-ATPase nimmt ebenfalls an Konzentration ab und fehlt in den 

Proben des Saccharosegradienten und der Immunreinigung. Gleiches gilt für den 

Peroxisomenmarker PMP70. 

 

 

 

Abb. 45. An-/Abreicherungsanalyse der mit Western Blot detektierten Proteine GAPDH, Pyruvat Kinase und 
Erk-1/2. (1) Gesamthirnhomogenat, (2) grobe Synaptosomenfraktion, (3) Percoll-Gradienten entstammende 
Synaptosomen, (4) pelletierte Synaptosomen, (5) Überstand der Synaptosomen-Pelletierung, (6) grobe 
Vesikelfraktion nach osmotischer Lyse, (7) Fraktionen 5 bis 11 des Saccharosegradienten, (8) immungereinigte 
Vesikel. Pro Spur wurden 5 µg Protein elektrophoretisch aufgetrennt. 

Abb. 46. An-/Abreicherungsanalyse der mit Western Blot detektierten Proteine AMPA-R, PSD-93, PSD-95 und 
SAP102. (1) Gesamthirnhomogenat, (2) grobe Synaptosomenfraktion, (3) Percoll-Gradienten entstammende 
Synaptosomen, (4) pelletierte Synaptosomen, (5) Überstand der Synaptosomen-Pelletierung, (6) grobe 
Vesikelfraktion nach osmotischer Lyse, (7) Fraktionen 5 bis 11 des Saccharosegradienten, (8) immungereinigte 
Vesikel. Pro Spur wurden 5 µg Protein elektrophoretisch aufgetrennt. 
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3.3.3 Quantifizierung der Immunanalysen 

Die Analysen der integralen synaptischen Vesikelproteine SV2, Synaptophysin, 

Synaptotagmin, Synaptogyrin, Synaptoporin, VAMP-2, vGat, vGlut1 und vAChT ergeben ein 

sehr ähnliches Muster (Abb. 48). Allen Proteinen ist gemein, daß die höchste Konzentration 

in der immungereinigten Vesikelfraktion zu finden ist. Die Anreicherung gegenüber anderen 

Proteinen läßt sich hierdurch gut demonstrieren. Besonders stark ausgeprägt zeigt sich die 

Anreicherung für Synaptotagmin, Synaptoporin, Synaptogyrin, VAMP-2 und vAChT mit 

jeweils 42%, 58%, 38%, 22% und 69% des Gesamtproteins. Eine Ausnahme bildet das 

Protein SCAMP 1, für das eine Konzentrationsabnahme nach Herstellung der groben 

Vesikelfraktion zu verzeichnen ist. Die immungereinigte Vesikelfraktion enthält 14% des 

Gesamtproteins, während in der groben Synaptosomenprobe 20% detektiert werden können. 

 

Untersuchte vesikelassoziierte Proteine umfassen rab3A, Rabphilin3A, Synapsin I und II 

sowie β-Tubulin (Abb. 49). Rab3A zeigt eine schwankende Konzentration während des 

Präparationsverlaufs. Es läßt sich in der höchsten Konzentration mit jeweils 24% in der 

groben Synaptosomenprobe (4) und den Fraktionen des Saccharosegradienten (7) detektieren. 

In immungereinigten Proben ist kein Protein detektierbar. Das rab3A-Effektorprotein 

Rabphilin3A zeigt demgegenüber eine abweichende Verteilung, nimmt aber ebenso wie 

rab3A drastisch in den immungereinigten Proben ab (10% des Gesamtproteins). Die höchste 

Konzentration an Rabphilin3A läßt sich mit 28% in der groben Vesikelfraktion (6) 

detektieren. Synapsin I läßt sich in hoher Konzentration in der groben Synaptosomenprobe (4) 

und in den immungereinigten Proben (8) wiederfinden (23% und 20%), während Synapsin II 

neben der ebenfalls hohen Abundanz in Probe 4 (37%) nicht mit Vesikeln assoziiert ist. Dies 

spiegelt sich in den Ergebnissen für β-Tubulin wider, dessen maximaler Wert mit 40% in 

Probe 4 detektiert wird. 

Abb. 47. An-/Abreicherungsanalyse der mit Western Blot detektierten Proteine GFAP, Calnexin, Glast, F0F1-
ATPase und PMP70. (1) Gesamthirnhomogenat, (2) grobe Synaptosomenfraktion, (3) Percoll-Gradienten 
entstammende Synaptosomen, (4) pelletierte Synaptosomen, (5) Überstand der Synaptosomen-Pelletierung, (6) 
grobe Vesikelfraktion nach osmotischer Lyse, (7) Fraktionen 5 bis 11 des Saccharosegradienten, (8) 
immungereinigte Vesikel. Pro Spur wurden 5 µg Protein elektrophoretisch aufgetrennt. 
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Abb. 48. Quantifizierung der An-/Abreicherungsanalyse der mit Western Blot detektierten Proteine SV2, 
Synaptophysin, Synaptotagmin, Synaptogyrin, Synaptoporin, VAMP-2, SCAMP 1, vGat, vGlut1 und vAChT. 
(1) Gesamthirnhomogenat, (2) grobe Synaptosomenfraktion, (3) Percoll-Gradienten entstammende 
Synaptosomen, (4) pelletierte Synaptosomen, (5) Überstand der Synaptosomen-Pelletierung, (6) grobe 
Vesikelfraktion nach osmotischer Lyse, (7) Fraktionen 5 bis 11 des Saccharosegradienten, (8) immungereinigte 
Vesikel.  
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Die t-SNAREs SNAP-25 und Syntaxin 1 zeigen mit 3% und 2% eine sehr geringe Abundanz 

in der immungereinigten Vesikelprobe (Abb. 50). SNAP-25 nimmt zunächst linear an 

Konzentration ab, zeigt aber sowohl in der unreinen Vesikelfraktion (11%) als auch in den 

Fraktionen des Saccharosegradienten (15%) eine hohe Abundanz. Demgegenüber nimmt die 

Konzentration des Syntaxin-1 ab Probe 4 (22%) ab und erreicht in der immungereinigten 

Probe 2% des Gesamtproteins. Die mit dem SNARE-Komplex assoziierten Proteine Munc13 

und Complexin zeigen ein ähnliches Muster. Hohe Proteinkonzentrationen sind in Probe 3 

bzw. 4 (32%, 23%) zu verzeichnen, die in den folgenden Schritten sinken. Complexin ist 

bereits in den Fraktionen des Saccharosegradienten nicht mehr detektierbar, Munc13 in den 

immungereinigten Proben nicht nachweisbar. Die Ergebnisse für Munc18 gleichen denen des 

Syntaxin 1. Maximale Konzentrationen befinden sich mit 27% in der groben 

Synaptosomenprobe (4) und mit 20% in der groben Vesikelprobe (6). Das Chaperon NSF ist 

Abb. 49. Quantifizierung der An-/Abreicherungsanalyse der mit Western Blot detektierten Proteine rab3A, 
Rabphilin3A, Synapsin I, Synapsin II und β-Tubulin. (1) Gesamthirnhomogenat, (2) grobe 
Synaptosomenfraktion, (3) Percoll-Gradienten entstammende Synaptosomen, (4) pelletierte Synaptosomen, (5) 
Überstand der Synaptosomen-Pelletierung, (6) grobe Vesikelfraktion nach osmotischer Lyse, (7) Fraktionen 5 
bis 11 des Saccharosegradienten, (8) immungereinigte Vesikel.  
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in Probe 4 in der höchsten Konzentration (45%) vorhanden und nimmt ab diesem Schritt 

immens an Konzentration ab. Die detektierbaren Mengen in der unreinen Vesikelfraktion und 

allen nachfolgenden Proben sind marginal (< 3%). Die Proteine αβ-SNAP ergeben sehr 

ähnliche Resultate. 47% sind in der groben Synaptosomenprobe, 15% in der groben 

Vesikelfraktion detektierbar. Die nachfolgenden Schritte enthalten weniger als 1% der 

Proteine.  

 

Die in der Endozytose involvierten Proteine Clathrin und Dynamin-1 sind in sehr hohen 

Konzentrationen in Probe 4 vorhanden (45% bzw. 30%). Dynamin-1 ist in der unreinen 

Vesikelfraktion (6) mit 23% detektierbar, ist aber in allen nachfolgenden Schritten nicht mehr 

nachweisbar. Auch Clathrin fehlt in diesen Proben völlig. Rab5 ist mit 36% in seiner höchsten 

Konzentration in der groben Synaptosomenprobe (4) zu detektieren und nimmt in den 

nachfolgenden Schritten an Abundanz ab. In der immungereinigten Probe fehlt es völlig. 

 

Die beiden CAZ-Proteine Bassoon und Piccolo sind in der groben Synaptosomenfraktion in 

ihrer höchsten Konzentration vorhanden (43% bzw. 28%) (Abb. 51). Bassoon reichert ab der 

unreinen Vesikelfraktion bis hin zu der immungereinigten Probe an (18%). Piccolo 

verzeichnet hingegen eine Abreicherung zwischen Probe 6 und 7, ist aber in der 

immungereinigten Probe wieder in höherer Konzentration detektierbar (13%). Die Na,K-

ATPase der präsynaptischen Plasmamembran weist eine sehr hohe Konzentration in der 

unreinen Vesikelprobe auf (40%) und ist in den nachfolgenden Schritten nicht mehr 

detektierbar (Abb. 51). Gleiches gilt für den Ca2+-Kanal Cav2.2. Nach Abreicherung zu 

Beginn der Präparation verzeichnet er seine höchste Abundanz mit 28% in Probe 4 und nimmt 

danach in seiner Konzentration stark ab. In den freien Vesikelfraktionen ist das Protein nicht 

detektierbar.  

 

Der Transporter GAT1 verhält sich ähnlich wie der Calcium-Kanal (Abb. 51). Die höchste 

Konzentration liegt mit 37% des Gesamtproteinvorkommens in der unreinen Vesikelfraktion 

vor. Das Protein ist in Fraktion 7 nur noch in geringen Mengen (< 1%) und in Fraktion 8 nicht 

mehr nachweisbar. Flotillin-1 nimmt an Konzentration während der Präparation ab. Die 

höchsten Konzentrationen befinden sich im Gesamthirnhomogenat mit 32% und in Probe 4 

mit 25%. Enthält die grobe Vesikelfraktion noch 10% des Proteins, ist es in synaptischen 

Vesikelproben nicht mehr detektierbar. 
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Abb. 50. Quantifizierung der An-/Abreicherungsanalyse der mit Western Blot detektierten Proteine SNAP-25, 
Syntaxin-1, Complexin, Munc13, Munc18, NSF, αβ-SNAP, Clathrin, Dynamin-1 und rab5. (1) 
Gesamthirnhomogenat, (2) grobe Synaptosomenfraktion, (3) Percoll-Gradienten entstammende Synaptosomen, 
(4) pelletierte Synaptosomen, (5) Überstand der Synaptosomen-Pelletierung, (6) grobe Vesikelfraktion nach 
osmotischer Lyse, (7) Fraktionen 5 bis 11 des Saccharosegradienten, (8) immungereinigte Vesikel.  
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Das Glykolyse-Enzym GAPDH ist im Überstand der Synaptosomenpelletierung in der 

höchsten Konzentration nachweisbar (24%) und nimmt zu Beginn der Präparation von 17% 

auf 3% in der groben Synaptosomenfraktion an Konzentration ab (Abb. 52). Enthalten die 

Fraktionen des Saccharosegradienten noch 12% des Proteins, sind in den immungereinigten 

Proben weniger als 1% detektierbar. Die Pyruvat Kinase besitzt im Gesamthirnhomogenat 

ihre größte Abundanz (28%). Alle folgenden Werte bis zu den Fraktionen des 

Saccharosegradienten sind mit 8 bis 15% annähernd äquivalent. Immungereinigte Vesikel 

enthalten hingegen nur sehr geringe Spuren dieser Kinase (< 1%). Die Kinase Erk-1/2 zeigt 

ihr letztes Vorkommen während der Aufreinigung in gereinigten Synaptosomen mit 16% des 

Gesamtproteins. Der Maximalwert von 30% ist in den Percoll-Gradienten abstammenden 

Synaptosomenfraktionen detektierbar. Nach Lyse der synaptosomalen Strukturen ist das 

Enzym nicht mehr nachweisbar. 

Abb. 51. Quantifizierung der An-/Abreicherungsanalyse der mit Western Blot detektierten Proteine Bassoon, 
Piccolo, Na,K-ATPase, Cav2.2, GAT1 und Flotillin-1. (1) Gesamthirnhomogenat, (2) grobe 
Synaptosomenfraktion, (3) Percoll-Gradienten entstammende Synaptosomen, (4) pelletierte Synaptosomen, (5) 
Überstand der Synaptosomen-Pelletierung, (6) grobe Vesikelfraktion nach osmotischer Lyse, (7) Fraktionen 5 
bis 11 des Saccharosegradienten, (8) immungereinigte Vesikel. 
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Der AMPA-Rezeptor reichert während der Präparation an und weist die höchste 

Konzentration in der groben Vesikelfraktion auf (25%) (Abb. 52). Die Fraktionen des 

Saccharosegradienten als auch die immungereinigten Fraktionen enthalten minimale Spuren 

(< 1%) des Proteins. Die beiden postsynaptischen Proteine PSD-93 und SAP102 weisen ein 

sehr ähnliches Profil auf. Beide besitzen ihre höchste Konzentration mit 58% bzw. 38% in 

den gereinigten Synaptosomen. Mittlere Konzentrationen sind in der unreinen Vesikelfraktion 

mit 23% bzw. 18% detektierbar, während die nachfolgenden Proben keines beider Proteine 

enthalten. 

 

Untersuchte putative Kontaminationen umfassen GFAP, Calnexin, die F0F1-ATPase und 

PMP70 (Abb. 53). GFAP zeigt eine drastische Konzentrationsabnahme nach Isolierung der 

Synaptosomen. Im Gesamthirnhomogenat befinden sich 70% des Proteins, während isolierte 

Abb. 52. Quantifizierung der An-/Abreicherungsanalyse der mit Western Blot detektierten Proteine GAPDH, 
Pyruvat Kinase, Erk-1/2, AMPA-Rezeptor, PSD-93 und SAP102. (1) Gesamthirnhomogenat, (2) grobe 
Synaptosomenfraktion, (3) Percoll-Gradienten entstammende Synaptosomen, (4) pelletierte Synaptosomen, (5) 
Überstand der Synaptosomen-Pelletierung, (6) grobe Vesikelfraktion nach osmotischer Lyse, (7) Fraktionen 5 
bis 11 des Saccharosegradienten, (8) immungereinigte Vesikel. 
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Synaptosomen (4) nur noch 10% des Proteins enthalten. Ausgehend von der groben 

Vesikelfraktion mit 7% Protein reichert GFAP auf weniger als 1% in der immungereinigten 

Fraktion ab. Das ER-Chaperon Calnexin zeigt mit durchschnittlich 14% Protein während der 

gesamten Präparation eine annähernd gleiche Proteinabundanz, wenn man von dem 

annähernd proteinfreien Überstand der Synaptosomen-Pelletierung (5) absieht. Die 

mitochondriale F-ATPase weist im Gesamthirnhomogenat mit 35% die höchste Abundanz auf 

und nimmt in den nachfolgenden Schritten an Konzentration ab. Die grobe Vesikelfraktion 

enthält nur noch 12% des Proteins. In den Fraktionen des Saccharosegradienten (7) und der 

immungereinigten Vesikelfraktion (8) ist die ATPase nicht detektierbar. Ähnlich verhält es 

sich mit dem peroxisomalen Membranprotein PMP70, dessen Konzentration nach Isolation 

der Synaptosomen von 23% auf 16% für die grobe Vesikelfraktion abnimmt und in den 

reineren Vesikelfraktionen der Proben 7 und 8 fehlt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4 Phasentrennungen und andere Separationstechniken 

3.4.1 Triton X-114 

Die Anwendung von Triton X-114 zur Phasentrennung resultiert in zwei Proteinpopulationen: 

eine mit Membranproteinen und eine mit löslichen Proteinen angereicherte Phase. Beide 

Populationen werden mittels BAC/SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und 

Abb. 53. Quantifizierung der An-/Abreicherungsanalyse der mit Western Blot detektierten Proteine GFAP, 
Calnexin, F0F1-ATPase und PMP70. (1) Gesamthirnhomogenat, (2) grobe Synaptosomenfraktion, (3) Percoll-
Gradienten entstammende Synaptosomen, (4) pelletierte Synaptosomen, (5) Überstand der Synaptosomen-
Pelletierung, (6) grobe Vesikelfraktion nach osmotischer Lyse, (7) Fraktionen 5 bis 11 des 
Saccharosegradienten, (8) immungereinigte Vesikel. 



3. Ergebnisse   118 

anschließend einer Silberfärbung unterzogen (Abb. 54). Vergleicht man das Proteinmuster 

beider Gele, so lassen sich kaum Gemeinsamkeiten erkennen. Nur eine kleine Anzahl an 

Proteinen ist in beiden Phasen detektierbar. Die Technik ist daher sehr gut für die Trennung 

hydrophober von hydrophilen Proteinen geeignet.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die mit SDS-Probenpuffer durchgeführte Nachelution (NE) der mit Triton X-114 eluierten 

Magnetbeads zeigt im Wesentlichen drei prominente Proteinbanden mit einer molekularen 

Masse von 25 kDa, 50 kDa und 100 kDa, welche Untereinheiten bzw. Dimere der 

Untereinheiten der an die Magnetbeads gekoppelten Immunglobuline darstellen. Keine 

weiteren Proteine sind in nennenswerter Menge detektierbar, so daß sichergestellt ist, daß 

Triton X-114 die Vesikelproteine komplett von den Magnetbeads eluiert. 

 

Um die Effektivität der Phasentrennung zu untermauern und Sicherheit vor dem Einsatz in der 

Massenspektrometrie zu erhalten, wurden phasenseparierte integrale und peripher assoziierte 

synaptische Vesikelproteine zweidimensionalen Immunanalysen unterzogen (Abb. 55). Zu 

den integralen Membranproteinen zählen Synaptophysin, Synaptotagmin, VAMP-2,  

SCAMP 1, vGat, vGlut1, Synaptoporin und Syntaxin 1 sowie SNAP-25. Analysen löslicher 

Proteine umfassen GFAP.  

 

Eine starke Anreicherung in der Detergenzphase findet man für Synaptophysin, 

Synaptotagmin, VAMP-2, vGat und vGlut1. Keines der Proteine läßt sich in der wäßrigen 

Phase detektieren. Immunanalysen für SCAMP 1 resultieren in einer Akkumulation des 

Proteins in der Detergenzphase. Nur ein geringer Anteil an SCAMP 1 ist in der wäßrigen 

Phase vorhanden. Identische Ergebnisse liegen für Synaptoporin vor. Neben dem 

Hauptvorkommen in der Detergenzphase ist eine geringere Konzentration in der wäßrigen 

Abb. 54. Per BAC/SDS-PAGE aufgetrennte Proteine der mittels Triton X-114 induzierten Phasenseparation in 
wäßrige Phase und Detergenzphase. Pro Gel wurden 150 µg Protein elektrophoretisch aufgetrennt. NE 
kennzeichnet die Nachelution mit SDS-Probenpuffer.  
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Phase nachweisbar. Im Gegensatz dazu akkumuliert das t-SNARE Syntaxin 1 in der wäßrigen 

Phase. Kleinere Mengen können jedoch in der Detergenzphase detektiert werden. Gleiches 

gilt für die Analyse von SNAP-25, dessen Großteil in der wäßrigen Phase detektierbar ist. Das 

lösliche Protein GFAP hingegen läßt sich ausschließlich in der wäßrigen Phase detektieren. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Im Zuge der Probenvorbereitungen für die Massenspektrometrie traten bei der Kristallisation 

der Probe beider Phasen mit Matrix erhebliche Probleme auf. Die Proben kristallisierten 

aufgrund des eingesetzten Detergenz sehr schlecht und resultierten in einem hohen 

Hintergrundrauschen in den Massenspektren. Keines der tryptisch verdauten Proteine konnte 

per Massenspektrometrie signifikant nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). 

3.4.2 Phasenseparation mit Chloroform und Methanol 

3.4.2.1 Mischungsverhältnis 1:1 

Nach Phasentrennung mittels Chloroform und Methanol reichern sich in beiden Phasen 

unterschiedliche Proteine an (Abb. 56). In der organischen Phase lassen sich insbesondere 

Proteine molekularer Massen zwischen 15 und 50 kDa detektieren, während die wäßrige 

Phase einen größeren Massenbereich abdeckt, die Proteinabundanz jedoch generell geringer 

ausfällt als in der organischen Phase. Bei genauerer Betrachtung der beiden Phasen fällt auf, 

Abb. 55. Western Blot Analysen Triton X-114 phasenseparierter synaptischer Vesikelproteine. 15 µg Protein der 
wäßrigen Phase und Detergenzphase wurden mittels BAC/SDS-PAGE aufgetrennt und per Immunblot 
analysiert. In Blots mit mehreren Immunsignalen kennzeichnen die Pfeile das detektierte Vesikelprotein - die 
restlichen Spots stellen die leichten und schweren Ketten der verwendeten Immunglobuline und Dimere der 
jeweiligen Proteine dar.  
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daß annähernd keine Überlappung zwischen den Proteinen der beiden Phasen auftritt. Nur 

wenige der Proteine sind in beiden Phasen detektierbar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Da die Elution über das Chloroform/Methanol-Gemisch von den Magnetbeads nur 

unzureichend erfolgte, in der Nachelution mittels NP-40 ebenfalls kaum Protein detektierbar 

war (Daten hier nicht gezeigt) und die erreichte Proteinkonzentration für einen Einsatz in der 

Massenspektrometrie zu gering ausfiel, wurde trotz der erfolgreichen Phasentrennung auf eine 

weitere Anwendung verzichtet. 

3.4.2.2 Verschiedene Mischungsverhältnisse  

Die Mischungsverhältnisse Chloroform/Methanol von 1:8 bis 5:4 resultieren in einem 

Bodensatz und Überstand, die Verhältnisse 6:3 bis 8:1 in einer organischen Unter- und 

wäßrigen Oberphase (Abb. 57).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Die Anwendung des Lösungsmittelgemisches führt jedoch nur zu einer schlechten Trennung 

löslicher Proteine von Membranproteinen. Der Großteil der Proteine ist im Pellet detektierbar. 

Nur in den Ansätzen der Mischungsverhältnisse 7:2 und 8:1 ist eine wäßrige Separation 

erkennbar. Im Fall der 7:2-Mischung ist die Proteinkonzentration in der organischen Phase 

Abb. 56. Chloroform/Methanol-phasenseparierte synaptische Vesikelproteine. Gleiche Konzentrationen der 
organischen und wäßrigen Phase wurden mittels BAC/SDS-PAGE aufgetrennt und per Silberfärbung analysiert. 

Abb. 57. Chloroform/Methanol-phasenseparierte synaptische Vesikelproteine. Äquivalente Volumina der 
beiden Phasen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und per Coomassiefärbung analysiert.  
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deutlich höher als in der wäßrigen Phase. Beide Phasen lassen jedoch Unterschiede im 

Proteinmuster erkennen, die insbesondere im Bereich geringer molekularer Masse auftreten. 

Das Mischungsverhältnis 8:1 resultiert in einer insgesamt geringen Proteinkonzentration. 

Jedoch sind in beiden Phasen Proteine detektierbar, wobei die organische Phase eine höhere 

Proteinkonzentration aufweist. 

 

Aufgrund einer möglichen schlechten Solubilisierung der Vesikelmembran durch Chloroform 

wurde die Versuchsdurchführung modifiziert. Nach Elution und Zugabe des 

Chloroform/Methanol-Gemisches werden die Proben durch einstündige Inkubation im 

Ultraschallbad sowie durch gutes Mischen in Abständen von 5 Minuten behandelt und auf Eis 

gelagert. Die durch Zentrifugation induzierten Phasen werden in der Vakuumzentrifuge 

getrocknet. Das modifizierte Protokoll resultiert in einem abweichenden Phasenverhalten 

(Abb. 58). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Für die Mischungsverhältnisse 1:8 bis 5:4 werden wiederum Pellets und Überstände erhalten, 

jedoch trennen sich die Verhältnisse 6:3 bis 8:1 in drei Phasen auf (obere wäßrige Phase, 

untere organische Phase und Pellet). Die Anwendung des 1:1-Gemisches resultiert in einem 

wäßrigen Zweiphasensystem, wobei die höchste Proteinkonzentration in der organischen 

Phase nachweisbar ist. In den Zweiphasensystemen aus Pellet und Überstand ist dagegen 

ausschließlich im Pellet Protein detektierbar. Den Dreiphasensystemen ist eigen, daß sich die 

höchste Proteinkonzentration in den wäßrigen Phasen wiederfinden läßt. Geringere 

Proteinkonzentrationen lassen sich in den Pellets, Spuren von Protein in den organischen 

Phasen detektieren. Musterunterschiede zwischen den Phasen ergeben sich für alle 

verwendeten Systeme nur in sehr geringem Maße. 

 

Abb. 58. Chloroform/Methanol-phasenseparierte synaptische Vesikelproteine. Gleiche Volumina der beiden 
Phasen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und per Coomassiefärbung analysiert.  
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Um den Einfluß von Aceton als Präzipitans zu untersuchen und gegebenenfalls 

auszuschließen, wurden Gradientenproben direkt für die Phasentrennung eingesetzt oder einer 

Acetonpräzipitation unterzogen und in TBS resuspendiert. Die Proben wurden wie für 

Abbildung 58 beschrieben behandelt. Als Phaseninduktoren kamen Mischungsverhältnisse 

von 9:0 bis 0:9 zum Einsatz (Abb. 59).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Allen Mischungsverhältnissen zwischen 9:0 und 5:4 ist eigen, daß sie in drei Phasen 

resultieren (Pellet, organische Unterphase und wäßrige Oberphase). Die 

Mischungsverhältnisse 4:5 bis 0:9 führen zu einem heterogenen Zweiphasensystem bestehend 

aus Pellet und Überstand. Ferner läßt sich bei Vergleich der Dreiphasensysteme und der mit 

Aceton präzipitierten Probe und nicht präzipitierten Probe feststellen, daß bis auf die 

Ergebnisse für das Mischungsverhältnis 5:4 die Fällung zu Proteinverlusten führt. Besonders 

ausgeprägt zeigt sich dieser Unterschied bei Vergleich der Pellets und der organischen 

Phasen. Im Fall der Anwendung 5:4 ist dies nur für die organische Phase gegeben. Auch die 

wäßrige Phase resultiert nach Anwendung der Präzipitation in einer sehr geringen 

Abb. 59. Chloroform/Methanol-phasenseparierte synaptische Vesikelproteine. Gleiche Volumina der Phasen 
wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und per Coomassiefärbung analysiert.  
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Proteinkonzentration. Für die Zweiphasensysteme zeigen sich hinsichtlich der Pellets ähnliche 

Ergebnisse. Auch hier liegt die Proteinkonzentration der nicht gefällten Probe höher als die 

der präzipitierten Probe. Die Überstände der Mischungsverhältnisse 4:5, 3:6 und 2:7 weichen 

von diesem Verhalten ab. In diesem Fall detektiert man in der präzipitierten Probe Protein, 

während der nicht gefällte Ansatz kein Protein aufweist. Bezüglich der 

Separationseigenschaften der verschiedenen getesteten Systeme resultieren die 

Mischungsverhältnisse 9:0, 1:8 und 0:9 in keiner Phasentrennung. Geringe Trennleistungen 

zeigen die Dreiphasensysteme 8:1, 7:2, 6:3 und 5:4, in denen sich der Großteil an Protein im 

Pellet detektieren läßt. Die Zweiphasensysteme 4:5, 3:6 und 2:7 weisen für die präzipitierten 

Proben die beste Phasenseparation aller Systeme auf. Interessanterweise lassen sich für die 

nicht präzipitierten Proben keine Separationen detektieren. Bezüglich des Proteinmusters 

verschiedener Phasen sind keine Unterschiede detektierbar. Es sind lediglich Unterschiede in 

der Proteinkonzentration vorhanden, die jedoch nicht in Änderungen der relativen Abundanz 

einzelner Proteinbanden resultieren. 

3.4.3 ProteoPrep Universal Extraction Kit 

Nach Anwendung des Tris-basierenden Systems ist der Großteil der Proteine im Eluat zu 

detektieren (Abb. 60).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Verteilung der Proteine erstreckt sich über einen Bereich molekularer Masse von 15 kDa 

bis 80 kDa. Der Bereich molekularer Masse, in dem Proteine im Überstand detektiert werden 

können, ähnelt dem des Eluats. Allerdings ist die Gesamtkonzentration an Protein hier 

deutlich geringer. Bei Vergleich der beiden Gele zeigen sich keine nennenswerten 

Unterschiede im Proteinmuster. Bis auf wenige Ausnahmen bildet der Überstand lediglich ein 

schwächeres Abbild des Eluats. 

Abb. 60. Tris-basierende Extraktion peripher assoziierter Proteine. Dargestellt sind die Proteinmuster von 
Eluat und Überstand der mittels BAC/SDS-PAGE aufgetrennter und mit Silber gefärbter Proteine. Pro Gel 
wurden äquivalente Volumina aufgetrennt. 
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3.4.4 ProteoPrep Membrane Extraction Kit 

Die Anwendung des Natriumcarbonat-basierenden Systems resultiert im Fall des Eluats in 

einer Detektion von Proteinen in einem Bereich molekularer Masse von 15 kDa bis ~70 kDa 

(Abb. 61). Das Muster der Proteinverteilung ähnelt hierbei den bereits beschriebenen 

Mustern, die über die anderen Techniken erzielt wurden. Im Vergleich zu den anderen 

Subfraktionierungstechniken läßt sich jedoch nur sehr wenig Protein detektieren. Im 

Überstand ist kein Protein detektierbar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

3.4.5 Phasenseparation mit Digitonin und PEG-6000 

Die Elution mit Digitonin und Anwendung von PEG-6000 mit den Fraktionen 18 bis 27 des 

Saccharosegradienten resultiert in einer Phasentrennung in Pellet und Überstand (Abb. 62). 

Das detergenzreiche Pellet enthält hierbei den Großteil des für die Trennung eingesetzten 

Proteins. Der Überstand ist deutlich proteinärmer, weist jedoch leichte Unterschiede im 

Proteinmuster auf. Die Phasenseparation resultiert für einige Proteine in einer An- bzw. 

Abreicherung in der entsprechenden Phase.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 61. Natriumcarbonat-basierende Extraktion peripher assoziierter Proteine. Dargestellt sind die 
Proteinmuster von Eluat und Überstand der mittels BAC/SDS-PAGE aufgetrennten und mit Silber gefärbten 
Proteine. Pro Gel wurden äquivalente Volumina aufgetrennt. 

Abb. 62. PEG-6000 induzierte Phasenseparation nach Digitonin-Elution. Dargestellt sind die Proteinmuster 
von Pellet und Überstand der mittels BAC/SDS-PAGE aufgetrennter und mit Silber gefärbter Proteine. Pro Gel 
wurden äquivalente Volumina aufgetrennt. 
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3.4.6 Phasentrennung mit Dodecylmaltosid und PEG-6000 in Anwesenheit von SDS 

Die Anwendung von Dodecylmaltosid und PEG-6000 in Kombination mit SDS resultiert in 

einer Phasentrennung in Pellet und Überstand (Abb. 63). Bei Betrachten beider Phasen ist 

ersichtlich, daß lediglich quantitative Unterschiede existieren. Qualitativ sind keine 

Unterschiede im Proteinmuster detektierbar. Zusätzlich wurden durch Nachelution der 

Magnetbeads mit NP-40 hohe Konzentrationen an Vesikelproteinen detektiert (Daten hier 

nicht gezeigt). Die Auflösung der Vesikelmembran durch Dodecylmaltosid ist demnach 

unzureichend und wird für weitere Arbeiten  zugunsten potenterer Detergenzien verworfen.  

 

 

 

 
 

 

 
 

 
 
 

3.4.7 Phasentrennung mit NP-40 und PEG-6000 bei pH 7,4 

Die mit PEG-6000 in TBS bei pH 7,4 induzierte Phasenseparation NP-40 eluierter 

Vesikelproteine ist in Abbildung 64 wiedergegeben.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die obere Phase weist hierbei nur Spuren an Protein auf, die in der unteren Detergenzphase 

ebenfalls detektiert werden können. Die untere Phase ist reich an Protein und zeigt das 

Abb. 63. PEG-6000 induzierte Phasenseparation in Anwesenheit von SDS nach Dodecylmaltosid-Elution. 
Dargestellt sind die Proteinmuster von Pellet und Überstand der mittels BAC/SDS-PAGE aufgetrennter und mit 
Silber gefärbter Proteine. Pro Gel wurden äquivalente Volumina aufgetrennt. 

Abb. 64. PEG-6000 induzierte Phasenseparation nach Elution mit NP-40. Dargestellt sind die Proteinmuster der 
oberen Polymerphase und unteren Detergenzphase der mittels BAC/SDS-PAGE aufgetrennter und mit Silber 
gefärbter Proteine. Pro Gel wurden äquivalente Volumina aufgetrennt. 
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charakteristische Muster der gesamten Proteinpopulation synaptischer Vesikel wie sie in den 

präparativen Ansätzen über BAC/SDS-PAGE beschrieben wurde. 

3.4.8 Phasentrennung mit NP-40 und PEG-6000 in Anwesenheit von SDS bei pH 9 

Die Änderung des pH-Wertes auf pH 9 und die Einführung des Detergenz SDS unter dessen 

kritischer Mizellarkonzentration resultiert in den in Abbildung 65 dargestellten Phasen. Die 

beiden Phasen zeigen insbesondere im Bereich molekularer Masse von 60 bis 120 kDa 

ausgeprägte Unterschiede. Membranproteine sollten hierbei vorwiegend in der unteren 

Detergenzphase zu detektieren sein. Unterschiede umfassen das völlige Fehlen bestimmter 

Proteine in einer der beiden Phasen als auch Ab- und Anreicherungen in einer der Phasen. Der 

Bereich niedriger molekularer Masse hingegen ist bezüglich des Proteinmusters sehr ähnlich. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3.4.9 Phasentrennung mit NP-40 und PEG-6000 in Anwesenheit von SDS bei pH 10 

Die Änderung des pH-Wertes auf pH 10 und die damit verbundene Einführung weiterer 

negativer Ladungen, die zu einer erhöhten elektrostatischen Abstoßung zwischen den beiden 

Phasen führen sollten, resultiert in den in Abbildung 66 gezeigten Phasen.  

 

Die Ergebnisse sind identisch wie die für pH 9 beschriebenen Resultate. Unterschiede im 

Proteinmuster lassen sich insbesondere für den Bereich hoher molekularer Masse festhalten. 

Auch dort fehlen einige Proteine in einer der beiden Phasen völlig bzw. zeigen intensive An- 

und Abreicherungen. 

 

 

 

Abb. 65. PEG-6000 induzierte Phasenseparation in Anwesenheit von SDS bei pH 9 nach Elution mit NP-40. 
Dargestellt sind die Proteinmuster von oberer Polymerphase und unterer Detergenzphase der mittels BAC/SDS-
PAGE aufgetrennter und mit Silber gefärbter Proteine. Pro Gel wurden äquivalente Volumina aufgetrennt. 
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3.5 Massenspektrometrie 

3.5.1 Techniken zur Proteinkonzentrierung 

Da die Vesikelproteine nach Elution von den Magnetbeads in einem für den Einsatz per 

Minigelsystem zu hohen Volumen vorliegen, müssen die Proben präzipitiert werden. 

Verschiedene Methoden stehen hierbei zur Wahl. Welche Methode die effektivste in der 

Fällung synaptischer Vesikelproteine darstellt, wurde mittels BAC/SDS-PAGE analysiert. 

Präzipitiert wurde mit Methanol/Chloroform, Ethanol und Aceton. Neben der Präzipitation 

wurden zusätzlich Proben in einer Vakuumzentrifuge getrocknet sowie mittels Ultrazentrifuge 

pelletiert (Abb. 67).  

 

Anhand der dargestellten Silberfärbungen ist erkennbar, daß sich die Methanol/Chloroform-

Fällung sowie die Einengung in der Vakuumzentrifuge nicht für die Konzentrierung 

synaptischer Vesikelproteine eignen. Im Fall der Vakuumzentrifuge sind wenige bis keine 

Proteine mittlerer molekularer Masse zu erkennen. Proteine lassen sich ausschließlich im 

Bereich niedriger Masse detektieren. Demgegenüber weist die Methanol-Chloroform-Fällung 

zwar deutlich mehr Proteine auf, ist jedoch weniger zur Präzipitation geeignet als die Aceton- 

und Ethanol-Fällung sowie die Konzentrierung per Ultrazentrifuge. Vergleicht man diese drei 

Techniken, so läßt sich ein sehr ähnliches Proteinmuster erkennen. Jedoch ist die Abundanz 

der Proteine in den mit Aceton und Ethanol gefällten Ansätzen ausgeprägter. Zudem zeigt 

sich in Bereichen hoher molekularer Masse eine größere Anzahl an Proteinen in der mit 

Aceton gefällten Probe. Daher wurde diese Präzipitationstechnik im weiteren Verlauf für die 

Konzentrierung synaptischer Vesikelproteine verwendet. 

 

Abb. 66. PEG-6000 induzierte Phasenseparation in Anwesenheit von SDS bei pH 10 nach Elution mit NP-40. 
Dargestellt sind die Proteinmuster von oberer Polymerphase und unterer Detergenzphase der mittels BAC/SDS-
PAGE aufgetrennter und mit Silber gefärbter Proteine. Pro Gel wurden äquivalente Volumina aufgetrennt. 
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Um den Einfluß der Präzipitation auf die Abundanz bestimmter Proteine zu untersuchen, 

wurden gleiche Volumina gefällter und nicht gefällter Probe untersucht. Ein Vergleich der 

beiden Ansätze ergibt für die nicht präzipitierte Probe (Abb. 68A) höhere 

Proteinkonzentrationen als für die mit Aceton gefällte Probe (Abb. 68B). Bei Betrachten des 

Proteinmusters hat die Fällung jedoch keinen Einfluß auf das relative Vorkommen bestimmter 

Vesikelproteine. Der Unterschied ist lediglich quantitativer Natur. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 67. Vergleichende Darstellung verschiedener Proteinkonzentrierungstechniken (30 µg Protein Ausgangs-
konzentration). Gleiche Volumina wurden per BAC/SDS-PAGE aufgetrennt. Analysiert wurden Aceton-, 
Ethanol und Methanol/Chloroform-Präzipitation sowie Konzentrierungen per Ultra- und Vakuumzentrifuge. 

Abb. 68. Vergleich nicht präzipitierter (A) und mit Aceton präzipitierter Probe (B) auf 
einem SDS-Gel. Aufgetragen wurden gleiche Ursprungsvolumina Proteinsuspension.  
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3.5.2 Einfluß von Färbemethoden 

Ein weiterer kritischer Parameter für eine Proteomanalyse ist die Wahl der Gelfärbemethode. 

Verschiedene Techniken mit unterschiedlichen Sensitivitäten wie Silber- und 

Coomassiefärbungen stehen zur Auswahl. Auf Fluoreszenzfärbetechniken wurde aus Gründen 

des späteren Spotpickens per Hand verzichtet.  

 

Vergleichende Darstellungen für Coomassiefärbungen entsprechend dem Standardprotokoll 

und dem Protokoll für die kolloidale Coomassiefärbung sind in Abbildung 69 wiedergegeben. 

Beide Färbungen wurden an Proben des Saccharosegradienten durchgeführt. Zusätzlich sind 

die Ergebnisse der Silberfärbungen nach Rais et al. (2004) und Shevchenko et al. (1996) 

gezeigt. Für die Silberfärbungen wurden lediglich die Fraktionen 5 bis 11 des 

Saccharosegradienten verwendet, da diese zur Veranschaulichung der Färbetechnik 

ausreichen. Für die mit Coomassie gefärbten Gele enthalten diese Fraktionen für eine 

eindeutige Aussage zu geringe Proteinkonzentrationen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Analysen der Färbetechniken lassen den Schluß zu, daß die Sensitivität der 

Standardfärbung mit Coomassie und die der kolloidalen Coomassiefärbung gleichzusetzen ist. 

Leichte Unterschiede lassen sich ausschließlich in der Intensität sehr schwacher Banden 

finden, die in der kolloidalen Technik ausgeprägter sind. Erwartungsgemäß zeigen die 

Silberfärbungen eine höhere Sensitivität als die Färbungen mit Coomassie. Die beiden mit der 

Massenspektrometrie kompatiblen Färbetechniken mit Silber sind hierbei annähernd 

identisch. Da die Färbung nach Rais et al. jedoch im Bereich höherer molekularer Masse 

leicht höhere Intensitäten aufweist und zudem schneller durchzuführen ist, wird diese Technik 

im Folgenden verwendet. 

Abb. 69. Vergleichende Darstellung verschiedener Gelfärbemethoden. Für die Färbungen mittels CBB R-250 
und Kolloidal Coomassie wurden 5 µl jeder zweiten Fraktion des Saccharosegradienten analysiert. Für die 
Silberfärbungen nach Rais et al. (2004) und Shevchenko et al. (1996) wurden 5 µl der Gradientenproben 5, 7, 9 
und 11 verwendet. 
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Um zu überprüfen, ob die Silberfärbung bei einer massenspektrometrischen Analyse 

hinderlich ist und wie unterschiedlich die Proteinmuster synaptischer Vesikelproteine nach 

Anfärbung mit Silber und Coomassie sind, wurden gleiche Konzentrationen 

immungereinigter Fraktionen 12 bis 27 des Saccharosegradienten mittels BAC/SDS-PAGE 

aufgetrennt und nach dem Ausschneiden identischer Spots mit Trypsin verdaut und analysiert 

(Abb. 70).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Analyse der Proteinspots ergibt die in Tabelle 16 beschriebenen Identifikationen. Für 

beide Färbetechniken wurden jeweils die gleichen Proteine identifiziert. Unterschiede liegen 

in der Sequenzabdeckung, die ausgehend von den mit Coomassie gefärbten Proben in allen 

vier Fällen höher liegt als die der mit Silber gefärbten Proben. Insgesamt wurden 

ausschließlich lösliche Proteine identifiziert. Da hier bereits ein Einfluß durch die 

Färbetechnik vorhanden und nicht absehbar ist, wie dies bei Membranproteinen Einfluß 

nimmt und zudem das Proteinmuster beider Gele keine nennenswerten Unterschiede zeigt, 

wird im Folgenden für massenspektrometrische Analysen ohne Ausnahme die 

Coomassiefärbung eingesetzt. 

 

 

 

 

 

 

 

Spot Färbung Protein Score Sequenzabdeckung Mr

1 CBB R-250 vATPase V1 Untereinheit A 248 61% 68564
1 Silber vATPase V1 Untereinheit A 193 58% 68564
2 CBB R-250 β-Tubulin 210 69% 50255
2 Silber β-Tubulin 224 59% 50255
3 CBB R-250 GAPDH 196 66% 36090
3 Silber GAPDH 163 61% 36090
4 CBB R-250 FBP Aldolase A 197 73% 39652
4 Silber FBP Aldolase A 191 66% 39652

Tabelle 16. Proteinidentifizierungen der mit Silber und Coomassie gefärbten Gele aus Abbildung 70. 

Abb. 70. Immungereinigte synaptische Vesikelproteine der Fraktionen 12 bis 27. Pro Gel wurden 100 µg Protein 
mittels BAC/SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie oder Silber gefärbt. 
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3.5.3 Verdau in Lösung 

Immungereinigte synaptische Vesikelproteine wurden einem tryptischen und 

chymotryptischen Verdau in Lösung unterzogen. Aufgrund der Komplexität der Probe und 

der unzureichenden Auflösung einzelner Proteine wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt. 

Nach massenspektrometrischer Analyse lassen sich nur die in hohen Konzentrationen 

vorliegenden Proteine detektieren. Die Signale der in niedrigen Konzentrationen vorliegenden 

Proteine werden durch die Signale der hoch abundanten Proteine überlagert und können daher 

nicht aufgelöst werden (Daten nicht gezeigt).  

3.5.4 BAC/SDS-PAGE 

Für die Proteomanalyse synaptischer Vesikel mittels BAC/SDS-PAGE wurden 300 µg 

Protein elektrophoretisch separiert (Abb. 71). Nach Färbung des Gels mit Coomassie Brilliant 

Blue sind Proteine zwischen 10 und 120 kDa detektierbar, die auf einer Diagonalen zu liegen 

kommen. Ferner läßt sich im Bereich höherer molekularer Masse eine Anfärbung erkennen, 

die sehr diffus und unzureichend aufgelöst ist.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Applikation dieses Systems in Kombination mit MALDI-TOF-Massenspektrometrie 

resultiert in der Auswahl von 161 Proteinspots, die nach tryptischem Verdau 

massenspektrometrisch analysiert wurden. Vier Prozent der Spots konnten nicht signifikant 

identifiziert werden. Die Proteinidentifikationen sind in Tabelle 17 wiedergegeben und gemäß 

ihrer Lokalisation und/oder Funktion in folgende Klassen sortiert: integrale Vesikelproteine, 

vesikelassoziierte Proteine, endozytototische Proteine, Zytoskelettproteine, G-Proteine, 

Chaperone, metabolische Enzyme, neue Proteine und putative Kontaminationen, die in 

Abb. 71. Präparatives BAC/SDS-Gel für eine Analyse mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie. 300 µg 
Protein wurden elektrophoretisch aufgetrennt.  
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Plasmamembrankonstituenten, mitochondriale und andere, weiter nicht definierte 

Verunreinigungen eingeteilt sind. 
 

 

Protein Zugangsnummer / 
Datenbankquelle Score Sequenz-

Abdeckung

Anzahl zu-
geordneter 

Peptide 

Gravy 
Score 

(Protein) 

Relative 
molekulare 
Masse (Da) 

pI Gel-
Systeme

Integrale synaptische Vesikelproteine:         
SV2 pir|A43344 80 24% 22 0,022 83406 5,37 3 
Ssynaptophysin spt|P07825  53 24% 4 -0,09 33574 4,91 3 
Synaptotagmin I  rf|XP_343206.1 190 50% 8 -0,472 50541 8,96 3 
Synaptotagmin II spt|P29101  71 34% 18 -0,514 47692 8,18 2 
Syntaxin 1B2 rf|NP_036832.1  125 45% 17 -0,694 33452 5,25 2 
VAMP-2 rf|NP_036795.1  98 71% 12 0,004 12740 7,85 2 
vATPase V0 Untereinheit a1 spt|P25286 227 32% 23 0,025 97063 6,04 3 
vATPase V0 Untereinheit d rf|XP_214672.2  250 48% 29 -0,032 54479 5,3 3 
vATPase V1 Untereinheit A1 rf|XP_340988.1  185 50% 26 -0,19 68564 5,42 3 
vATPase V1 Untereinheit B2 rf|NP_476561.1  327 77% 7 -0,176 56857 5,57 3 
vATPase V1 Untereinheit C rf|XP_216940.2 220 56% 18 -0,305 44044 7,02 2 
vATPase V1 Untereinheit D rf|XP_216742.1  90 56% 14 -0,453 28291 9,44 3 
vATPase V1 Untereinheit E1 rf|XP_216251.1  137 73% 17 -0,523 26184 8,44 3 
vATPase V1 Untereinheit G2 trm|Q8R2H0  94 65% 16 -1,143 13716 10,25 2 
ZnT-3 rf|XP_345643.1  112 35% 17 0,169 46873 6,42 2 
Vesikelassoziierte Proteine:         
rab1A spt|P05711  116 55% 13 -0,294 22977 5,95 3 
rab1B rf|XP_229035.1 140 77% 16 -0,305 22334 5,55 3 
rab2A spt|P05712  78 55% 13 -0,377 23692 6,08 2 
rab3A sp|P05713 174 72% 15 -0,49 25182 4,86 3 
rab3B spt|Q63941 89 39% 13 -0,329 24997 4,85 2 
rab3C dbj|BAA11302.1  128 57% 14 -0,523 26084 5,1 3 
rab6B rf|XP_343460.1  88 61% 14 -0,003 23561 5,41  
rab11A rf|NP_112414.1  174 69% 21 -0,421 24492 6,12 2 
rab11B trm|Q9ET14 176 61% 20 -0,435 24588 5,64 2 
rab14 pir|E42148  164 77% 19 -0,408 24078 5,85 3 
rab18 rf|XP_225453.1  50 36% 8 -0,308 23247 5,11 2 
Rabphilin-3A spt|P47709 115 40% 17 -0,869 76640 8,55 2 
Synapsin I spt|P09951 216 40% 21 -0,575 74114 9,81 3 
Synapsin Ib gb|AAA42148.1 142 47% 24 -0,571 70038 9,84 2 
Synapsin II spt|Q63537  155 38% 17 -0,449 63702 8,73 3 
Syntaxin binding protein 1 rf|NP_037170.1  133 47% 29 -0,41 67925 6,49 2 
Endozytose:         
AP2 alpha 1 rf|XP_218624.2  138 35% 33 -0,063 104929 6,27 3 
AP2 alpha 2 spt|P18484 106 37% 31 -0,095 104760 6,54 3 
AP2 beta pir|C35553 124 33% 33 -0,095 105398 5,22 3 
AP2 mu   pdb|1GW5_M 146 41% 26 -0,246 50006 9,6 2 
Clathrin heavy chain spt|P11442 82 27% 42 -0,24 193187 5,5 3 
Dynamin-1 spt|P21575  229 47% 47 -0,525 96209 6,32 3 
NSF trm|Q9QUL6  107 34% 29 -0,22 83170 6,55 3 
Zytoskelett:         
Aktin beta pir|S11222  160 57% 25 -0,2 42108 5,31 3 
Alpha-Internexin spt|P23565 313 72% 42 -0,649 56253 5,2 3 
NF triplet M protein rf|NP_058725.1  142 38% 35 -1,182 95706 4,76 3 
Tubulin alpha 1 gb|AAH60572.1 122 47% 21 -0,23 50804 4,94 3 
Tubulin beta 2 gb|AAH60597.1  114 46% 25 -0,357 50225 4,79 2 
Tubulin beta 15  rf|XP_346523.1  150 48% 27 -0,4 50361 4,79 2 
G-Proteine:         
GAP1 like spt|Q9Z268 71 27% 22 -0,319 90285 5,95  
Metabolische Enzyme:         
2',3'-Cyclic nucleotide 3'-phosphodiesterase trm|Q64575 193 59% 25 -0,443 47638 9,03 3 
Fructose Bisphosphat Aldolase A spt|P05064 74 49% 15 -0,279 39656 8,39 3 
GAPDH trm|Q9QWU4 208 77% 27 -0,089 36090 8,14 3 
Glutamin Synthetase spt|P09606  207 44% 24 -0,595 42982 6,64 3 
L-Lactat Dehydrogenase A  spt|P04642 79 36% 20 0,064 36712 8,45 3 
MAPK1 rf|NP_446294.1 98 35% 20 -0,293 41648 6,5 2 
Pyruvat Kinase, M2 Isozym spt|P11981 107 41% 24 -0,094 58183 7,4 3 
Neue Proteine:         
1200015A19Rik protein trm|Q9DBS2  67 45% 10 -0,222 30023 6,92 3 
Putative Kontaminationen:         
Plasmamembran:         
Myelin basic protein emb|CAA10804.1 36 46% 6 -1,116 14184 11,75 3 
Na,K-ATPase beta 1 spt|P07340  30 22% 7 -0,548 35578 8,83 2 
Mitochondriale Proteine:         
Aspartat Transaminase Precursor, mitoch. spt|P00507 166 41% 28 -0,23 47683 9,13 2 
Creatin Kinase, mitochondrial 1 rf|XP_342506.1  86 29% 12 -0,422 43064 8,74 3 
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Andere:         
GFAP trm|Q9Z2S0  105 51% 26 -0,827 48809 5,72  
Matrin 3 rf|XP_212889.2  76 31% 28 -0,936 94957 5,87 2 

 
 
 

 
Alle identifizierten Proteine sind in Abbilung 72 als Karte wiedergegeben. Schwarze Angaben 

beziehen sich hierbei auf Proteine, die ausschließlich über Massenspektrometrie identifiziert 

wurden, während in rot die Proteine gekennzeichnet sind, die sowohl durch MS als auch 

durch Immunanalyse identifiziert wurden. Nicht signifikant identifizierte, aber 

möglicherweise an synaptischen Vesikeln vorhandene Proteine, sind in blau wiedergegeben. 

Teilweise konnten diese Proteine durch Immunanalysen bestätigt werden. In orange ist 

zusätzlich die Lage eines der beiden Proteine wiedergegeben, das für eine weitere 

Charakterisierung ausgewählt wurde. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.5 dSDS-PAGE 

Für die Analyse der Vesikelproteine mittels dSDS-PAGE wurden 300 µg Protein 

elektrophoretisch separiert. Nach Coomassie-Färbung des Gels ergibt sich eine 

Tabelle 17. Proteinidentifikationen nach Anwendung von BAC/SDS-PAGE und MALDI-TOF-MS. Die 
Proteine sind nach Lokalisation und/oder Funktion geordnet. Zusätzlich sind Angaben zu Datenbanknummer, 
Score, Sequenzabdeckung, Anzahl identifizierter Peptide, Gravy-Score, molekularer Masse, isoelektrischem 
Punkt sowie zur Anzahl der Gelsysteme, mit denen diese Proteine identifiziert wurden. 

Synaptotagmin 1

Synaptophysin

ATPase V0 su d1

GAPDH

LDH-A; vATPase V1 su D; Syntaxin 1A vATPase V1 su E

Aspartat Aminotransferase (mitoch.)

VAMP-2

vATPase V1 su A1

AP2 μ

CaMKII α; ARF6-GEF; Spektrin β1; α-Enolase

IgG

rab1A, 1B 
rab6B rab2A 

vATPase V0 su d1

FBP-Aldolase A

GFAP

Tubulin α,β; vGlut1; CNPase

vATPase V0 su c

NF triplet L Protein
Syntaxin binding protein 1

Synapsin I

Rabphilin3A; Synapsin I
NSF; Synapsin II 

GAP-like protein; vATPase V1 su A1; V0 su a
6-Phosphofructokinase; Synapsin I

SV2B

SV2; vATPase V1 su A1; V0 su a

Dynamin I
AP2 α, β1, β2; vATPase V1 su A1

vATPase V1 su A1

AP2 α
Matrin 3

NF Triplet M Protein

Synaptotagmin I, IIClathrin heavy chain

Pyruvat Kinase; Synapsin Ib
IgG

vATPase V0 su d1

vATPase V1 su B

Aktin β, γ

rab3A

Synaptogyrin

Synapsin II

SV2 

Synaptogyrin 3

vGat

Syntaxin 1
SCAMP 1

SNAP-25

Synaptoporin

rab3A,B,C; rab14; rab18 

ATPase V1 su C; MAPK1

Dynein light chain 2B

rab2

RIKEN cDNA1200015A19

vATPase V1 su H
F1-ATPase α

Synapsin II; NSF Heat Shock Cognate Protein 71 kDa

α-Internexin

Spektrin α

vATPase V0 su a1

vATPase V0 su a1

Na,K-ATPase α3

rab11

vATPase V1 su G2

Syntaxin 1B2

ZnT-3

Glutamin Synthetase

Synaptotagmin 1

Synaptophysin

ATPase V0 su d1

GAPDH

LDH-A; vATPase V1 su D; Syntaxin 1A vATPase V1 su E

Aspartat Aminotransferase (mitoch.)

VAMP-2

vATPase V1 su A1

AP2 μ

CaMKII α; ARF6-GEF; Spektrin β1; α-Enolase

IgG

rab1A, 1B 
rab6B rab2A 

vATPase V0 su d1

FBP-Aldolase A

GFAP

Tubulin α,β; vGlut1; CNPase

vATPase V0 su c

NF triplet L Protein
Syntaxin binding protein 1

Synapsin I

Rabphilin3A; Synapsin I
NSF; Synapsin II 

GAP-like protein; vATPase V1 su A1; V0 su a
6-Phosphofructokinase; Synapsin I

SV2B

SV2; vATPase V1 su A1; V0 su a

Dynamin I
AP2 α, β1, β2; vATPase V1 su A1

vATPase V1 su A1

AP2 α
Matrin 3

NF Triplet M Protein

Synaptotagmin I, IIClathrin heavy chain

Pyruvat Kinase; Synapsin Ib
IgG

vATPase V0 su d1

vATPase V1 su B

Aktin β, γ

rab3A

Synaptogyrin

Synapsin II

SV2 

Synaptogyrin 3

vGat

Syntaxin 1
SCAMP 1

SNAP-25

Synaptoporin

rab3A,B,C; rab14; rab18 

ATPase V1 su C; MAPK1

Dynein light chain 2B

rab2

RIKEN cDNA1200015A19

vATPase V1 su H
F1-ATPase α

Synapsin II; NSF Heat Shock Cognate Protein 71 kDa

α-Internexin

Spektrin α

vATPase V0 su a1

vATPase V0 su a1

Na,K-ATPase α3

rab11

vATPase V1 su G2

Syntaxin 1B2

ZnT-3

Glutamin Synthetase

Abb. 72. Zusammenfassende Darstellung der Proteine, die per BAC/SDS-PAGE und Massenspektrometrie 
und/oder Western Blot identifiziert wurden.  
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Proteinverteilung im Bereich molekularer Masse wie bereits für die BAC/SDS-PAGE 

beschrieben wurde (Abb. 73). Die Proteine zeigen jedoch ab 200 kDa systembedingt eine 

schlechte Auflösung.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
117 Proteinspots wurden ausgeschnitten und nach tryptischem Verdau mittels MALDI-TOF-

Massenspektrometrie analysiert. Vier Prozent der ausgeschnitten Spots konnten nicht 

signifikant identifiziert werden. Die Proteinidentifikationen sind in Tabelle 18 wiedergegeben 

und gemäß ihrer Lokalisation und/oder Funktion in folgende Klassen sortiert: integrale 

Vesikelproteine, vesikelassoziierte Proteine, endozytototische Proteine, Zytoskelettproteine, 

G-Proteine, Chaperone, metabolische Enzyme, neue Proteine und putative Kontaminationen, 

die in Plasmamembrankonstituenten, mitochondriale und andere, weiter nicht definierte 

Verunreinigungen eingeteilt wurden. 

 

Protein Zugangsnummer / 
Datenbankquelle Score Sequenz-

Abdeckung

Anzahl zu-
geordneter 

Peptide 

Gravy 
Score 

(Protein) 

Relative 
molekulare 
Masse (Da) 

pI Gel-
Systeme 

Integrale synaptische Vesikelproteine:         
SV2 spt|Q02563  81 26% 15 0,022 83393 5,37 3 
SV2B trm|Q63564 52 15% 11 0,079 78249 5,4 2 
Synaptogyrin 1 prf|2205313A 22 13% 3 0,009 25953 4,49 2 
Synaptophysin spt|P07825  46 21% 9 -0,09 33574 4,91 3 
Synaptotagmin I rf|XP_343206.1  66 33% 8 -0,472 50541 8,96 3 
Synaptotagmin XII spt|P97610 42 23% 9 -0,185 46636 5,54 2 
Syntaxin 1A gb|AAA42195.1 68 41% 11 -0,591 32844 5,54 2 
Syntaxin 1B2 rf|NP_036832.1 54 33% 10 -0,694 33452 5,25 2 
VAMP-1 trm|Q8CH14  92 62% 10 -0,309 12664 6,26 2 
VAMP-B spt|Q9Z269 28 28% 5 -0,325 27127 7,64  
vATPase V0 Untereinheit a1 spt|P25286  171 31% 30 0,025 97063 6,04 3 
vATPase V0 Untereinheit c rf|NP_570836.1 34 51% 8 1,075 15798 9,1  
vATPase V0 Untereinheit d rf|XP_214672.2  165 43% 18 -0,032 54479 5,3 3 
vATPase V1 Untereinheit A1 rf|XP_340988.1 111 37% 20 -0,19 68564 5,42 3 
vATPase V1 Untereinheit B2 rf|NP_476561.1  65 36% 12 -0,176 56857 5,57 3 
vATPase V1 Untereinheit D rf|XP_216742.1  158 57% 18 -0,453 28291 9,44 3 
vATPase V1 Untereinheit E1 rf|XP_216251.1  177 69% 25 -0,523 26184 8,44 3 
vATPase V1 Untereinheit F spt|P50408  168 73% 11 -0,258 13362 5,52 2 
vATPase V1 Untereinheit G2 trm|Q8R2H0  96 64% 10 -1,143 13716 10,25 2 
vATPase V1 Untereinheit H  rf|XP_216326.2  39 38% 9 -0,344 35228 5,83 2 
vGat spt|O35458  128 35% 18 0,464 58339 6,19 2 

Abb. 73. Präparatives dSDS-Gel für eine Analyse mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie. 300 µg Protein 
wurden elektrophoretisch aufgetrennt.  
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vGlut1 trm|Q62634 50 16% 12 0,225 62310 6,96 2 
SCAMP 1 spt|P56603 106 37% 10 -0,073 38373 7,62 2 
SCAMP 3 rf|XP_342280.1  34 22% 5 0,042 38743 6,33 2 
SCAMP 5 trm|Q9JKE3 30 19% 4 0,4 26366 8,8 2 
Reticulon 1 gb|AAC53045.1 102 39% 10 0,405 23657 9 2 
Reticulon 4 gb|AAF01564.1 77 27% 7 0,371 22389 9,4 2 
Vesikelassoziierte Proteine:         
rab1A spt|P05711 74 50% 9 -0,294 22977 5,95 3 
rab1B rf|XP_229035.1 76 53% 8 -0,305 22334 5,55 3 
rab2B rf|XP_223991.1  54 35% 9 -0,355 24355 6,31  
rab3A rf|NP_037150.1  58 42% 7 -0,465 25198 4,86 3 
rab3C dbj|BAA11302.1 38 39% 7 -0,523 26084 5,1 3 
rab5C rf|XP_213463.1  46 44% 7 -0,309 23639 8,64 2 
rab14 rf|NP_446041.1 109 67% 15 -0,411 24140 5,85 3 
rab30 rf|XP_218916.1  33 33% 5 -0,236 23386 4,91  
β-SNAP rf|XP_345448.1 44 33% 8 -0,315 39397 5,81  
Synapsin I spt|P09951  215 55% 25 -0,575 74114 9,81 3 
Synapsin Ib gb|AAA42148.1  151 52% 11 -0,571 70038 9,84 2 
Synapsin II spt|Q63537 113 48% 19 -0,449 63702 8,73 3 
Synapsin IIb pir|D30411 36 31% 6 -0,299 52822 7,62  
Thy1 antigen prf|0902236A 48 37% 6 -0,307 14019 9,45 2 
Endozytose:         
AP2 alpha 1 rf|XP_218624.2 172 43% 28 -0,063 104929 6,27 3 
AP2 alpha 2 spt|P18484  163 40% 28 -0,095 104760 6,45 3 
AP2 beta pir|C35553  110 25% 21 -0,095 105398 5,22 3 
Clathrin assembly protein AP180 spt|Q05140 36 16% 13 -0,095 93745 4,76 2 
Clathrin coat assembly protein AP17 rf|XP_346535.1 52 35% 8 -0,052 17178 5,82  
Clathrin heavy chain spt|P11442 140 26% 32 -0,24 193187 5,5 3 
Dynamin-1 spt|P21575 92 35% 18 -0,525 96209 6,32 3 
EH-domain containing 1 rf|XP_215154.2  39 17% 9 -0,339 62939 6,35  
NSF trm|Q9QUL6 175 43% 30 -0,22 83170 6,55 3 
Zytoskelett:         
Aktin beta rf|NP_112406.1  137 64% 21 -0,2 42052 5,29 3 
ARP2/3 Untereinheit 2 rf|XP_217432.2  205 75% 23 -0,439 34440 6,84  
ARP2/3 Untereinheit 4 rf|XP_238365.2 34 23% 4 -0,133 19768 8,53  
Alpha-Internexin spt|P23565  176 49% 23 -0,649 56253 5,2 3 
NF triplet M protein spt|P12839  212 33% 26 -1,189 95717 4,77 3 
E-STOP protein trm|O88748 86 35% 13 -1,112 70807 9,68  
Tubulin alpha 1 gb|AAH60572.1  74 37% 12 -0,23 50804 4,94 3 
Tubulin beta 2 spt|P05217 146 51% 27 -0,362 50255 4,79 2 
Tubulin beta 15  spt|P04691 117 38% 6 -0,408 50387 4,79 2 
G-Proteine:         
v-ral simian leukemia viral oncogene homolog A (ral A) rf|NP_112355.1  61 40% 9 -0,621 23709 6,66 2 
Chaperone:         
Calnexin Precursor spt|P35565  80 21% 12 -0,896 67612 4,49  
Hitzeschockprotein 8 rf|NP_077327.1  141 36% 21 -0,452 71055 5,37  
Hitzeschockprotein HSP 90-beta (HSP 84) spt|P34058  34 17% 10 -0,684 83475 5,06  
Metabolische Enzyme:         
Aldose reductase-like protein trm|Q91W30  41 15% 5 -0,379 36510 7,08  
Chromaffine granule ATPase II homolog rf|XP_223390.2  38 20% 10 -0,103 69263 5,97 2 
2',3'-Cyclic nucleotide 3'-phosphodiesterase trm|Q64575  179 54% 23 -0,443 47638 9,03 3 
Cyclin-abhängige Kinase 6 rf|XP_342639.1  30 11% 5 -0,475 57481 8,42  
Fructose Bisphosphat Aldolase A spt|P05065  70 47% 13 -0,279 39652 8,39 3 
GAPDH trm|Q9QWU4 91 46% 17 -0,089 36090 8,14 3 
Glutamin Synthetase rf|NP_058769.1  91 39% 15 -0,598 43001 6,83 3 
L-Lactat Dehydrogenase A spt|P06151  82 44% 14 0,064 36686 7,77 3 
MAPK1 rf|NP_446294.1  197 52% 19 -0,293 41648 6,5 2 
Monoglycerid Lipase trm|Q8R431 100 49% 13 -0,013 33820 6,92 2 
Pyruvat Kinase, M2 Isozym spt|P11981 53 30% 13 -0,094 58183 7,4 3 
Neue Proteine:         
1200015A19Rik protein trm|Q9DBS2  100 52% 8 -0,222 30023 6,92 3 
Da1-10 trm|Q7TP09  39 24% 7 -0,774 45306 5  
Hypothetisches Protein DKFZp566N034 rf|XP_341115.1  85 28% 12 0,384 34535 8,65 2 
Hypothetisches Protein   rf|XP_342338.1 58 15% 15 -0,155 171034 7,38  
KIAA0587 Protein rf|XP_230038.2  64 15% 14 -0,105 127757 6,22  
Leucine zipper domain protein rf|XP_213213.2  144 51% 9 -0,102 32413 8,32  
Putative Kontaminationen:         
Plasmamembran:         
Contactin Precursor spt|Q63198 172 34% 27 -0,309 114278 5,77  
Myelin basic protein trm|Q8R4K6  138 61% 14 -1,101 17230 10,88 3 
Na,K-ATPase alpha3 spt|P06687  30 14% 11 -0,007 113045 5,26 2 
Mitochondriale Proteine:         
Creatin Kinase, mitochondrial 1 rf|XP_342506.1  105 41% 13 -0,422 43064 8,74 3 
Andere:         
Brain acid soluble protein 1  spt|Q05175  53 57% 5 -1,151 21646 4,5  
Interleukin enhancer binding factor 2 rf|XP_227385.2  42 35% 6 -0,172 30994 4,85  
Matrin 3 rf|XP_212889.2 80 27% 18 -0,936 94957 5,87 2 
NADPH-Cytochrom P450 Reduktase spt|P00388 243 52% 33 -0,436 77182 5,3  
Postsynaptic density protein trm|Q9QX19  30 10% 16 -0,765 187578 6,32  
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Proteasom 26S non-ATPase Untereinheit 3 rf|XP_213452.2 162 52% 24 -0,533 60764 8,48  
Proteasom 26S non-ATPase Untereinheit 8 rf|XP_214888.2 84 26% 11 -0,331 40137 9,58  
Ribosomales Protein S3 pir|R3RT3  83 51% 11 -0,151 26814 9,63  
Ribosomales Protein S10 rf|NP_112371.1 86 53% 11 -0,89 18904 10,15  
Ribosomales Protein S13 rf|XP_345331.1 89 49% 10 -0,454 17212 10,53  
Ribosomales Protein S16 rf|XP_341816.1 124 52% 10 -0,445 16549 10,21  
Spindlin-like protein 2 (SPIN-2) rf|XP_346091.1 30 21% 5 -0,391 45104 8,51   

 

 

 
 
Nach massenspektrometrischer Proteinidentifikation ist es möglich, die Effizienz des Systems 

bezüglich der visuellen Identifizierung von Membranproteinen zu überprüfen (Gravy-Scores  

in Klammern). Von der Diagonalen abweichende Proteine beinhalteten die a- (0,025) und c-

Untereinheit (1,075) der vATPase, SV2 (0,079), vGat (0,464), vGlut1 (0,225), 

DKFZp566N034 (0,384), SCAMP 3 (0,042) und SCAMP 5 (0,4). Allen Proteinen ist ein 

positiver Gravy-Score eigen, der die Hydrophobizität der Proteine charakterisiert. Bei allen 

genannten Proteinen handelt es sich um integrale Membranproteine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alle identifizierten Proteine sind in Abbilung 74 als Karte wiedergegeben. Neben den per 

MALDI-TOF-MS identifizierten Proteinen sind zusätzlich die Daten der Western Blot 

Tabelle 18. Proteinidentifikationen nach Anwendung von dSDS-PAGE und MALDI-TOF-MS. Die Proteine 
sind geordnet nach Lokalisation und/oder Funktion. Zusätzlich sind Angaben zu Datenbanknummer, Score, 
Sequenzabdeckung, Anzahl identifizierter Peptide, Gravy-Score, molekularer Masse, isoelektrischem Punkt 
sowie zur Anzahl der Gelsysteme, mit denen diese Proteine identifiziert wurden. 
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Abb. 74. Zusammenfassende Darstellung der Proteine, die per dSDS-PAGE und Massenspektrometrie 
und/oder Western Blot identifiziert wurden. 
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Analysen eingefügt worden. Schwarze Angaben beziehen sich hierbei auf Proteine, die 

ausschließlich über Massenspektrometrie identifiziert wurden, während in rot die Proteine 

gekennzeichnet sind, die nach MS und Immunanalyse in einer überlappenden Identifizierung 

resultierten. Nicht signifikante, aber dennoch möglicherweise an synaptischen Vesikeln 

vorhandene Proteine, sind in blau wiedergegeben. Teilweise konnten diese Proteine durch 

Immunanalysen bestätigt werden. In orange ist zusätzlich die Lage der beiden Proteine 

wiedergegeben, die für eine weitere Charakterisierung ausgewählt wurden. 

 

Anhand Abbildung 74 ist erneut ersichtlich, daß besonders hydrophobe Proteine über der 

Diagonalen zu liegen kommen. Hierzu zählen die a1-Untereinheit der Protonenpumpe, SV2, 

vGlut1, vGat, DKFZp566N034 und die c-Untereinheit der Protonenpumpe als hydrophobstes 

Protein. 

3.5.6 Eindimensionale SDS-PAGE 

Für die eindimensionale gelelektrophoretische Analyse wurden 300 µg Vesikelprotein über 

ein 15%iges SDS-Gel aufgetrennt (Abb. 75). Die mit Coomassie Brilliant Blue angefärbte 

Spur wurde in 238 horizontale Abschnitte gleicher Größe zerteilt, die nach tryptischem 

Verdau der massenspektrometrischen Analyse zugeführt wurden. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Proteinidentifizierungen nach Auswertung über MALDI-TOF-MS führten zu keinen 

zufriedenstellenden Ergebnissen. Der Großteil der Proteine wurde als Gemisch identifiziert, 

worunter insbesondere die signifikante Identifizierung niedrig abundanter und hydrophober 

Proteine litt. Der mangelnden Separation durch die eindimensionale Elektrophorese wurde 

Abb. 75. Präparatives eindimensionales SDS-Gel für eine Analyse mittels nano-LC ESI-MS/MS. 300 µg Protein 
wurden elektrophoretisch aufgetrennt.  
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durch Anwendung einer weiteren Trennung der Peptide mittels nano-

Flüssigkeitschromatographie Rechnung getragen.  

 

Die Proteinidentifikationen nach Anwendung der Electrospray-Massenspektrometrie sind in 

Tabelle 19 wiedergegeben und wurden gemäß Lokalisation und/oder Funktion in folgende 

Klassen sortiert: integrale Vesikelproteine, vesikelassoziierte Proteine, endozytotische 

Proteine, Zytoskelettproteine, G-Proteine, Chaperone, metabolische Enzyme, neue Proteine 

und putative Kontaminationen, die in Plasmamebrankonstituenten, mitochondriale und andere 

weiter nicht definierte Verunreinigungen eingeteilt wurden.  
 
 

Protein Zugangsnummer / 
Datenbankquelle Score Sequenz-

Abdeckung 

Anzahl zu-
geordneter 

Peptide 

Gravy 
Score 

(Protein) 

Relative 
molekulare 
Masse (Da) 

pI Gel-
Systeme 

Integrale synaptische Vesikelproteine:         
SV2 spt|Q02563   656 21% 15 0,0216 83392 5,37 3 
SV2A trm|Q9JIS5 275 11% 21 0,022 82647 5,37  
SV2B trm|Q63564  643 26% 17 0,079 78249 5,4 2 
Synaptogyrin 1 spt|Q62876  143 10% 11 -0,006 25880 4,49 2 
Synaptogyrin 3 rf|XP_220220.2  238 23% 7 0,292 24725 7,63  
Synaptophysin spt|P07825  256 19% 12 -0,09 33574 4,91 3 
Synaptotagmin I spt|P21579   767 40% 63 -0,43 47885 8,26 3 
Synaptotagmin II rf|NP_796376.2   420 19% 9 -0,514 47692 8,18 2 
Synaptotagmin V spt|P47861  79 6% 2 -0,38 43385 9,43  
Synaptotagmin XII spt|P97610  355 18% 7 -0,185 46636 5,54 2 
Syntaxin 1A gb|AAB22526.1  605 32% 9 -0,591 32844 5,54 2 
VAMP-1 trm|Q8CH14  164 39% 8 -0,309 12664 6,26 2 
VAMP-2 rf|NP_036795.1 334 43% 7 0,004 12740 7,85 2 
vATPase V0 Untereinheit a1 spt|P25286 1163 34% 37 0,025 97063 6,04 3 
vATPase V0 Untereinheit d rf|XP_214672.2 627 38% 78 -0,093 54479 5,3 3 
vATPase V1 Untereinheit A1 rf|XP_340988.1 1095  44% 29 -0,19 68564 5,42 3 
vATPase V1 Untereinheit B2 rf|NP_476561.1  1152 55% 23 -0,176 56857 5,57 3 
vATPase V1 Untereinheit C rf|XP_216940.2  651 31% 14 -0,305 44044 7,02 2 
vATPase V1 Untereinheit D rf|XP_216742.1  317 42% 7 -0,453 28291 9,44 3 
vATPase V1 Untereinheit E1 rf|XP_216251.1  709 35% 13 -0,523 26184 8,44 3 
vATPase V1 Untereinheit F spt|P50408  170 28% 6 -0,258 13362 5,52 2 
vATPase V1 Untereinheit H trm|Q8BVE3   661 32% 16 -0,38 56275 6,18 2 
vGat spt|O35458   387 12% 6 0,464 58339 6,19 2 
vGlut1 trm|Q62634  440 16%  10 0,2252 62310 6,96 2 
vGlut2 trm|Q9JI12 98 11% 3 0,107 65218 6,4  
ZnT-3 rf|XP_345643.1  307 12% 5 0,169 46873 6,42 2 
SCAMP 1 spt|P56603 276 18% 4 -0,073 38373 7,62 2 
SCAMP 3 rf|XP_342280.1 171 8% 3 0,042 38743 6,33 2 
SCAMP 5 trm|Q9JKD3 96 20% 8 0,41 26336 8,8 2 
Reticulon 1 spt|Q64548 312  15% 7 -0,377 83350 4,53 2 
Reticulon 3b trm|Q8VBU0  95 8% 2 0,502 25529 8,66  
Reticulon 4 spt|Q9JK11 390 12% 8 -0,406 126766 4,41 2 
NTT4 gb|AAB24776.1  135 15% 7 0,321 81801 6,01  
Vat1 protein rf|XP_213484.2  242 17% 4 -0,048 43319 6,17  
Vesikelassoziierte Proteine:         
CaMKII alpha spt|P11275 333 17% 6 -0,386 54651 6,61  
Cystein String Protein rf|NP_077075.1  124 37% 10 -0,483 22885 4,93  
rab1 trm|Q7TPK7  359 28% 9 -0,522 33985 9,72  
rab1A rf|XP_229263.2  73 18% 6 -0,088 22991 5,93 3 
rab1B rf|XP_229035.1  315 42% 8 -0,305 22334 5,55 3 
rab1C rf|NP_937806.1  195 21% 4 -0,473 23296 8,52  
rab2A spt|P05712   286 38% 7 -0,377 23692 6,08 2 
rab3A sp|P05713  552 46% 12 -0,49 25182 4,86 3 
rab3B spt|Q63941  222 24% 6 -0,329 24997 4,85 2 
rab3C dbj|BAA11302.1 349 35% 7 -0,523 26084 5,1 3 
rab4A gb|AAH62016.1  71 18% 6 -0,313 24678 5,82  
rab5 trm|O88565   328 33% 7 -0,417 23828 8,32  
rab5B rf|XP_213824.2  293 17% 5 -0,265 35216 6,6  
rab5C rf|XP_213463.1  384 42% 8 -0,309 23639 8,64 2 
rab6 rf|XP_344926.1  223 27% 6 -0,358 26712 5,46  
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rab7 pir|S01934  438 39% 8 -0,341 23075 5,21  
rab8 trm|Q8K3X5   88 9% 7 -0,463 23058 9,47  
rab10 pir|B42148  319 27% 7 -0,346 22827 8,26  
rab11A rf|NP_112414.1  160 14% 3 -0,421 24492 6,12 2 
rab11B trm|Q9ET14  359 33% 8 -0,435 24588 5,64 2 
rab14 pir|E42148   393 45% 8 -0,408 24078 5,85 3 
rab16 pir|G42148  110 28% 3 -0,295 22249 5,53  
rab18 rf|XP_225453.1 105 16% 3 -0,308 23247 5,11 2 
rab33B rf|XP_345209.1  93 9% 2 -0,232 26192 7,62  
Rabconnectin-3β trm|Q9ERH3   507 10% 11 -0,085 165595 6,58  
Rabphilin-3A spt|P47709 315 15%  7 -0,869 76640 8,55 2 
Septin 2 trm|Q91Y81  77 7% 2 -0,539 41737 6,15  
Septin 5 rf|XP_359275.1  165 17% 5 -0,609 44244 6,21  
Septin 7 spt|Q9WVC0  248 16% 7 -0,781 50818 8,82  
Septin 11 rf|XP_223227.2 83 4% 2 -0,56 59136 6,47  
SNAP-25 rf|NP_112253.1 116 20% 3 -0,865 23528 4,66  
Synapsin I spt|P09951 888 42% 20 -0,575 74114 9,81 3 
Synapsin II spt|Q63537  249 23% 7 -0,449 63702 8,73 3 
Syntaxin-binding protein 1 gb|AAA96350.1 889 33% 17 -0,414 69091 6,32 2 
Thy1 antigen prf|0902236A 121 29% 3 -0,307 14019 9,45 2 
Endozytose:         
AP2 alpha 1 spt|P17426   557   17% 14 -0,075 108679 6,63 3 
AP2 alpha 2 gb|AAH58099.1 170 12% 7 -0,093 104849 6,4 3 
AP2 beta rf|XP_214419.2 153 6% 5 -0,067 105088 5,16 3 
AP2 mu rf|NP_446289.1 483 28% 14 -0,246 49965 9,57 2 
AP2-associated kinase   rf|XP_232172.2  152 6% 4 -0,297 63195 5,63  
Clathrin assembly protein AP180 pir|S36326 254 11% 7 -0,094 91601 4,75 2 
Clathrin heavy chain spt|P11442  448 6% 8 -0,24 193187 5,5 3 
Dynamin-1 spt|P21575 126 12% 6 -0,525 96209 6,32 3 
NSF trm|Q9QUL6  274 9% 6 -0,22 83170 6,55 3 
Synaptojanin 1 trm|Q8CHC4  139 4% 5 -0,399 174776 6,53  
Syntaxin 7 spt|O70257  173 14% 3 -0,555 29888 5,43  
Syntaxin 12 trm|O88385  99 14% 3 -0,582 31204 5,45  
Zytoskelett:         
Aktin alpha rf|XP_215801.2  287 20% 26 -0,228 58217 6,79  
Aktin beta pir|ATRTC 514 28% 11 -0,194 42066 5,29 3 
Capping protein alpha 2 rf|XP_347257.1 159 14% 3 -0,586 33118 5,57  
EF1 alpha 1 rf|XP_227080.2  276 14% 6 -0,224 46820 9,19  
EF1 alpha 2 rf|XP_227080.2  305 15% 6 -0,3 50764 9,11  
Alpha-Internexin spt|P23565 177  8% 4 -0,694 56253 5,2 3 
MAL2A trm|Q7TPB7 75 18% 9 0,833 19468 6  
Myosin Va spt|Q9QYF3  402  6% 11 -0,544 213283 8,87  
NF triplet M protein spt|P12839 318  9% 6 -1,189 95717 4,77 3 
Spectrin alpha 2 rf|NP_741984.2  1079 14% 27 -0,7892 285261 5,2  
Spectrin beta 1 rf|XP_240072.2 545 8% 14 -0,726 279162 5,48  
Suppressor of profilin/p41 of ARP2/3 trm|Q99PD4  116 4% 2 -0,312 42143 8,46  
Tubulin alpha prf|0812252A  403 28% 9 -0,231 50894 4,94 3 
Tubulin beta 5 rf|NP_775125.1  196 12% 4 -0,348 50095 4,78  
G-Proteine:         
ARF-like 10B trm|Q8VEH3  101 9% 3 -0,232 21604 7,63  
ARF-like 10C trm|Q9CQW2   145 20% 4 -0,272 21753 8,67  
Atlastin spt|Q8WXF7   124 14% 6 -0,317 63845 5,82  
Guanine nucleotide-binding protein G(O), alpha2 sp|P30033  215 14% 6 -0,347 40568 5,69  
Guanine nucleotide-binding protein G(O), beta 1 rf|XP_213170.2  154 8% 3 -0,292 37393 8,19  
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (rac 1) trm|Q9D859  281 34% 7 -0,101 21849 8,77  
v-ral simian leukemia viral oncogene homolog A (ral A) rf|NP_112355.1  107 12% 3 -0,621 23709 6,66 2 
RAP2B rf|NP_596901.1  108 26% 3 -0,202 20719 4,73  
rasGAP-activating-like protein 1 spt|Q9Z268  219 5% 5 -0,319 90285 5,95  
Transforming protein p21 (K-Ras) spt|P46203  162 20% 3 -0,581 21709 8,25  
Chaperone:         
CCT eta rf|XP_216180.1  146 18% 5 -0,211 60133 8,21  
CCT delta (chaperonin delta) trm|Q7TPB1  73 11% 3 -0,003 58576 8,24  
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 13  rf|XP_135146.4  152 5% 4 -0,156 156901 5,9  
Heat shock cognate 71 kDa protein rf|XP_212758.2 144 6% 4 -0,503 64116 5,45  
Metabolische Enzyme:         
Chromaffin granule ATPase II homolog rf|XP_223390.2 376 13% 12 -0,148 69263 5,97 2 
2',3'-Cyclic nucleotide 3'-phosphodiesterase trm|Q64575  540 26% 11 -0,443 45966 9,03 3 
Dihydrolipoamid Acetyltransferase dbj|BAA01504.1  128 5% 3 0,042 57645 5,53  
Dipeptidyl Aminopeptidase-verwandtes Protein gb|AAC42062.1  126  5% 3 -0,424 91891 5,96  
Fructose Bisphosphat Aldolase A spt|P05065  270 26% 9 -0,279 39652 8,39 3 
GAPDH trm|Q9QWU4  708 51% 18 -0,089 36090 8,14 3 
Glutamin Synthetase spt|P09606  548 35% 12 -0,595 42982 6,64 3 
Lactat Dehydrogenase A spt|P06151  348 29% 9 0,064 36686 7,77 3 
Lactat Dehydrogenase B rf|XP_129164.2  99 10% 2 -0,001 32578 8,07  
Monoglycerid Lipase trm|Q8R431  155 12% 4 -0,013 33820 6,92 2 
6-Phosphofructokinase Typ C spt|P47860  198 10% 6 -0,132 86517 6,76  
Protein Kinase C alpha pir|KIMSCA 147 5% 4 -0,508 77915 6,61  
Protein Kinase C beta 1 pir|KIRTC1 169 5% 3 -0,506 77873 6,57  
Potential phospholipid-transporting ATPase IA spt|P70704  864 16% 18 -0,0072 130938 6,93  
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Pyruvat Kinase 3 rf|NP_445749.1  86 7% 3 -0,093 58294 6,63 3 
Neue Proteine:         
Hypothetisches Protein DKFZp566N034 rf|XP_341115.1 198 13% 5 0,384 34535 8,65 2 
RIKEN cDNA 1200015A19 trm|Q9DBS2  126 16% 4 -0,222 30023 6,92 3 
Testis-specific adriamycin sensitivity protein rf|XP_216158.2  171 24% 3 -0,404 20830 8,16  
WD repeat and FYVE domain containing 1 isoform 1 rf|XP_237323.2  215 11% 4 -0,245 49846 7,25  
Putative Kontaminationen:         
Plasmamembran:         
Glycoprotein m6a trm|Q812E9  82 7% 2 0,44 31916 5,17  
LSAMP spt|Q62813 81  9% 3 -0,248 37814 6,26  
Myelin basic protein spt|P02688  223 23% 6 -1,032 21415 11,25 3 
Na,K-ATPase alpha 3 trm|Q8VCE0 260 9% 6 0,008 117548 5,44 2 
Na,K-ATPase beta 1 spt|P07340  177 15% 4 -0,548 35578 8,83 2 
NCAM140 spt|P13596   148 5% 4 -0,433 95398 4,83  
Proteolipid Protein rf|NP_112252.1  303 20% 5 0,55 30855 8,71  
VILIP-1 rf|NP_036818.1  158 16% 3 -0,502 22299 5,01  
VILIP-3 rf|NP_059052.1 79 23% 3 -0,618 22438 5,23  
Mitochondriale Proteine:         
Aspartat Aminotransferase, mitochondriale Precursor pir|S01174   329 17% 6 -0,236 48123 9,05 2 
Creatin Kinase, ubiquitous mitochondrial precursor spt|P30275  172 13% 5 -0,406 47373 8,39 3 
F1-ATPase A Chain pdb|1MAB_A  205 14% 5 -0,118 55361 8,28  
F1-ATPase B Chain pdb|1MAB_B  194 14% 5 0 51321 4,95  
Andere:         
Hämoglobin alpha 2 spt|P01966  127 28% 3 0,014 15044 8,19  
Hämoglobin beta 2 prf|0408174A  121 22% 3 -0,056 15938 7,98   

 
 
 
 
 
Neben diesen Proteinen sind in Tabelle 20 weitere Proteine aufgelistet, die nach beiden 

massenspektrometrischen Analysen nur in einem der beiden Läufe gefunden wurden, aber in 

mehreren der analysierten Banden detektiert werden konnten. Aufgrund der strengeren 

Kriterien bei Verwendung von ESI-MS/MS sind diese nicht in die Statistik mit einbezogen 

worden. Unter diesen Proteinen finden sich jedoch einige wieder, die bereits auf oder an 

synaptischen Vesikeln beschrieben sind. Andere sind bisher unbeschriebene Proteine, deren 

Funktion und/oder Lokalisation an oder auf synaptischen Vesikeln unbekannt ist. 
 

Protein Zugangsnummer / 
Datenbankquelle Score Sequenz-

Abdeckung

Anzahl zu-
geordneter 

Peptide 

Gravy 
Score 

(Protein) 

Relative 
molekulare 
Masse (Da) 

pI Gel-
Systeme 

Integrale synaptische Vesikelproteine:         
Synaptoporin spt|Q8TBG9   133 12% 4 0,13 29489 6,07  
VAMP-A gb|AAH61875.1 118 22% 4 -0,43 27476 8,59  
vATPase Untereinheit S1 precursor spt|Q9R1Q9  74 3% 2 0,212 51089 5,57  
Polyposis locus protein 1 homolog (GP106) rf|XP_344662.1 89 5% 2 0,095 21285 8,26  
Vesikelassoziierte Proteine:         
CaMKII beta trm|Q63094  76 5% 2 -0,346 65847 6,85  
rab2 gb|AAH58382.1  197 31% 5 -0,368 23703 6,6  
rab2B rf|XP_223991.1  156 22% 4 -0,527 24355 6,31 2 
rab3D spt|P35276   104 24% 7 -0,387 24629 4,76  
rab5A trm|O88565 247 33% 5 -0,417 23828 8,32  
rab8B spt|P70550 213 15% 4 -0,372 23759 9,15  
rab15 spt|P35289    83 15% 9 -0,534 24610 5,36  
rab30 rf|XP_218916.1  77 16% 3 -0,236 23886 4,91 2 
rab37 rf|XP_343984.1  82 10% 4 -0,27 22744 6,15  
Septin 3 alpha trm|Q9WU34  119 8% 3 -0,491 40928 6,74  
Septin 3 beta (Fragment) trm|Q9WU35  113 12% 4 -0,598 39996 6,21  
Endozytose:         
AP1 beta 1 rf|NP_001118.2 117 4% 2 -0,054 105482 4,94  
Amphiphysin   spt|O08838  222 10% 5 -0,678 74946 4,57  
Zytoskelett:         
Tubulin beta 2 rf|XP_216012.1 595 33% 11 -0,362 50255 4,79 3 
Tubulin beta 15 pir|A25113 247 27% 8 -0,4 50361 4,79 3 
NF triplet L protein spt|P19527  167 10% 4 -0,916 61224 4,63  

Tabelle 19. Proteinidentifikationen nach Anwendung von 1D SDS-PAGE und nano-ESI LC-MS/MS. Die 
Proteine sind geordnet nach Lokalisation und Funktion. Zusätzlich sind Angaben zu Datenbanknummer, Score, 
Sequenzabdeckung, Anzahl identifizierter Peptide, Gravy-Score, molekularer Masse, isoelektrischem Punkt 
sowie zur Anzahl der Gelsysteme, mit denen diese Proteine identifiziert wurden. 
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NF triplet H protein trm|O35482  102 3% 3 -1,042 115564 5,81  
ARP1A rf|NP_058556.1 133 6% 2 -0,285 42701 6,19  
ARP1B rf|XP_237097.2   161 13% 4 -0,251 45016 6,04  
ARP2/3 Untereinheit 2 rf|XP_217432.2 156 15% 4 -0,315 34440 6,84 2 
ARP2/3 Untereinheit 3 rf|XP_213782.1 75 8% 2 -0,649 19864 8,8  
ARP2/3 Untereinheit 4 rf|XP_238365.2  138 16% 3 -0,133 19768 8,53 2 
ARP3 homolog rf|XP_341113.1  68 4% 2 -0,359 55766 8,85  
Spectrin beta 3  rf|NP_062040.1 236  2% 6 -0,643 272023 5,61  
Capping protein beta 2 rf|XP_216562.2  69 13% 5 -0,554 30952 5,69  
STOP protein trm|Q63560  168 12% 8 -0,928 100651 9,45 2 
EF1 gamma rf|XP_215165.2 135 3% 3 -0,485 153695 6,37  
p25-alpha (Tubulin polymerization-promoting protein) rf|XP_341747.1  113 11% 2 -0,748 31041 9,56  
G-Proteine:         
Guanine nucleotide-binding protein G(O), beta 2 rf|NP_112299.1  100 8% 3 -0,177 38048 5,6  
GAP1 like rf|XP_341089.1   132 3% 3 -0,311 102701 6,05 2 
Transforming protein N-Ras spt|Q04970  103 12% 2 -0,317 21515 5,02  
Transforming protein P21/H-Ras spt|P20171   97 12% 2 -0,388 21643 5,16  
RAP2A trm|Q7TSK4  110 27% 3 -0,295 20857 4,73  
Chaperone:         
Dnaj homolog, subfamily C, member 6 rf|XP_233231.2   70 2% 2 -0,473 106436 6,84  
Metabolische Enzyme:         
Adenylosuccinat Lyase rf|XP_235496.2  90 4% 2 -0,259 55768 6,3  
Fructose Bisphosphat Aldolase C prf|750308A   98 10% 3 -0,294 39449 9,06  
CDP-DAG-Inositol 3-phosphatidyltransferase spt|P70500 67 9% 2 0,604 23939 8,56  
Hexokinase Typ I (Gehirn) pdb|1BG3_A 68 2% 2 -0,198 103653 6,29  
Protein Tyrosin Phosphatase, non-receptor type 9 trm|Q7TSK0   69 6% 3 -0,349 68554 8,34  
Protein Phosphatase 1H rf|XP_235200.2  73 9% 4 -0,285 60128 6,58  
Neue Proteine:         
RIKEN cDNA 1110031B06 (SVAP1-Homolog) rf|XP_220560.2  130 10% 3 -0,329 47241 6,49  
Putative Kontaminationen:         
Plasmamembran:         
Na,K-ATPase alpha 2 precursor spt|P06686 71 2% 2 -0,007 113457 5,39  
Contactin Precursor pir|A57112  215 14% 7 -0,309 114301 5,8 2 
Andere:         
GFAP spt|P47819  134 8% 3 -0,826 49970 5,35 2 
Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase spt|Q91XR8   136 11% 3 -0,886 29969 10,31  
BIT dbj|BAA20368.1  91  8% 3 -0,402 56297 7,16  
Ca2+ transporting ATPase RS8-17 pir|B31982  76 5% 4 0,085 111093 5,27  
Proteasom 26S non-ATPase Regulatoruntereinheit 14  trm|Q9CSU2  74 18% 2 -0,133 28868 6,55  
sER / rER Calcium-ATPase 2 spt|Q00779    77 5% 3 0,085 111124 5,3  
Transkriptionsfaktor NRF rf|XP_233308.2  74 1% 2 -0,645 152461 8,4   

 

 
 

3.5.7 Auflösung der eindimensionalen Elektrophorese 

Obwohl die Analyse über eindimensionale SDS-PAGE in Kombination mit nano-LC ESI-

MS/MS zu den meisten Proteinidentifikationen führte, ist ein großer Nachteil dieser Technik 

die schlechte Auflösung der Proteine. In Abbildung 76 ist dies für ausgewählte Proteine 

veranschaulicht.  

 

Viele der integralen synaptischen Vesikelproteine wie SV2, Synaptogyrin, Synaptophysin, 

einige Untereinheiten der vesikulären Protonenpumpe und insbesondere Synaptotagmin 

zeigen eine hohe Unschärfe in einem weiten Bereich des SDS-Gels. Diese Unschärfen decken 

Bereiche von 25% bis 75% des Gelstreifens ab. Extreme Resultate ergeben sich für 

Synaptotagmin, welches zwischen 23 kDa und dem maximalen Massenbereich detektiert 

werden kann. 
 

Tabelle 20. Proteinidentifikationen nach Anwendung von 1D SDS-PAGE und nano-ESI LC-MS/MS. Die 
Proteine sind geordnet nach Lokalisation und Funktion. Zusätzlich sind Angaben zu Datenbanknummer, Score, 
Sequenzabdeckung, Anzahl identifizierter Peptide, Gravy-Score, molekularer Masse, isoelektrischem Punkt 
sowie zur Anzahl der Gelsysteme, mit denen diese Proteine identifiziert wurden. 
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Dagegen sind andere integrale synaptische Vesikelproteine wie VAMP-2, Syntaxin, 

Synaptoporin, die Neurotransmittertransporter vGat und vGlut1 sowie der Zinktransporter 

ZnT-3 nur über einen kleinen Bereich molekularer Masse detektierbar, der etwa 10 bis 15 kDa 

umfaßt. Aber auch peripher assoziierte Vesikelproteine ohne Transmembranhelices wie 

Synapsin I, rab3A und das Glykolyse-Enzym GAPDH fokussieren sehr schlecht. Sie sind 

über die Hälfte der Trennstrecke des Gels detektierbar. Die meisten anderen löslichen oder 

membranassoziierten Proteine fokussieren hingegen sehr gut und sind in einem 

Massenbereich von 5 bis 10 kDa nachweisbar. Die in der Liste unter „neu“ geführten Proteine 

fokussieren ebenfalls in einem engen Bereich von ~10 kDa. Hierzu zählen auch die zwei für 

weitere Analysen ausgewählten Proteine RIKEN cDNA1200015A19 und DKFZp566N034, 

die im Folgenden mit Svap30 (synaptic vesicle-associated protein of 30 kDa) und SV35 

(synaptic vesicle protein of 35 kDa) bezeichnet werden. 

 

Insgesamt zeigen die Daten, daß eine Zerteilung des Gels in größere Abschnitte nachteilig für 

die massenspektrometrische Analyse gewesen wäre, da einige Proteine mit großer Unschärfe 

gering abundante Proteine massiv überdeckt hätten. Möglicherweise empfiehlt sich an dieser 

Abb. 76. Migrationsverhalten der über 1D SDS-PAGE identifizierten Proteine innerhalb des Gelstreifens. Die 
Balken geben die Position der jeweiligen Proteine im Gel wieder.  
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Stelle eine weitere Unterteilung der ausgeschnittenen Banden, um die Auflösung weiter zu 

erhöhen. 

3.5.8 Vergleich der drei gelbasierenden Systeme 

Die Anwendung der drei gelbasierenden elektrophoretischen Systeme resultiert in der 

Identifizierung von 185 Proteinen (Abb. 77). 143 Proteine wurden über eindimensionale SDS-

PAGE, 96 Proteine über dSDS-PAGE und 59 Proteine über BAC/SDS-PAGE identifiziert. 

Interessanterweise liegt die überlappende Identifizierung aller drei Systeme mit 35 Proteinen 

sehr niedrig (19% des Gesamtproteins). Zusätzlich resultiert die Anwendung der 1D SDS-

PAGE und dSDS-PAGE in einer überlappenden Identifizierung von 22 Proteinen, die der 

dSDS- und BAC/SDS-PAGE in 7 und die der 1D SDS- und BAC/SDS-PAGE in 14 

Proteinen. Proteine, die ausschließlich durch eines der drei Systeme identifiziert wurden, 

summieren sich zu 72 Proteinen für die eindimensionale SDS-PAGE, zu 32 Proteinen für die 

dSDS-PAGE und zu 3 Proteinen für die BAC/SDS-PAGE. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

3.5.9 Einteilung identifizierter Proteine nach Funktion und Lokalisation 

Die identifizierten Proteine lassen sich aufgrund von Funktion und/oder Lokalisation in 

verschiedene Kategorien unterteilen (Abb. 78). Integrale Vesikelproteine und 

vesikelassoziierte Proteine bilden mit 43% einen großen Anteil identifizierter Proteine. 7% 

der Proteine gehören zur Endozytosemaschinerie, 10% sind zytoskelettären Ursprungs.  

G-Proteine bilden 6%, Chaperone 4% und metabolische Enzyme 10% der 

Proteinidentifikationen. An der Plasmamembran lokalisierte Proteine tragen zu 6% zu den 

Identifizierungen bei. 2% der Proteine sind mitochondrialen Ursprungs, weitere 8% nicht 

weiter definierte Kontaminationen. Hierzu zählen Proteine wie GFAP, Myelin Basic Protein 

Abb. 77.  Schnittdiagramm der Proteinidentifizierungen mittels der drei verwendeten Techniken. 
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Abb. 78.  Verteilung der identifizierten Proteine gemäß Lokalisation und/oder Funktion. 
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und Proteine der Postsynapse. 4% der Proteinidentifizierungen wurden als neue Proteine 

gewertet, da über diese nach in silico-Analyse bisher weder Lokalisations- noch 

Funktionsdaten vorliegen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.10 Vor- und Nachteile der angewandten Systeme  

Für die Identifizierung hydrophober Proteine wurden spezielle zweidimensionale 

Gelelektrophoresetechniken eingesetzt. Zur Visualisierung der Effizienz jeden Systems 

wurden für alle Techniken die relativen Anteile der Identifizierungen von Membranproteinen, 

löslichen Proteinen sowie membranassoziierten Proteinen gegenübergestellt (Abb. 79). 

Betrachtet man den relativen Anteil der identifizierten integralen Membranproteine, so ist 

ersichtlich, daß die eindimensionale SDS-PAGE und dSDS-PAGE am effektivsten sind. 

Beide Techniken führten zu einer Identifizierung integraler Membranproteine von 29% bzw. 

25%. Dagegen erweist sich die BAC/SDS-PAGE als weniger effektiv – nur 19% der 

identifizierten Proteine stellen integrale Membranproteine dar. Die Identifizierung 

zytoplasmatischer Proteine ergibt 28% für die 1D SDS-PAGE, 39% für die BAC/SDS-PAGE 

und 48% für die dSDS-PAGE. Große Unterschiede treten bei Betrachtung der 

membranassoziierten Proteine auf. Während die 1D SDS-PAGE und BAC/SDS-PAGE zu 

einer Identifizierung von 43% respektive 42% führen, lassen sich nach dSDS-PAGE nur 27% 

membranassoziierte Proteine nachweisen.  
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3.5.11 Hydrophobizitätsplot 

Für die Demonstration der Effektivität der verwendeten Systeme bezüglich der Identifizierung 

hydrophober Proteine wurde der relative Anteil der Proteine gegen deren Gravy-Score 

aufgetragen (Abb. 80). Der Gravy-Score (grand average of hydrophobicity index) ist das 

arithmetische Mittel der Summe der Hydropathie-Indizes der einzelnen Aminosäuren (Kyte 

und Doolittle, 1982) und gibt die Gesamthydrophobizität eines Proteins wieder. Negative 

Gravy-Scores entsprechen hydrophilen Proteinen, positive Werte hydrophoben Proteinen. 

 

Der Großteil der identifizierten Proteine besitzt Gravy-Scores zwischen -0,6 und 0,1. Die 

meisten Proteine sind demnach hydrophil bis mäßig hydrophob. Auf beiden Seiten der Skala 

lassen sich zudem Extrema beobachten. So besitzen die hydrophilsten Proteine Gravy-Scores 

bis -1,2, die hydrophobsten Werte bis 1,1. In Bezug auf hydrophile Proteine unterscheiden 

sich die drei angewandten gelelektrophoretischen Systeme nur unwesentlich, auch wenn die 

1D SDS-PAGE in Bezug auf die Identifizierung sehr hydrophiler Proteine Nachteile zu haben 

scheint. Die Analyse identifizierter hydrophober Proteine resultiert jedoch in auffälligen 

Unterschieden. Das hydrophobste Protein, das mittels BAC/SDS-PAGE nachgewiesen 

werden konnte, besitzt einen Gravy-Score von 0,169 (ZnT-3). Die anderen verwendeten 

Techniken besitzen gemäß dieser Analyse Vorteile in der Identifizierung hydrophober 

Membranproteine. Die Anwendung der eindimensionalen SDS-PAGE läßt die Identifizierung 

Abb. 79.  Darstellung der prozentualen Anteile an integraler Membranproteine, löslicher Proteine und 
membranassoziierter Proteine für 1D SDS-PAGE, BAC/SDS-PAGE, dSDS-PAGE sowie für die 
Zusammenfassung aller Proteinidentifikationen (total). 
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eines Proteins mit einem Gravy-Score von bis zu 0,9 (MAL2A) zu, während nach 

Verwendung der dSDS-PAGE die vATPase-Untereinheit c mit einem Wert von 1,075 

nachgewiesen werden konnte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

3.5.12 Verteilung identifizierter Proteine nach molekularer Masse 

Die Analyse der relativen Anteile identifizierter Proteine bestimmter molekularer Massen ist 

in Abbildung 81 wiedergegeben. Allen drei Systemen ist eigen, daß die meisten Proteine in 

einem Massenbereich zwischen 20 und 110 kDa identifiziert wurden. Proteine der Masse 

kleiner als 10 kDa wurden von keinem der Systeme identifiziert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 80. Darstellung der Gravy-Scores der mittels 1D SDS-PAGE, BAC/SDS-PAGE und dSDS-PAGE 
identifizierter Proteine. Gravy-Scores wurden in Schritte von 0,1 eingeteilt und gegen die prozentuale 
Häufigkeit der Proteine aufgetragen. 
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Abb. 81.  Verteilung der molekularen Massen der mittels der drei Systeme identifizierten Proteine. 
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Proteine höherer Massen als 110 kDa resultieren für das BAC/SDS-System in drei 

Identifikationen zwischen 191 und 200 kDa. Gleichermaßen zeigt die Anwendung der dSDS-

PAGE Proteinidentifizierungen bis maximal 200 kDa, führt aber im Gegensatz zur 

BAC/SDS-PAGE auch zu Proteindetektionen im Bereich zwischen 120 und 190 kDa. Die 

beste Technik für die Identifizierung von Proteinen hoher molekularer Masse ist die 1D SDS-

PAGE (Abb. 81), die den Nachweis von Proteinen bis 290 kDa zuläßt. 

3.5.13 Verteilung identifizierter Proteine nach isoelektrischem Punkt 

Die Verteilung der isoelektrischen Punkte der über die drei Systeme identifizierten Proteine 

ist in Abbildung 82 wiedergegeben. Die Resultate sind für alle Techniken sehr ähnlich, wenn 

man von der basischen Seite der Skala absieht, die leichte Inhomogenitäten aufweist. 

Insgesamt besitzen die identifizierten Proteine isoelektrische Punkte zwischen 4 und 12, 

wobei der Hauptanteil für alle drei Systeme zwischen 5 und 7 liegt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

3.6 Difference Gel Electrophoresis 

3.6.1 Evaluation der Präparationen 

Das DIGE-System wurde für die Analyse des Proteinmusters synaptischer Vesikel unter Ruhe 

und nach Stimulation von Neuronen eingesetzt. Um darzulegen, daß sich durch Stimulation 

der Nervenendigung Unterschiede in der synaptischen Vesikelpopulation ergeben, wurden 

Immunanalysen des Saccharosegradienten jeweils zweier Präparationen durchgeführt. 

Abb. 82. Verteilung der isoelektrischen Punkte der über die drei verschiedenen Gelsysteme identifizierten 
Proteine. 
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Eingesetzte Antikörper umfassen solche gegen SV2 und den Endosomenmarker EEA1. 

Während die Analysen von SV2 keine Unterschiede im Migrationsverhalten über den 

Saccharosegradienten in stimulierten versus nicht stimulierten Proben ergaben (Daten hier 

nicht gezeigt), führen die Analysen von EEA1 zu Unterschieden (Abb. 83).  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Die Immunanalysen geben wieder, daß durch Stimulation Änderungen der Endosomengröße 

auftreten, was in der Verschiebung des Organells in dichtere Fraktionen resultiert. In den 

depolarisierten Proben ist EEA1 ab Fraktion 17 detektierbar, während das endosomale Protein 

in nicht stimulierten Gehirnen ab Fraktion 15, in geringen Spuren in Kontrolle 2 bereits ab 

Fraktion 13 nachzuweisen ist.  

3.6.2 DIGE-Analyse 

Der Scan für jeden der drei Farbstoffe sowie der Overlay der drei Kanäle ist nach Separation 

der markierten Proteine mittels BAC/SDS-PAGE an einem Beispiel in Abbildung 84 gezeigt.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 83. Evaluation der Qualität der Stimulation über Analyse des endosomalen Proteins EEA1 im  
Saccharosegradienten. Analysiert wurden 5 µl jeder zweiten Fraktion. 

Abb. 84. Scan der DIGE-Gele für die drei verschiedenen CyDyes Cy3 (blau, nicht stimuliert), Cy5 (grün, 
stimuliert) und Cy2 (rot, interner Standard) sowie die Überlagerung der drei Kanäle. 
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Die Proteinmuster aller Gele sind identisch mit denen, die mittels Coomassie Brilliant Blue-

Färbung erhalten wurden. Die Farbstoffe sind demnach geeignet, die Proteine synaptischer 

Vesikel durch das angewandte Minimallabelling zu markieren. 

 

Die Anwendung der DeCyder-Software ergibt für acht Proteine signifikante 

Abundanzänderungen (p < 0,05) zwischen den beiden funktionellen Zuständen. Die Lage der 

Proteine im Gel ist in Abbildung 85 gezeigt.  

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
Um die Unterschiede zwischen nicht stimulierter und stimulierter Vesikelprobe besser 

darstellen zu können, empfiehlt sich die Analyse der Fluoreszenzoberfläche (Abb. 86). Die 

Position des entsprechenden Unterschiedes ist hierbei durch die weißen Markierungen 

wiedergegeben. Bei Betrachtung des eingeschlossenen Bereiches wird deutlich, wie 

ausgeprägt die Abundanzänderung ist. Teilweise handelt es sich um Verschiebungen der 

Spot-Position innerhalb des Gels, teilweise um Abundanzänderungen bei gleichbleibender 

Lage im Gel. Zusätzlich sind Daten zur Größe der Abundanzänderung sowie der p-Wert 

gegeben. Die Abundanzänderungen bewegen sich in einem Bereich von -1,53 bis 1,96. 

Positive Werte kennzeichnen hierbei Proteine, deren Abundanz in der stimulierten Probe 

höher ist. Negative Werte stehen für eine Abundanzabnahme nach Stimulation. Die Proteine 1 

bis 6 sind demnach in der stimulierten Probe stärker vertreten, die Proteine 7 und 8 in der 

unstimulierten Probe. 

 

 

 

Abb. 85. Auswertung der drei DIGE-Gele mittels DeCyder Software. Die acht Abundanzänderungen sind im 
Gel durch die Ziffern 1 bis 8 gekennzeichnet.  



3. Ergebnisse   151 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die massenspektrometrische Analyse der tryptisch verdauten Proteinspots resultiert in den in 

Tabelle 22 dargestellten Proteinidentifikationen. Zu den Proteinen gehören die SNAREs 

SNAP-25 und VAMP-2, die vATPase V0-Untereinheit d, das integrale Vesikelprotein 

Synaptophysin, die peripher assoziierten Proteine rab3A und rab2, die Motorprotein-

Untereinheit Dynein light chain 2B sowie Svap30 (RIKEN cDNA 1200015A19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alle Proteine bis auf die vATPase-Untereinheit und rab2B weisen eine Abundanzerhöhung 

nach Stimulation auf. SNAP-25 und VAMP-2 zeigen Abundanzänderungen von 1,38 und 1,3, 

Synaptophysin von 1,2. Dynein light chain 2B weist eine annähernd verdoppelte Abundanz in 

der stimulierten Probe auf. Rab3A erreicht einen Wert von 1,38. Svap30 zeigt mit 1,36 eine 

Abb. 86. Analyse der acht Spots mit signifikanter Abundanzänderung. Die Spotnummern verweisen auf 
Abbildung 85. Die Intensität der Abundanzänderung, der p-Wert sowie die Areale der Änderung sind 
wiedergegeben.  

Spot Protein Sequenzabdeckung M r [Da] Datenbank-Nummer
1 Dynein light chain 2B 83% 9568 gi|28913654
2 rab3A 52% 25198 gi|6981452
3 SNAP-25 45% 20800 gi|1314856
4 Svap30 (RIKEN cDNA 1200015A19) 58% 30023 gi|21312776
5 VAMP-2 94% 12740 gi|5981614
6 Synaptophys in 30% 34288 gi|41019466
7 vATPase V0 Untereinheit d 38% 40749 gi|3955100
8 rab2B 47% 24355 gi|27675132

Tabelle 22. Ergebnisse nach Analyse der tryptisch verdauten Spots mit MALDI-TOF-MS. Aufgelistet sind die 
identifizierten Proteine, die Sequenzabdeckung, die molekulare Masse sowie die Datenbank-Nummer. 
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leicht erhöhte Abundanz in der stimulierten Probe. Die d-Untereinheit der Protonenpumpe 

sowie rab2 weisen Abundanzänderungen von -1,25 bzw. -1,53 auf. 

3.6.3 Analyse der Phosphorylierung 

Die Abundanzänderungen der identifizierten Proteine können durch posttranslationale 

Modifikationen zustande kommen, die das elektrophoretische Migrationsverhalten der 

Proteine beeinflussen. Daher wurden nach zweidimensionaler Elektrophorese über BAC/SDS-

PAGE Immunanalysen mit Antikörpern gegen Phosphoserin, Phosphothreonin und 

Phosphotyrosin durchgeführt (Abb. 87, A-D). Analysen hinsichtlich Phosphothreonin 

resultieren in keinem Immunsignal (Daten hier nicht gezeigt). Zusätzlich wurden individuelle 

Immunanalysen für identifizierte Proteine durchgeführt (Abb. 87, E-I). Vor der 

Immundetektion wurden die Nitrozellulosemembranen einer Silberfärbung unterzogen (J), um 

detektierte Signale einwandfrei dem Proteinmuster eines BAC/SDS-Gels zuordnen zu 

können. Die Anwendung dieser Technik erlaubt die Identifizierung der Positionen von 

Synaptophysin, rab3A, SNAP-25 und VAMP-2 auf dem BAC/SDS-Gel. Zusätzlich enthält 

die Probe eine hohe Konzentration an Immunglobulinen, bedingt durch die Elution der 

Proteine von den Magnetbeads. Da diese Immunglobuline mit den aus Maus stammenden 

Phosphoserin- und Phosphotyrosin-Antikörpern reagieren, werden Immunanalysen nur mit 

dem sekundären Anti-Maus-Antikörper durchgeführt (I), um die Lage der 

Immunglobulinketten zuordnen zu können. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 87. Phosphostudien stimulierter (B, D) und nicht stimulierter (A, C) Proben. BAC/SDS-Gele wurden auf 
Nitrozellulosemembranen transferiert und hinsichtlich Phosphoserin (A, B), Phosphotyrosin (C, D), 
Synaptophysin (E), SNAP-25 (F), rab3A (G), VAMP-2 (H) und Immunglobulinen (I) analysiert. Die 
Silberfärbung der Nitrozellulosemembran (J) erlaubt die Zuordnung der Immunsignale aus E bis I auf der 
Membran sowie auf den Phosphoblots: (I) Synaptophysin, (II) SNAP-25, (III) rab3A, (IV) VAMP-2, (V) 
schwere und (VI) leichte Immunglobulin-Ketten. VII (A, B) und VIII (D) kennzeichnen Proteine, deren 
Phosphorylierungsstatus sich während der Stimulation ebenfalls ändert. 
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Abbildung 87 demonstriert, daß die Phosphorylierung in der stimulierten Probe generell 

stärker vorhanden ist (B, D) als in der nicht stimulierten Probe (A, C). Die Analyse der 

Serinphosphorylierung (A, B) legt Unterschiede zwischen den beiden funktionellen Ansätzen 

dar, die sowohl das Muster der Phosphorylierung als auch die Intensität der Signale betreffen. 

Sechs Spots können in der nicht stimulierten Probe detektiert werden im Vergleich zu sieben 

Spots in der stimulierten Probe. Die Applikation des Phosphotyrosin-Antikörpers führt zur 

Detektion von fünf Spots in der stimulierten (D) und drei Spots in der nicht stimulierten Probe 

(C). Ein Vergleich des Phosphorylierungsmusters mit dem Muster synaptischer 

Vesikelproteine (J) läßt erkennen, daß einige der über DIGE identifizierten Proteine nach 

Stimulation phosphoryliert werden. Hierzu zählen Synaptophysin (I), SNAP-25 (II), rab3A 

(III) und VAMP-2 (IV). Zusätzlich konnten Immunsignale für die schweren (V) und leichten 

(VI) Ketten der Maus-Immunglobuline detektiert werden.  

 

Synaptophysin zeigt ausschließlich in der stimulierten Probe eine Tyrosinphosphorylierung 

und zusätzlich eine Zunahme der Serinphosphorylierung nach Stimulation. Eine 

Quantifizierung der Immunsignale ergibt eine Steigerung der Serinphosphorylierung um 

Faktor 1,9. Rab3A wird in allen Analysen nachgewiesen und zeigt eine geringe Zunahme der 

Tyrosin- (Faktor 1,4) und Serinphosphorylierung (Faktor 2,4) in der stimulierten Probe. 

VAMP-2 zeigt eine Serinphosphorylierung nach Aktivierung der Synapse. Kein Signal kann 

in den Phosphotyrosin-Analysen detektiert werden. Die Phosphorylierung von SNAP-25 kann 

nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden, da es partiell mit der leichten Kette der 

Immunglobuline kolokalisiert. Zusätzlich werden weitere Proteine nach Stimulation serin- 

(VII) und tyrosinphosphoryliert (VIII). Vergleiche mit den über Western Blot und MALDI-

TOF-MS erhaltenen Daten lassen Rückschlüsse auf diese unbekannten Proteine zu. Bei 

Protein VII handelt es sich vermutlich um Aktin, bei VIII um GAPDH.  

 

Um die Spezifität der Antikörper für die jeweiligen phosphorylierten Aminosäuren 

darzulegen und die Funktionalität des Phosphothreonin-Antikörpers zu verifizieren, wurden 

Dephosphorylierungsstudien mittels Lambda-Protein Phosphatase (λPPase) durchgeführt 

(Abb. 88A) sowie der Phosphothreonin-Antikörper an Gesamthirnhomogenat getestet (Abb. 

88B). Nach Dephosphorylierung sind im Fall des Phosphoserin-Antikörpers zwei Banden 

erkennbar, die eine molekulare Masse von 10 bzw. 20 kDa besitzen. Alle anderen Banden aus 

dem unverdauten Ansatz sind nicht mehr nachweisbar. Die Bande bei 20 kDa entspricht 

hierbei der λPPase, die für ein 23 kDa Protein kodiert - Analysen über den PredictProtein-
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Algorithmus geben fünf mögliche Serinphosphorylierungsstellen wieder. Die Anwendung des 

Phosphotyrosin-Antikörpers resultiert in einer Bande, deren molekulare Masse und 

vermutlich auch Identität mit der 10 kDa-Bande des Phosphoserin-Immunblots identisch ist. 

Die Evaluation des Phosphothreonin-Antikörpers resultiert für das Gesamthirnhomogenat in 

einer Reihe von Banden und demonstriert dessen Funktionalität. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.7 Charakterisierung neuer Proteine 

Für die Analyse und Charakterisierung identifizierter neuer Vesikelproteine wurden 

ausgehend von der Liste aller neuen Proteinidentifikationen die zwei hypothetischen Proteine 

Svap30 (RIKEN cDNA 1200015A19) und SV35 (DKFZp566N034) ausgewählt. Für das 

Svap30-Gen war hierbei über RZPD (Deutsches Zentrum für Genomforschung GmbH) ein 

Klon kommerziell erwerblich (IRAVp968E0734D6). Das SV35-Gen wurde von Epoch 

Biolabs (Texas, USA) synthetisiert. 

3.7.1 Svap30 

Das abgeleitete Protein ist aus 266 Aminosäuren aufgebaut, die eine errechnete molekulare 

Masse von 30023 Da ergeben. Der isoelektrische Punkt liegt bei 6,92, der Gravy-Score 

beträgt -0,222. Das Protein ist aufgrund fehlender vorhergesagter Transmembranhelices 

Abb. 88. (A) Dephosphorylierungsstudien für Phosphoserin- und Phosphotyrosinantikörper an 
Gesamthirnhomogenat. Die Kontrolle wurde ohne λPPase inkubiert. (B) Immundetektion der Phosphoproteine 
nach Anwendung des Phosphothreoninantikörpers an Gesamthirnhomogenat. Pro Spur wurden 15 µg Protein 
elektrophoretisch aufgetrennnt.  
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vermutlich löslich und laut Recherche der Signalsequenzen zytoplasmatisch lokalisiert. Eine 

vergleichende Analyse der Proteinsequenz läßt keine Rückschlüsse auf eine mögliche 

Funktion des Proteins zu. Keine bekannten Domänen oder Membrananker wurden aufgrund 

von Ähnlichkeiten mit anderen Proteinen identifiziert. Nach Anwendung des Psi/Phi-

Algorithmus werden schwache Ähnlichkeiten mit der Inositol-Polyphosphat-5-Phosphatase 

deutlich. Der SMART-Algorithmus gibt unter der Signifikanzschwelle Ähnlichkeiten mit der 

Phosphatidylinositol-3-Kinase-Domäne wieder. PredictProtein (Columbia University, USA) 

sagt mögliche Phosphorylierungsstellen für die Protein Kinase C an den Aminosäuren 49 und 

205, für die Casein Kinase II an den Resten 91, 132, 138 und 181 voraus. Vorhergesagte 

Myristoylierungen beinhalten die Reste 12 und 225. Disulfidbrücken können zwischen den 

Aminosäuren 121 und 200 sowie zwischen 112 und 139 ausgebildet werden. Das putative 

Protein ist in den Datenbanken für 24 Metazoa beschrieben. Darunter zählen Ratte, Maus, 

Mensch, Schimpanse, Hund, Rind und Hahn.  

3.7.1.1 Klonierung 

3.7.1.1.1 Klonierungsstrategie 

Der Klon IRAVp968E0734D6 enthält die genetische Information für Svap30 in dem Vektor 

pCMV-SPORT6. Für die Einfügung eines C-terminalen myc-Tags an den proteinkodierenden 

Teil wird das Insert in pcDNA3.1 B(-)myc/His kloniert. Hierfür werden nach Amplifikation 

des Inserts unter Aussparen des Stopp-Codons und Einfügen geeigneter 

Restriktionsschnittstellen sowohl Vektor als auch Insert mittels XhoI und BamHI restringiert. 

Die verdauten Produkte werden per Gelelektrophorese aufgetrennt, aus dem Gel isoliert und 

anschließend ligiert. 

3.7.1.1.2 PCR-Amplifikat 

Die Amplifikation des proteinkodierenden Inserts mittels PCR führt zu einem Amplifikat von 

~950 bp (Abb. 89).  

 

 

 

 

 

 Abb. 89. PCR zur Amplifizierung und Einführung von Restriktionsschnittstellen mittels Pwo-Polymerase und 
verschiedener MgCl2-Konzentrationen: (1) 1,5 mM, (2) 2 mM, (3) 2,5 mM, (4) 3 mM, (5) 3,5 mM, (6) 4 mM. 
Aufgetragen wurden 4 µl des PCR-Ansatzes.  
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Da die Amplifikation über Taq-Polymerase in Punktmutationen resultierte, wurde die Pwo-

Polymerase mit verschiedenen MgCl2-Konzentrationen eingesetzt. Alle eingesetzten 

Salzkonzentrationen führen zum gleichen Ergebnis. Das Amplifikat von ~950 bp entsteht 

unter allen Bedingungen. 

3.7.1.1.3 Restriktion des Vektors und Inserts für die Ligation 

Für ein erfolgreiches Umklonieren müssen sowohl das per PCR amplifizierte Insert als auch 

der Zielvektor mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnitten werden. Um die wenigen 

Basenpaare, die durch die Restriktion des Inserts entfernt wurden, von der restlichen DNA zu 

trennen und eine Religation zu verhindern, wurden die Ansätze elektrophoretisch aufgetrennt. 

Das Insert besitzt hierbei eine Größe von ~930 bp (1, 2), der Vektor ~5,5 kb (3, 4). Nach 

präparativer Restriktion wurde die DNA aus dem Gel isoliert und für eine Konzentrations- 

und Reinheitsbestimmung erneut gelelektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 90).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3.7.1.1.4 Ligation 

Obwohl für eine Ligation ein molekulares Verhältnis von Insert zu Vektor von 3:1 als optimal 

gilt, wurden für optimale Versuchsbedingungen verschiedene Verhältnisse getestet (1:1, 2:1, 

3:1, 4:1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 90. Gelelektrophoretische Auftrennung der präparativen Restriktion des per PCR amplifizierten Produktes 
(1, 2) und des Vektors pcDNA3.1 B (-) myc/His (3, 4).  Pro Spur wurden 0,5 µl der aus dem präparativen Gel 
isolierten DNA aufgetragen. 

Abb. 91. Gelelektrophoretische Auftrennung des mit NheI linearisierten Ligationsansatzes. Neben dem 
Ligationsprodukt von ~6,5 kb sind zusätzlich unligierter Vektor bei 5,5 kb und unligiertes Insert bei 930 bp 
erkennbar. Pro Spur wurden 2 µl des restringierten Ligationsansatzes aufgetragen. Die Spuren 1 bis 4 stellen vier 
verschiedene Ligationsansätze dar (Verhältnis Insert/Vektor: (1) 1:1, (2) 2:1, (3) 3:1, (4) 4:1). 
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Die über Nacht ligierten Ansätze werden nach Linearisierung mit NheI gelelektrophoretisch 

aufgetrennt (Abb. 91). Erkennbar sind neben dem Ligationsprodukt bei 6,4 kb der unligierte 

Vektor (5,5 kb) und unligiertes Insert (930 bp). Es zeigt sich, daß für die Ligation das 

Verhältnis von Insert zu Vektor von 2:1 zu den besten Resultaten führt. Auch der 4:1-Ansatz 

erweist sich als geeignet. Dagegen resultieren die Ansätze 1:1 und 3:1 in einer nicht 

zufriedenstellenden Ligation. 

3.7.1.1.5 Transformation 

Nach Transformation elektrokompetenter E.coli XL10-Gold über Elektroporation werden 

nach Anlegen von Flüssigkulturen Plasmidpräparationen durchgeführt. Screening der 

Kolonien findet durch Restriktion mit PstI statt. Erwartete Massen betragen hierbei 2229 bp 

und 4058 bp (Abb. 92). Ausgewählte Klone werden zum Sequenzieren gegeben und nach 

Übereinstimmung mit der Originalsequenz sowie des korrekten Leserahmens für weitere 

Arbeiten verwendet. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

3.7.1.1.6 Vektorkarte 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 93. Multiple Cloning Site des Vektors pcDNA3.1 B(-)myc/His. Die genetische Information für Svap30 
wurde 5’ über XhoI und 3’ über BamHI inseriert. 

Abb. 92. Gelelektrophoretische Auftrennung der mit PstI restringierten Klone nach Transformation. Pro Spur 
wurden 10 µl des Restriktionsansatzes aufgetragen. 
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Die Multiple Cloning Site des Vektors pcDNA3.1 B(-)myc/His ist in Abbildung 93 

wiedergegeben.Verwendete Restriktionsschnittstellen zum Einfügen der proteinkodierenden 

Sequenz des Svap30 sind die für XhoI und BamHI. Der myc-Tag befindet sich C-terminal 

von der inserierten proteinkodierenden Information. 

3.7.1.2 Immunzytochemie 

3.7.1.2.1 CHO-Zellen 

Eine erste immunzytochemische Analyse wurde in CHO-Zellen durchgeführt, da dieser 

Zelltyp leichter zu transfizieren ist als die im Folgenden beschriebenen PC12-Zellen.  

 

Die Transfektion von CHO-Zellen und anschließende Immunfärbung mit einem Antikörper 

gegen den myc-Tag ist in Abbildung 94 dargestellt. Die Immunfärbungen lassen erkennen, 

daß das myc-getagte Protein mit retikulären Strukturen assoziiert ist und eine punktuelle 

Verteilung besitzt, die sich bis auf den Kern im gesamten Zytoplasma nachweisen läßt. 

Entgegen der Lokalisationsvorhersage, wonach es sich um ein zytoplasmatisch lokalisiertes, 

lösliches Protein handeln soll, deutet die Immunfärbung auf eine Membranassoziation hin. 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Da aufgrund der Ergebnisse der Lokalisationsalgorithmen davon ausgegangen werden muß, 

daß das Protein zusätzlich zytosolisch lokalisiert ist, wurden die Zellen vor der Fixierung mit 

Stickstoff behandelt. Dadurch lassen sich die löslichen zytosolischen Proteinbestandteile 

auswaschen. Nach der Stickstoff-Behandlung ergibt sich eine deutlichere punktuelle 

Verteilung für Svap30 (Abb. 95). Die retikulären Strukturen sind nun klar erkennbar und 

Abb. 94. Immunzytochemische Analyse des rekombinant exprimierten Proteins Svap30 in CHO-Zellen. Rot, 
myc-getagtes Svap30; blau, DAPI-Färbung. Es sind zwei transfizierte Zellen gezeigt.  Balken: 10 µm.  
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Abb. 95. Immunzytochemische Analyse des rekombinant exprimierten Proteins Svap30 in CHO-Zellen nach 
Stickstoff-Behandlung. Rot, myc-getagtes Svap30; blau, DAPI-Färbung. Es sind mehrere transfizierte Zellen 
gezeigt. Balken: 10 µm. 

besser aufgelöst. Insbesondere um den Zellkern lassen sich diese Strukturen deutlich 

nachweisen. 

 

 

 

 
 

              

 

 

 

 

 

 

 

 

3.7.1.2.2 PC12-Zellen 

Als Modell differenzierter, neuronaler Zellen kommen PC12-Zellen zum Einsatz, die mit 

NGF stimuliert wurden. In Abbildung 96 sind mehrere Svap30-exprimierende PC12-Zellen 

gezeigt.  

 

 

 
 

        

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Abb. 96. Immunzytochemische Analyse des rekombinant exprimierten Proteins Svap30 in PC12-Zellen. Rot, 
myc-getagtes Svap30; blau, DAPI-Färbung. Es sind mehrere transfizierte Zellen gezeigt. Die Pfeile 
kennzeichnen Wachstumskegel der PC12-Zellen. Balken: 10 µm. 
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Wie bereits für die CHO-Zellen beschrieben, ergibt sich erneut das punktuelle Muster für 

Svap30, das sich neben dem Zytoplasma auch in den Neuriten und kräftig in den 

Wachstumskegeln der Zellen nachweisen läßt, die synaptischen Endigungen ähneln.  

 

Als Kontrolle wurden PC12-Zellen mit dem leeren Vektor transfiziert (mock-Transfektion). 

Die Resultate sind in Abbildung 97 dargestellt. Bis auf die DAPI-Färbung wurde kein Signal 

nach Applikation des Antikörpers erhalten. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

3.7.1.2.3 Studien zur Kolokalisation mit endogenen Vesikelproteinen 

Um Kolokalisationen des unbekannten Proteins mit endogen exprimierten Vesikelproteinen 

zu untersuchen, wurden neben dem Nachweis des rekombinanten Svap30 Immunfärbungen 

von Synaptophysin (Abb. 98), Synaptoporin, Synaptotagmin und SCAMP 1 (Abb. 99)  

durchgeführt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 97. Immunzytochemische Analyse mock-transfizierter PC12-Zellen. Blau, DAPI-Färbung. Balken:   
10 µm.  

Abb. 98. Immunzytochemische Analyse der Lokalisation des rekombinant exprimierten Proteins Svap30 und 
des endogenen Synaptophysins mit Überlagerung beider Expressionsmuster in PC12-Zellen. Grün, myc-getagtes 
Svap30; rot, Synaptophysin; blau, DAPI-Färbung. Balken: 10 µm. 
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Die Analyse der intrazellulären Verteilung des endogen exprimierten integralen synaptischen 

Vesikelproteins Synaptophysin legt dar, daß Synaptophysin wie auch Svap30 ein punktuelles 

Muster aufweist, das im gesamten Zytoplasma detektierbar ist und bis in die Neuriten und 

Wachstumskegel reicht. In diesen Bereichen zeigen beide Proteine eine hohe Abundanz und 

eine ähnliche Verteilung. 

 

Die Analyse der integralen Vesikelproteine Synaptoporin, Synaptotagmin und SCAMP 1 

(Abb. 99) ergibt für alle Proteine eine Überlappung bezüglich der intrazellulären Lokalisation 

der Vesikelproteine mit rekombinant exprimiertem Svap30. Es fällt auf, daß die endogen 

exprimierten Proteine neben der Lokalisation im Soma und den Wachstumskegeln auch in 

den Neuriten eine starke Präsenz zeigen, während Svap30 in den Neuriten weniger ausgeprägt 

lokalisiert ist. Zudem zeigen sich für Synaptoporin Zonen um den Zellkern, die vermutlich 

dem ER zuzuordnen sind, vergleichsweise intensiver markiert als für Svap30. Demgegenüber 

ist Svap30 in den ER-angrenzenden Zonen stärker vertreten als Synaptoporin, was in der 

dargestellten Überlagerung resultiert, die im Soma eine geringe Übereinstimmung zeigt, 

während in den Wachstumskegeln eine sehr ähnliche Verteilung nachzuweisen ist (siehe 

Pfeile). 

 

Auch die somatische Verteilung des Synaptotagmins weicht von der des Svap30 ab. So sind 

zwar beide Proteine im Soma stark vertreten, jedoch reicht das Vorkommen von Svap30 bis 

zur Plasmamembran, während Synaptotagmin diesen Bereich weitestgehend ausspart. Auch in 

den Wachstumskegeln variiert die Proteinexpression (siehe Pfeile). Synaptotagmin ist im 

gesamten Wachstumskegel detektierbar, während Svap30 lediglich am Ende der Neuriten und 

schwach in der Bouton-Struktur nachweisbar ist. Die für Synaptotagmin ausgeprägte 

Verteilung innerhalb des Wachstumskegels zeigt sich für Svap30 nicht. Dennoch weisen 

beide Proteine im Neuritenende eine hohe Präsenz und eine sehr ähnliche Verteilung auf.  

 

SCAMP 1 zeigt eine im Soma gleichmäßig verteilte Expression, die für die Zonen rund um 

den Zellkern für Svap30 nicht wiederzufinden ist. Wie bereits für Synaptoporin beschrieben, 

ist diese Zone ausgespart. Dafür weist Svap30 eine hohe Abundanz in der Nähe der 

Plasmamembran auf, die für SCAMP 1 nicht gegeben ist. Bezüglich der Neuriten und 

Wachstumskegel der Zellen läßt sich ein sehr vergleichbares Muster erkennen. 
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Abb. 99. Immunzytochemische Analyse der Lokalisation des rekombinant exprimierten Proteins Svap30 sowie 
der endogenen Proteine Synaptoporin, Synaptotagmin und SCAMP 1 mit Überlagerung der jeweiligen 
Expressionsmuster in PC12-Zellen. Rot, myc-getagtes Svap30; grün, endogene synaptische Vesikelproteine; 
blau, DAPI-Färbung. Die Pfeile kennzeichnen Wachstumskegel der PC12-Zellen. Balken: 10 µm. 

Einige Unterschiede in der zellulären Lokalisation von Svap30 im Vergleich zu endogenen 

integralen Vesikelproteinen können auf die Zelltransfektion zurückzuführen sein. Die 

Überproduktion von Svap30 könnte die subzelluläre Verteilung insbesondere im Soma 

beeinflussen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zu den untersuchten nicht integralen synaptischen Vesikelproteinen gehören SNAP-25, die 

mitochondriale F-ATPase, das endoplasmatische Retikulumprotein ER60 und das 

peroxisomale Protein PMP70 (Abb. 100). SNAP-25 ist hauptsächlich an der Plasmamembran 

lokalisiert und nur in geringen Mengen intrazellulär vorzufinden. Die Immunmarkierung 
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Abb. 100. Immunzytochemische Analyse der Lokalisation des rekombinant exprimierten Proteins Svap30 
sowie der endogenen Proteine SNAP-25, ER60, PMP70 und der F-ATPase mit Überlagerung der jeweiligen 
Expressionsmuster in PC12-Zellen. Grün, myc-getagtes Svap30; rot, endogene Proteine; blau, DAPI-Färbung.  
Die Pfeile kennzeichnen Wachstumskegel der PC12-Zellen. Balken: 10 µm. 

bestätigt dies. Demgegenüber ist Svap30 ausschließlich intrazellulär vorzufinden und zeigt 

daher auch nur in diesen Bereichen ein ähnliches Expressionsmuster wie SNAP-25.  
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ER60 ist in der gesamten Zelle lokalisiert und auch kräftig in den Neuriten und 

Wachstumskegeln nachweisbar. Demgegenüber zeigt Svap30 eine weniger starke Präsenz in 

den Neuriten, ist jedoch auch im Soma und in den Wachstumskegeln (siehe Pfeile) stark 

vorhanden. In diesen Zonen ergibt sich für beide Proteine eine ähnliche Verteilung.  

 

Das Peroxisomenprotein PMP70 zeigt ein sehr punktuelles Muster im Soma mit geringer 

Präsenz in den Neuriten und Wachstumskegeln. Die Verteilung von Svap30 im Soma ist 

dagegen auf andere Bereiche beschränkt und zeigt keine Ähnlichkeit mit dem Muster von 

PMP70. Die mitochondriale F-ATPase ist im Soma stark vertreten und zeigt insbesondere in 

der Nähe der Plasmamembran eine punktuelle Verteilung. Die Neuriten enthalten kaum  

F-ATPase. Die Verteilung von Svap30 im Soma ist zwar wie die der F-ATPase ubiquitär, 

weist aber deutliche Unterschiede im Muster auf, die in der Nähe der Plasmamembran 

besonders deutlich werden. 

3.7.1.3 Membranassoziation 

Mit Hilfe der Herstellung einer Membranfraktion transfizierter CHO-Zellen kann untersucht 

werden, inwieweit das Protein zytosolisch oder membranassoziiert vorliegt. Da die 

Immunzytologie bereits Indizien dafür geliefert hat, daß das Protein in zwei zellulären 

Lokalisationen vorliegt, wurde die Membranfraktion zusätzlich mit Salz und hohem bzw. 

niedrigem pH-Wert inkubiert, um mit den elektrostatischen Interaktionen des Proteins mit der 

Membran zu interferieren und das Protein gegebenenfalls von der Membran abzulösen.  

 

Um die Spezifität der Membranfraktion hinsichtlich der Unterscheidung löslicher und 

integraler Membranproteine darzulegen, wurden mit Homogenat, Überstand und 

Membranpellet Immunanalysen gegen das lösliche Protein Erk-1/2 und das 

Transmembranprotein Synaptophysin durchgeführt (Abb. 101). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Abb. 101. Immunanalyse der Membranfraktion transfizierter CHO-Zellen für Erk-1/2 (42 und 44 kDa) und 
Synaptophysin (38 kDa). Pro Spur wurden äquivalente Volumina elektrophoretisch aufgetrennt. 
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Das lösliche Protein Erk-1/2 kann erwartungsgemäß ausschließlich in Homogenat und 

Überstand nachgewiesen werden. Demgegenüber findet sich das integrale Vesikelprotein 

Synaptophysin in Homogenat und Membranpellet wieder, während der lösliche Überstand frei 

von Protein ist. 

 

Die Ergebnisse der Membranfraktion Svap30-exprimierender CHO-Zellen sind in Abbildung 

102 dargelegt. Svap30 läßt sich sowohl im Membranpellet als auch im zytoplasmatischen 

Überstand des Zellextraktes bei ~30 kDa detektieren und bestätigt damit die Ergebnisse der 

Immunzytochemie. Zudem scheint es in nahezu äquimolaren Verhältnissen zytosolisch und 

membranassoziiert vorzuliegen. Beeinträchtigungen der Membranbindung durch Interferenz 

mit der elektrostatischen Bindung führen im Fall von hohen Konzentrationen an Salz zu 

keiner Dissoziation von der Membran. Gleiches gilt für niedrige pH-Werte. In beiden Fällen 

sind ausschließlich im Membranpellet Immunsignale detektierbar. Demgegenüber führt die 

Behandlung mit hohen pH-Werten zu einer Dissoziation des Proteins von der Membran. 

 

 

 

 

 

 

 

3.7.1.4 Gewebespezifität 

Gewebespezifische Analysen lassen sich nach Aufreinigung von RNA aus diversen Geweben 

erzielen. Da die Konzentration der spezifischen, zu untersuchenden mRNA jedoch in den 

meisten Fällen unzureichend für direkte Analysen per Gelelektrophorese oder 

Hybridisierungen ist, folgt im Anschluß an die RNA-Isolation meist ein Umschreiben der 

mRNA in DNA über RT-PCR, die als Methode zur quantitativen Analyse von 

Genexpressionen einsetzbar ist.  

 

Vor Durchführung der Reaktion ist es jedoch nötig, die Integrität der aufgereinigten RNA zu 

überprüfen. Dies geschieht durch gelelektrophoretische Auftrennung der RNA im 

denaturierenden Agarosegel (Abb. 103). Da mindestens 200 ng RNA aufgetragen werden 

müssen, um durch Färbung mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht werden zu können, 

Abb. 102. Analyse der Membranfraktion Svap30-transfizierter CHO-Zellen. Pro Spur wurden äquivalente 
Volumina aufgetragen.  
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erweisen sich lediglich die RNA-Isolate aus Milz, Lunge und Niere nach spektrometrischer 

Konzentrationsabschätzung als hinreichend konzentriert und wurden als Referenzdaten für die 

RNA-Integrität aller isolierten Ribonukleinsäuren verwendet. Die elektrophoretische 

Auftrennung läßt in allen Proben zwei deutliche Banden bei 5 kb und 2,5 kb erkennen. Diese 

entsprechen der 28S und 18S rRNA. Zusätzlich sind im niedrigen Molekulargewichtsbereich 

viele verschiedene Banden erkennbar, die die heterogene mRNA sowie andere 

Ribonukleinsäurespezies wiedergeben. Die Unschärfe im unteren Gelbereich stellt vermutlich 

degradierte RNA dar. Zusammenfassend ist die Qualität der RNA für die RT-PCR 

ausreichend. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Ist die RNA-Integrität gewährleistet, wird die gereinigte Ribonukleinsäure auf genomische 

DNA-Kontaminationen untersucht, da diese neben der RNA Quelle für Amplifikationen per 

PCR bilden und die Analyse der Gewebeexpression verfälschen können. Für diese Analyse 

wurde 1 µg RNA über BiP-Primer amplifiziert (Abb. 104).  

 

 

 

 

 

 

 

Die BiP-Primer sind so gewählt, daß sie durch Überspannung von Introns zwischen 

genomischer DNA und cDNA differenzieren können. Genomische DNA führt zu einem 

Abb. 103. Gelelektrophoretische Überprüfung der RNA-Integrität. 25 µg der aufgereinigten RNA von Milz, 
Lunge und Niere wurden pro Spur elektrophoretisch getrennt. Die Banden für 18S und 28S rRNA sind markiert. 

Abb. 104. PCR vor DNase I-Behandlung. 1 µg RNA wurde über BiP-Primer amplifiziert. Pro Spur wurden 4 µl 
des Reaktionsansatzes elektrophoretisch aufgetrennt. 
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Amplifikat von 1200 bp, cDNA zu 500 bp. In neun der zwölf RNA-Isolaten werden 

Amplifikate von 1200 bp erhalten, die aufgrund von Verunreinigungen mit genomischer DNA 

entstehen. Lediglich Diaphragma, Leber und Pankreas erweisen sich als DNA-frei. 

 

Zur Entfernung der genomischen DNA-Kontaminationen werden die RNA-Isolate einer 

DNase I-Behandlung in Anwesenheit von RNase-Inhibitoren unterzogen. Um die DNase I aus 

der Probe zu entfernen, werden die Proben anschließend mit LiCl präzipitiert und nach 

Konzentrationsbestimmung (Tabelle 25) einer Amplifikation über BiP-Primern zugeführt. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Die PCR-Resultate der DNase I-behandelten und mit Lithiumchlorid präzipitierten RNA-

Proben erweisen sich als frei von DNA (Abb. 105). In keinem der zwölf Gewebe wurden 

Amplifikate für das ER-Bindeprotein BiP erhalten. Daß die ausbleibende Amplifikation kein 

Fehler des PCR-Programms oder des Reaktionsansatzes war, läßt sich dadurch zeigen, daß 

ausgehend von genomischer DNA mit dem gleichen Versuchsansatz und dem gleichen PCR-

Programm ein Amplifikat von 1200 bp erhalten wurde (Abb. 106). Die RNA-Isolate können 

daher als Vorlage für die RT-PCR eingesetzt werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Gewebe Reinheit Konzentration [ng/µl]
Lunge 1,83 264

Diaphragma 1,81 304
Leber 1,75 488

Pankreas 1,65 56
Nebenniere 1,8 72

Thymus 1,56 1208
Bulbus  olfactorius 1,98 64

Cerebellum 1,67 1800
Hippocampus 1,63 208

Res thirn 1,85 192
Niere 1,82 248
Milz 1,69 216

Tabelle 25. Reinheits- und Konzentrationsbestimmung für die zwölf präparierten Ribonukleinsäuren. 

Abb. 105. Kontroll-PCR zur Überprüfung der Effizienz der DNase I-Behandlung mit BiP-Primern ausgehend 
von RNA-Proben verschiedener Gewebe. Pro Spur wurden 4 µl des PCR-Absatzes elektrophoretisch 
aufgetrennt. 
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Abb. 106. RT-PCR der isolierten Ribonukleinsäuren aus 12 verschiedenen Geweben, der Wasserkontrolle 
sowie PCR-Reaktionen ausgehend von cDNA und genomischer DNA mit BiP-Primern. Pro Spur wurden 4 µl 
des PCR-Ansatzes elektrophoretisch aufgetrennt. 

Für eine quantitative Analyse der Genexpression ist es unerläßlich, interne Kontrollen zur 

Normierung durchzuführen. Dies wird durch Einsatz gleicher Ausgangskonzentrationen an 

RNA, Amplifikation und Umschreiben der mRNA für das Haushaltsprotein BiP erreicht, 

dessen Expression in allen Geweben annähernd gleiche Werte aufweisen sollte. Um die 

Vergleichbarkeit zwischen den Amplifikationen für BiP und der gewünschten mRNA zu 

gewährleisten, werden alle Reaktionen ausgehend von einem Mastermix durchgeführt. Als 

zusätzliche Kontrollen werden eine Amplifikation mit Wasser sowie PCR-Reaktionen 

ausgehend von cDNA und genomischer DNA durchgeführt, die die Durchführbarkeit des 

PCR-Programms und des Reaktionsansatzes demonstrieren.  

 

Die Amplifikationsreaktionen für das Bindeprotein BiP sind in Abbildung 106 

wiedergegeben. Die Expressionslevel des Haushaltsgens sind in allen analysierten Geweben 

nahezu identisch und können daher als Referenz verwendet werden. Die RNA aus Pankreas 

resultiert in keinem Produkt und ist daher vermutlich degradiert worden. Die Wasserkontrolle 

führt erwartungsgemäß zu keinem Amplifikat. Zusätzlich zeigen die erhaltenen Banden der 

Amplifikationsreaktionen ausgehend von cDNA (576 bp) und genomischer DNA (1144 bp), 

daß das PCR-Programm sowie die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes korrekt waren.  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Die Ergebnisse der Amplifikationen für das Svap30-Gen (RIKEN cDNA 1200015A19) 

demonstrieren, daß es sich um ein ubiquitär exprimiertes Gen handelt (Abb. 107).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 107. RT-PCR der isolierten Ribonukleinsäuren aus 12 verschiedenen Geweben und der Wasserkontrolle 
mit RIKEN-Primern. Pro Spur wurden 4 µl des PCR-Ansatzes elektrophoretisch aufgetrennt. 
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Ein Vergleich der Expressionen resultiert in leicht schwankenden Werten für die getesteten 

Gewebe. Genexpressionen sind stärker in Lunge, Leber, Bulbus olfactorius, Hippocampus, 

Resthirn und Niere nachweisbar. Diaphragma, Nebenniere, Thymus, Cerebellum und Milz 

zeigen demgegenüber niedrigere Expressionen. Im Pankreas ist durch die bereits beschriebene 

RNA-Degradation keine Expression nachweisbar. Die Wasserkontrolle resultiert 

erwartungsgemäß in keiner Amplifikation. 

3.7.2 SV35 

Das abgeleitete Protein ist aus 288 Aminosäuren aufgebaut, die eine errechnete molekulare 

Masse von 34535 Da ergeben. Der isoelektrische Punkt liegt bei 8,65, der Gravy-Score 

beträgt 0,384. Die Ergebnisse verschiedener Algorithmen zur Vorhersage von 

Transmembranhelices sind in Abbildung 108 gezeigt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Allen Vorhersagen ist das Vorhandensein von sechs Transmembranhelices eigen, die im  

C-terminalen Teil des Proteins liegen. Die Algorithmen liefern unterschiedliche Ergebnisse 

bezüglich der Topologie des Proteins. TMpred (EMBnet-CH) führt zu einer gleichen 

Wahrscheinlichkeit der Lokalisation des N-Terminus innen oder außen. TMHMM (CBS, 

Dänemark) und PredictProtein (Columbia University, USA) präferieren hingegen das Modell 

mit einem zytoplasmatisch lokalisierten N-Terminus. SOSUI (TUAT, Japan) liefert keine 

Topologie-Daten. Die Motivsuche über PredictProtein ergibt mögliche 

Abb. 108. Ergebnisse der Algorithmen SOSUI, TMpred, TMHMM und PredictProtein für die Vorhersage von 
Transmembranhelices. N-Terminus innen kennzeichnet einen zytoplasmatisch lokalisierten Terminus,   
N-Terminus außen entsprechend einen intravesikulären Terminus.
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Serinphosphorylierungsstellen für Protein Kinase C an Serin 7, 72, 177 und 214 sowie 

Tyrosinphosphorylierungsstellen an Position 76. Vorhergesagte Myristoylierungsstellen 

umfassen die Aminosäuren 67, 196, 228 und 256. 

 
 

 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Studien zur putativen Funktion über Psi/Phi-Blast weisen Ähnlichkeiten mit bakteriellen 

Cobalt/Zink/Cadmium-Kationentransportern auf. Man vermutet, daß diese Proteine 

Effluxpumpen darstellen, die Kationen aus der Zelle befördern. Der SMART-Algortihmus  

resultiert in der Identifikation einer PH-Domäne unter der Signifikanzschwelle. Analysen 

hinsichtlich der zellulären Lokalisation des Proteins ergeben keine signifikanten Aussagen. 

Abb. 109. Sequenzvergleiche des SV35-Gens für Rattus norvegicus, Mus musculus, Bos taurus und Homo 
sapiens. Identische Aminosäuren sind durch Sterne gekennzeichnet, ähnliche durch einen Doppelpunkt.  

Rattus     MEGEVARSQLLESLNSVSSWCLLCLLCHQHFGDSDAPRTDIYVPCLPDGGHGWPQQGSNA 
Mus        ------------------------------------------------------------ 
Bos        ------------------------------------------------------------ 
Homo       ------------------------------------------------------------ 
        
                                                                      
Rattus     KVLQVSVLSVNVSCDAVSFSGVLLRTPEEKCVADDLLRSRREVHAENTSTPTMQALLTAE 
Mus        ------------------------------------------------------------ 
Bos        ------------------------------------------------------------ 
Homo       ------------------------------------------------------------ 
        
                                                                      
Rattus     RTPRSLAKRNPERKPTGYCRKKTGRIPLNEGIGMLERPVCPWVFPSGSWDKVAASLGSPD 
Mus        ------------------------------------------------------------ 
Bos        ------------------------------------------------------------ 
Homo       ------------------------------------------------------------ 
        
                                                                    
Rattus     PPCKCGKLAGSEVKNRALSPRPRSLALRTRVSIVVRFASGRICSPGTMERAPGSERRSPP 
Mus        -----------------------------------------------MEPALGSERRSPP 
Bos        -----------------------------------------------METAAGSERRSTP 
Homo       -----------------------------------------------MEPAAGIQRRSSQ 
                                                          ** * * :***.  
 
Rattus     GPGVPRPPPRGHAPSTAAPAPNP--APLSSSMQPDEERQPRISESGQFSDGFEDRGLLES 
Mus        GPGVPRPPPRGHAPSTAAPAPSP--APMSSSVQSDEERQPRISESGQFSDGLEDRGLLES 
Bos        GPAVP-PPPRGHAPLATASG--PLSSPAREPPQPEEERQLRISESGQFSDGLEDRGLLES 
Homo       GPTVP-PPPRGHAPPAAAPGPAPLSSPVREPPQLEEERQVRISESGQFSDGLEDRGLLES 
           ** ** ******** ::*..  *  :*  .. * :**** ***********:******** 
 
Rattus     STRLKPHEAQNYRKKALWVSWLSIIVTLALAVAAFTVSVMRYSASAFGFAFDAILDVLSS 
Mus        STRLKPHEAQNYRKKALWVSWLSIIVTLALAVAAFTVSVMRYSASAFGFAFDAILDVLSS 
Bos        STRLKPHEAQNYRKKALWVSWFSIIVTLALAVAAFTVSVMRYSASAFGFAFDAILDVLSS 
Homo       STRLKPHEAQNYRKKALWVSWFSIIVTLALAVAAFTVSVMRYSASAFGFAFDAILDVLSS 
           *********************:************************************** 
 
Rattus     AIVLWRYSNAAAVHSAHREYIACVILGVIFLLSSICIVVKAIHDLSTRLLPEVDDFLFSV 
Mus        AIVLWRYSNAAAVHSANREYIACVILGVIFLLSSICIVVKAIHDLSTRLLPEVDDFLFSV 
Bos        AIVLWRYSNAAAVHSAHREYIACVILGVIFLLSSVCIVVKAIHDLSTKLLPEVDDFLFSV 
Homo       AIVLWRYSNAAAVHSAHREYIACVILGVIFLLSSICIVVKAIHDLSTRLLPEVDDFLFSV 
           ****************:*****************:************:************ 
 
Rattus     SILSGILCSVLAVLKFMLGKVLTSRALITDGFNSLVGGVMGFSILLSAEVFKHNAAVWYL 
Mus        SILSGILCSVLAVLKFMLGKVLTSRALITDGFNSLVGGVMGFSILLSAEVFKHNAAVWYL 
Bos        SILSGILCSILAVLKFMLGKVLTSRALITDGFNSLVGGVMGFSILLSAEVFKHNSAVWYL 
Homo       SILSGILCSILAVLKFMLGKVLTSRALITDGFNSLVGGVMGFSILLSAEVFKHDSAVWYL 
           *********:*******************************************::***** 
 
Rattus     DGSIGVLIGLTIFAYGVKLLIDMVPRVRQTRHYEMFE 
Mus        DGSIGVLIGLTIFAYGVKLLIDMVPRVRQTRHYEMFE 
Bos        DGSIGVLIGLTIFAYGVKLLIDMVPRVRQTRHYEMFE 
Homo       DGSIGVLIGLTIFAYGVKLLIDMVPRVRQTRHYEMFE 
           ************************************* 
 



3. Ergebnisse   171 

Ähnliche Sequenzen sind in Archaea, Bacteria, Metazoa und Fungi bekannt. In Abbildung 

109 sind Sequenzvergleiche mit Mus musculus, Bos taurus und Homo sapiens dargestellt. 

Diese Daten sind Ausgangspunkt für das Design des zu synthetisierenden Gens.  

 
Die Sequenz des putativen Proteins aus Ratte ist deutlich länger als die korrespondierenden 

Sequenzen aus Maus, Rind und Mensch. Aufgrund der großen Ähnlichkeit der Sequenzen ab 

Aminosäure 227 wurde dieser Teil zum Gendesign verwendet. 

3.7.2.1.1 Design des synthetischen Gens 

Die Amplifikation des SV35-Gens (DKFZp566N034) ausgehend von RNA-Isolationen hat 

sich als sehr problematisch und letztendlich als nicht durchführbar erwiesen. Daher wurde die 

Firma Epoch Biolabs (Texas, USA) zu einer Synthese des Gens herangezogen. Eine Analyse 

der Genstruktur ist in Abbildung 110 gezeigt. Insbesondere der N-terminale Teil des Proteins 

weist starke Haarnadelstrukturen auf. Das Design des Gens ist zusammen mit der 

Klonierungsstrategie in Abb. 111 wiedergegeben.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 110. Strukturanalyse des SV35-Gens. 

Abb. 111. Klonierungsstrategie und Gendesign für die Synthese des SV35-Gens. 
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Die vielen aufeinanderfolgenden GC-Paare, insbesondere in Haarnadelstruktur 2 und die 

daraus resultierenden sehr stabilen Strukturen sind laut Epoch Biolabs Grund der nicht 

funktionierenden Sequenzierung und Amplifikation und würden zu einer starken Attenuierung 

auf Transkriptions- und Translationsebene führen. Die betroffenen Sequenzen wurden daher 

durch neutrale Kodon-Optimierung entfernt. Die originale und modifizierte Sequenz ist in 

Abbildung 112 dargestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 113 zeigt die Strukturanalyse für die modifizierte Sequenz. Die durch die Kodon-

Optimierung geschaffene Sequenz resultiert in schwächeren Haarnadelstrukturen und bereitet 

keine weiteren Probleme bei der Sequenzierung. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                 10        20        30        40        50        60 
Original     GGCCGCTCGAGCGGGGAATTCCGGCCATGGAAAGAGCTCCTGGAAGCGAAAGAAGATCTC 
             :::::::::::::::::::::::::::::::  : :: :: :: :::::  :  :    : 
modifiziert  GGCCGCTCGAGCGGGGAATTCCGGCCATGGAGCGGGCCCCGGGCAGCGAGCGCCGCAGCC 
                  10        20        30        40        50        60 
 
                 70        80        90       100       110       120 
         CACCTGGACCTGGAGTGCCTAGACCTCCTCCAAGAGGTCACGCTCCAAGCACCGCTGCAC 

       : ::::: :::::::: ::  : :: :: ::  : :: ::::: ::    ::::: :: : 
         CCCCTGGCCCTGGAGTCCCGCGGCCGCCACCGCGGGGCCACGCGCCCTCGACCGCCGCCC 
                 70        80        90       100       110       120 
 
                  130       140       150       160       170       180 
         CCGCCCCAAACCCCGCCCCTCTGAGCTCCTCTATGCAGCCGGACGAGGAGCGGCAGCCGC 
         ::::::: ::::: :: ::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 
         CCGCCCCCAACCCGGCTCCTCTGAGCTCCTCTATGCAGCCGGACGAGGAGCGGCAGCCGC 
                 130       140       150       160       170       180 

Abb. 112. Vergleich der originalen und modifizierten Sequenz. Fettgedruckt die vorgenommenen Änderungen. 

Abb. 113. Strukturanalyse des modifizierten SV35-Gens. 
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3.7.2.1.2 Einfügen eines N-terminalen myc-tags in pcDNA3.1(+) 

Der Vektor pcDNA3.1(+) enthält keinen Marker für eine spätere Detektion des Proteins. Da 

ein Vektor mit N-terminalem Tag für das SV35-Gen benötigt wird, wird der vorhandene 

Vektor mit HindIII und BamHI restringiert und das Myc-Epitop über Oligonukleotide 

eingefügt. Der modifizierte Vektor wird mit pcDNA3.1(+)~myc bezeichnet. 

3.7.2.1.3 Klonierung in Vektoren mit N- und C-terminalem Tag 

Für die Klonierung in den Vektor pcDNA3.1(+)~myc werden die DNA und das synthetische 

Gen mit EcoRI und XbaI restringiert. Für die Verwendung des Vektors pcDNA3.1 B(-) 

myc/His wird mit XhoI und HindIII geschnitten. Die ligierten Konstrukte werden nach 

Transformation elektrokompetenter E. coli und Restriktion der DNA kultivierter Kolonien 

hinsichtlich des Vorhandenseins des gewünschten Konstruktes analysiert (Abb. 114). In Spur 

1 bis 4 sind die analytischen Restriktionen von vier Klonen des pcDNA3.1 B(-) 

myc/His~SV35-Vektors, in Spur 5 bis 8 von vier Klonen des pcDNA3.1(+)~myc~SV35-

Vektors dargestellt. Nach Restriktion mit MluI werden Banden bei ~1580 bp und ~4760 bp 

erwartet, die in den Spuren 2, 5, 6 und 8 wiederzufinden sind. Die Klone 2 und 8 wurden zum 

Sequenzieren gegeben und anschließend für die Transfektion von PC12- und CHO-Zellen 

eingesetzt. 

 

 

 

 

 

 

 

3.7.2.1.4 Vektorkarte 

Die Multiple Cloning Site des Vektors pcDNA3.1(+) ist in Abbildung 115 dargestellt. Der 

myc-Tag wurde über HindIII und BamHI eingefügt. Die genetische Information für SV35 ist 

durch Restriktion mit EcoRI und XbaI inseriert worden.  

 

 

 

 

Abb. 114. Screen transformierter E.coli hinsichtlich der Plasmide nach Restriktion mit MluI. Spuren 1 bis 4  
enthalten pcDNA3.1 B (-)myc/His~SV35, Spuren 5 bis 8 pcDNA3.1(+)~myc~SV35.  
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Die Multiple Cloning Site des Vektors pcDNA3.1 B(-)myc/His ist in Abbildung 116 

wiedergegeben. Verwendete Restriktionsschnittstellen zum Klonieren des SV35-Gens sind 

die für XhoI und HindIII. Der myc-Tag befindet sich C-terminal von der inserierten 

proteinkodierenden Information. 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.7.2.2 Immunzytochemie 

3.7.2.2.1 CHO-Zellen 

Die Transfektion von CHO-Zellen mit dem C-terminal (Abb. 117) bzw. N-terminal 

markierten SV35 (Abb. 118) und anschließende Immunmarkierung über einen myc-

Antikörper demonstriert eine Assoziation beider Konstrukte mit retikulären Strukturen. Die 

punktuelle Verteilung des Proteins erstreckt sich bis auf den Zellkern über das gesamte 

Zytoplasma. Eine geringfügig höhere Abundanz läßt sich um den Kern nachweisen. 

Abb. 116. Multiple Cloning Site des Vektors pcDNA3.1 B(-)myc/His. Das SV35-Gen wurde 5’ über XhoI und 
3’ über HindIII inseriert. 

Abb. 115. Multiple Cloning Site des Vektors pcDNA3.1 (+). Der myc-Tag wurde 5’ über HindIII und 3’ über 
BamHI, das SV35-Gen 5’ über EcoRI und 3’ über XbaI inseriert. 
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Vergleicht man beide Konstrukte, so sind bezüglich des Proteinmusters keine Unterschiede 

erkennbar. 

 
 

        
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3.7.2.2.2 PC12-Zellen 

Die Transfektion von PC12-Zellen ergibt die in Abbildung 119 dargestellten Resultate. Wie 

bereits für die CHO-Zellen beschrieben, zeigt sich erneut das punktuelle Muster des Proteins, 

das sich neben der Lokalisation im Zytoplasma auch in den Neuriten und kräftig in den 

Wachstumskegeln (siehe Pfeile) der Zellen nachweisen läßt, die synaptischen Endigungen 

ähneln. Die Lokalisation im Zytoplasma beschränkt sich besonders auf die Regionen um den 

Zellkern. In der Nähe der somatischen Plasmamembran ist deutlich weniger Protein 

nachweisbar. 
 

Abb. 117. Immunzytochemische Analyse des rekombinant exprimierten Proteins SV35 in CHO-Zellen. Rot,   
C-terminal myc-getagtes SV35; blau, DAPI-Färbung. Es sind zwei transfizierte Zellen gezeigt. Balken: 20 µm.  

Abb. 118. Immunzytochemische Analyse des rekombinant exprimierten Proteins SV35 in CHO-Zellen. Rot,   
N-terminal myc-getagtes SV35; blau, DAPI-Färbung. Es sind drei transfizierte Zellen gezeigt. Balken: 20 µm.  
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Als Kontrolle werden PC12-Zellen mit dem leeren Vektor transfiziert (mock-Transfektion) 

(Abb. 120). Bis auf die DAPI-Färbung ist nach Applikation des Antikörpers kein Signal 

detektierbar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

      

3.7.2.2.3 Studien zur Kolokalisation mit endogenen Vesikelproteinen 

Untersuchungen des nach Transfektion exprimierten Proteins SV35 hinsichtlich der 

intrazellulären Verteilung und Überlappung mit endogen exprimierten synaptischen 

Vesikelproteinen umfassen Analysen der Proteine Synaptoporin, Synaptotagmin und des 

vesikulären Neurotransmittertransporters vAChT (Abb. 121). Endogen exprimiertes 

Synaptoporin ist gleichmäßig in der gesamten Zelle detektierbar. Demgegenüber weist SV35 

Abb. 120. Immunzytochemische Analyse mock-transfizierter PC12-Zellen. Blau, DAPI-Färbung. Balken:   
10 µm. 

Abb. 119. Immunzytochemische Analyse des rekombinant exprimierten Proteins SV35 in PC12-Zellen. Grün, 
myc-getagtes SV35; blau, DAPI-Färbung. Es sind vier transfizierte Zellen gezeigt. Pfeile kennzeichnen 
Wachstumskegel der PC12-Zellen. Balken: 10 µm 
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eine eingeschränktere Verteilung auf, die sich insbesondere auf Bereiche um den Zellkern und 

die Wachstumskegel (siehe Pfeile) beschränkt. Weniger kräftig ist es auch in anderen 

intrazellulären Bereichen nachweisbar und zeigt insgesamt eine sehr punktuelle Verteilung.  

 

 

 

           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Gleiches gilt für die Analysen von SV35 und Synaptotagmin (Abb. 121). Charakteristisch für 

Synaptotagmin ist eine punktuelle Verteilung, die sich über das gesamte Zytoplasma erstreckt. 

Kräftige Markierungen sind in den Zonen am Zellkern detektierbar. SV35 zeigt ein 

Abb. 121. Immunzytochemische Analyse der Lokalisation des rekombinant exprimierten Proteins SV35 sowie 
der endogenen Proteine Synaptoporin, Synaptotagmin und vAChT mit Überlagerung der jeweiligen 
Expressionsmuster. Grün, myc-getagtes SV35; rot, endogen exprimierte Proteine; blau, DAPI-Färbung. Pfeile 
kennzeichnen Wachstumskegel der PC12-Zellen. Balken: 10 µm. 
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intensiveres Vorkommen in den Wachstumskegeln als die endogenen integralen synaptischen 

Vesikelproteine (siehe Pfeile). In den Zonen um den Zellkern und in den Wachstumskegeln 

zeigen beide Proteine eine hohe Präsenz. Diese Beobachtungen lassen sich auch auf die 

Analyse des vAChT übertragen. 

 

Die Analyse der vesikulären Neurotransmittertransporter vGat und vGlut1 ergeben ähnliche 

Resultate (Abb. 122). SV35 zeigt eine sehr eingeschränkte, punktuelle Verteilung, die sich 

vorwiegend auf Zonen um den Zellkern und die Wachstumskegel (siehe Pfeile) beschränkt. 

Die Analysen des GABA-Transporter vGat resultieren in einer nahezu identischen Verteilung. 

Auch hier sind die Zonen am Zellkern sehr stark markiert, während im restlichen somatischen 

Zytoplasma nur wenig Protein erkennbar ist. Jedoch zeigt vGat eine deutlich weniger stark 

ausgeprägte Abundanz in den Wachstumskegeln. Diese Beobachtungen treffen auch für die 

Analyse des Glutamattransporters vGlut1 zu. Das Protein zeigt leicht erhöhte Abundanzen um 

den Zellkern, ist aber darüber hinaus homogen in der gesamten Zelle nachweisbar. 

Demgegenüber steht die sehr eingeschränkte Verteilung des SV35, das um den Zellkern und 

sehr kräftig in den Wachstumskegeln akkumuliert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 122. Immunzytochemische Analyse der Lokalisation des rekombinant exprimierten Proteins SV35 sowie 
der endogenen Proteine vGat und vGlut1 mit Überlagerung der jeweiligen Expressionsmuster. Grün, myc-
getagtes SV35; rot, endogen exprimierte Proteine; blau, DAPI-Färbung. Pfeile kennzeichnen Wachstumskegel 
der PC12-Zellen. Balken: 10 µm. 
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Das t-SNARE SNAP-25 ist hauptsächlich an der Plasmamembran lokalisiert, während SV35 

ausschließlich intrazellulär vorliegt (Abb. 123). Dies findet sich in der Überlagerung bestätigt.  

Synaptogyrin ist im gesamten Zytoplasma vorzufinden und zeigt eine punktuelle Markierung, 

die in die Neuriten und Wachstumskegel reicht. SV35 zeigt ein sehr ähnliches Muster, ist aber 

um den Zellkern und in den Wachstumskegeln (siehe Pfeile) vergleichsweise deutlich 

abundanter. Die beschriebenen Bereiche zeigen eine ähnliche Verteilung für beide Proteine.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

           

 

 

 

 

Abb. 123. Immunzytochemische Analyse der Lokalisation des rekombinant exprimierten Proteins SV35 sowie 
der endogenen Proteine SNAP-25, Synaptogyrin und Synaptophysin mit Überlagerung der jeweiligen 
Expressionsmuster. Grün, myc-getagtes SV35; rot, endogen exprimierte Proteine; blau, DAPI-Färbung. Pfeile 
kennzeichnen Wachstumskegel der PC12-Zellen. Balken: 10 µm. 
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Gleiches gilt für die Analyse von Synaptophysin (Abb. 123), dessen Verteilung wie die des 

Synaptogyrin einzuschätzen ist, aber in den Wachstumskegeln kräftiger ist. Synaptophysin ist 

Abb. 124. Immunzytochemische Analyse der Lokalisation des rekombinant exprimierten Proteins SV35 sowie 
der endogenen Proteine EEA1, ER60, PMP70 und F-ATPase mit Überlagerung der jeweiligen 
Expressionsmuster. Grün, myc-getagtes SV35; rot, endogen exprimierte Proteine; blau, DAPI-Färbung. Pfeile 
kennzeichnen Wachstumskegel der PC12-Zellen. Balken: 10 µm. 
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zudem stark im Soma nachweisbar, während SV35 dort schwach ausgeprägt ist. Nur die 

Zonen direkt am Zellkern sind kräftig markiert, während das restliche somatische Zytoplasma 

sehr wenig Protein enthält. Beide Proteine zeigen in diesen Bereichen und in den 

Wachstumskegeln eine sehr ähliche Verteilung. 

 

Analysen nicht vesikelständiger Proteine sind in Abbildung 124 wiedergegeben. Das 

endosomale integrale Membranprotein EEA1 ist im gesamten Zytoplasma vorhanden, mit 

minimaler Übereinstimmung mit SV35, welches vorwiegend in den Zonen um den Zellkern 

und in den Wachstumskegeln (siehe Pfeile) der Zelle zu finden ist. Das ER-Protein ER60 

hingegen läßt sich in den für das ER typischen subzellulären Bereichen zusammen mit SV35 

detektieren. Dies ist insbesondere um den Zellkern und in den Wachstumskegeln gegeben. 

Andere subzelluläre Bereiche zeigen nur wenig Übereinstimmung. Die Immunmarkierung des 

peroxisomalen Proteins PMP70 ergibt keine Übereinstimmung mit der von SV35. PMP70 ist 

sehr punktuell verteilt, insbesondere um den Zellkern. Dies stimmt jedoch nicht mit der 

punktuellen Lokalisation des SV35 überein. Zudem läßt sich PMP70 nicht in den Neuriten 

und Wachstumskegeln der Zellen nachweisen. Die mitochondriale F-ATPase ist bis auf den 

Zellkern im gesamten Zytoplasma und den Neuriten nachweisbar und zeigt ebenso wie SV35 

eine Markierung  punktueller Strukturen. Detaillierte Mustervergleiche ergeben jedoch keine 

Übereinstimmung in der Verteilung der beiden Proteine. 

3.7.2.3 Membranassoziation 

In Abbildung 125 ist die membranäre Lokalisation des SV35 sowie die Lokalisation nach 

Behandlung mit Salz und hohem bzw. niedrigem pH dargelegt. Die Funktionalität der 

Membranfraktion wurde bereits unter 3.7.1.3 beschrieben. Wie anhand der Vorhersagen zu 

erwarten ist, ist das Protein ausschließlich in den Membranfraktionen vorhanden und kann 

weder durch pH-Änderung noch durch Behandlung mit Salz aus der Membran entfernt 

werden. 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 125. Analyse der Membranfraktion transfizierter CHO-Zellen. Pro Spur wurden äquivalente Volumina 
aufgetragen  
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3.7.2.4 Gewebespezifität 

Die für die RT-PCR durchgeführten Kontrollen sowie die Analyse der RNA-Integrität und der 

genomischen Kontamination sind unter 3.7.1.4 beschrieben. Die Ergebnisse der RT-PCR für 

SV35 lassen erkennen, daß das Gen gewebespezifisch exprimiert wird (Abb. 126). Die 

höchsten  Expressionen sind in Lunge und Leber sowie in den Gehirnregionen Bulbus 

olfactorius, Cerebellum, Hippocampus und im Resthirn nachweisbar. Geringere 

Expressionswerte sind in Niere und Milz detektierbar. Im Diaphragma sind Spuren der 

mRNA nachweisbar. Keine Expressionen sind in Pankreas, Nebenniere und Thymus sowie in 

der Wasserkontrolle detektierbar.  

 

 

 

 

 

 

 

3.8 Charakterisierung neuer Proteine über Peptid-Antikörper 

Die Auswahl der Peptide für die Immunisierung von Kaninchen wurde aufgrund von 

Vorhersagen der Antigenizität nach Parker (Parker et al., 1986) und Hopp/Woods (Hopp und 

Woods, 1981) sowie nach Analyse der Hydrophobizität per Kyte-Doolittle-Plot (Kyte und 

Doolittle, 1982) getroffen. Hierbei werden Sequenzabschnitte gewählt, die möglichst 

hydrophil und nicht in der Nähe stark hydrophober Sequenzen liegen. Die Immunogene 

werden mit einem Cystein gekoppelt, um das Peptid an das Trägerprotein zu koppeln. Dies 

erlaubt eine bessere Präsentation des Peptids für das Immunsystem. 

3.8.1 Antigenizitätsanalyse des Proteins Svap30 

Die Analyse der Antigenizität für Svap30 (Abb. 127) resultiert in der Auswahl der Peptide 66 

bis 80 (C-EQAVEEIRAVVRPVE) und 149 bis 164 (NKREGFGVRIQWDKQ-C) für die 

Immunisierung. Der erste Antikörper wird im Folgenden mit Svap30(1), der zweite mit 

Svap30(2) bezeichnet. 

 

 

Abb. 126. RT-PCR der isolierten Ribonukleinsäuren aus 12 verschiedenen Geweben und der Wasserkontrolle 
mit DKFZ-Primern. Pro Spur wurden 4 µl des PCR-Ansatzes elektrophoretisch aufgetrennt. 
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3.8.1.1 Verteilung im Saccharosegradienten 

Bei der Immunanalyse von Svap30 über den Saccharosegradienten traten mit beiden 

Peptidantikörpern Probleme auf. Die Immunsignale befinden sich nicht bei der erwarteten 

molekularen Masse von ~30 kDa, sondern sind nahe dem Sammelgel lokalisiert (Abb. 128). 

Auch nach mehrmaliger Wiederholung war es nicht möglich, das Protein elektrophoretisch 

aufzutrennen. Ein Großteil des Proteins liegt in den oberen Fraktionen vor. Das Protein 

schmiert aber bis in die untersten Fraktionen, in denen es in geringer Konzentration vorliegt. 

Die Resultate sind zusammegefaßt als nicht reell zu werten. 

 

 

 

 
 

3.8.1.2 BAC/SDS-PAGE 

Die elektrophoretische Trennung immungereinigter synaptischer Vesikel und der Transfer auf 

Nitrozellulosemembranen resultiert nach Applikation des Svap30(2)-Peptidantikörpers 

sowohl eindimensional (A) als auch zweidimensional über BAC/SDS-PAGE (B) in einem 

Immunsignal bei 30 kDa (Abb. 129). Die Anwendung des Svap30(1)-Peptidantikörpers 

resultierte in keinem Immunsignal.  

Abb. 127. Analyse der Hydrophobizität und Antigenizität des Svap30. Für die Immunisierung von Kaninchen 
ausgewählte Peptide sind mit Svap30 (aa 66-80) und Svap30 (aa 149-164) markiert. 

Abb. 128. Analyse von Svap30 über den Saccharosegradienten. Analysiert wurden 5 µl Probe jeder zweiten 
Fraktion. 
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Neben den Peptidantikörpern wurden auch die Präimmunseren analysiert. Diese resultierten 

weder für die ein- noch zweidimensionalen Auftrennungen in einem Immunsignal. 

3.8.1.3 An/Abreicherung 

Die Analyse der Svap30-Konzentration im Verlauf der Präparation ist in Abbildung 130 

wiedergegeben. Das Protein zeigt eine Anreicherung während des Präparationsverlaufes, die 

in der immungereinigten Probe (8) ihr Maximum erreicht. Starke Immunsignale sind ferner 

im Gesamthirnhomogenat (1) und der Synaptosomenfraktion (3) vorhanden, die sich in den 

Schritten dazwischen und danach nicht in dieser Konzentration wiederfinden lassen.  

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 129. Ein- (A) und zweidimensionale (B) Immunanalyse von Svap30 über SDS- und BAC/SDS-PAGE und 
Applikation des Svap30(2)-Peptidantikörpers. 10 µg Protein wurden jeweils elektrophoretisch getrennt. 

Abb. 130. An-/Abreicherungsanalyse des mit Western Blot detektierten Svap30. (1) Gesamthirnhomogenat, (2) 
grobe Synaptosomenfraktion, (3) Percoll-Gradienten entstammende Synaptosomen, (4) pelletierte 
Synaptosomen, (5) Überstand der Synaptosomen-Pelletierung, (6) grobe Vesikelfraktion nach osmotischer 
Lyse, (7) Fraktionen 5 bis 11 des Saccharosegradienten, (8) immungereinigte Vesikel. Pro Spur wurden 5 µg 
Protein elektrophoretisch getrennt. 

Abb. 131. Quantifizierung der An-/Abreicherungsanalyse des mit Western Blot detektierten Svap30.   
(1) Gesamthirnhomogenat, (2) grobe Synaptosomenfraktion, (3) Percoll-Gradienten entstammende 
Synaptosomen, (4) pelletierte Synaptosomen, (5) Überstand der Synaptosomen-Pelletierung, (6) grobe 
Vesikelfraktion nach osmotischer Lyse, (7) Fraktionen 5 bis 11 des Saccharosegradienten, (8) immungereinigte 
Vesikel.  
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Die Quantifizierung der Immunsignale (Abb. 131) ergibt mit 33% des Gesamtproteins eine 

Maximalkonzentration in der immungereinigten Vesikelfraktion. Die Fraktionen 5 bis 11 des 

Saccharosegradienten und die aufgereinigte Synaptosomenfraktion ergeben mit 24% und 18% 

des Gesamtproteins ebenfalls hohe Konzentrationen. 

3.8.1.4 Membranassoziation 

Die Membranfraktion transfizierter CHO-Zellen und Anwendung beider Peptidantikörper mit 

Membranpellet und zytosolischem Überstand resultieren in beiden Phasen in Immunsignalen 

(Abb. 132). Das Protein läßt sich wie bereits mit dem myc-Antikörper nachgewiesen als 

membranassoziierte und lösliche Form detektieren. Zusätzlich bestätigen die Antikörper das 

nachgewiesene Molekulargewicht von ~30 kDa. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Membranfraktionen von PC12-Zellen bestätigen diese Resultate (Abb. 133). Beide 

Peptidantikörper erkennen das endogene Protein einer molekularen Masse von ~30 kDa in der 

Membranfraktion und dem zytosolischen Überstand. Zusätzlich zu den gezeigten Banden sind 

schwächere Signale anderer molekularer Massen nachweisbar (Daten hier nicht gezeigt). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 132. Immunanalyse der Membranfraktion transfizierter CHO-Zellen. Pro Spur wurden 5 µg Protein 
elektrophoretisch getrennt. 

Abb. 133. Immunanalyse des endogenen Svap30 in der PC12-Membranfraktion. Pro Spur wurden 5 µg Protein 
elektrophoretisch getrennt. 
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3.8.1.5 Immunzytochemie an PC12-Zellen 

Immunzytochemische Analysen an PC12-Zellen zur Darstellung des endogenen Svap30 mit 

Hilfe der generierten Peptidantikörper führten auch nach Anwendung verschiedener Seren aus 

Rind, Kalb, Schaf und Ziege sowie einer Kombination aller Seren zur Blockierung 

unspezifischer Bindungen zu keinen zufriedenstellenden Ergebnissen. Die Applikation des 

Präimmunserums ergab identische Muster und Intensitäten wie die des generierten 

Immunserums. 

3.8.1.6 Immunhistochemie an Gewebeschnitten 

Immunhistochemische Untersuchungen an verschiedenen Geweben ergeben lediglich für 

Lunge, Milz, Niere und Thymus zuverlässige Immunsignale. Die Analysen von Leber, Herz 

und Diaphragma resultieren sowohl für die Peptidantikörper als auch die Präimmunserem in 

identischen Signalen.  

 

Das Innere der Lunge ist durch ein luftführendes System von Röhren (Bronchien) 

gekennzeichnet, die in den Lungenbläschen (Alveolen) enden. Dazwischen liegende Bereiche 

werden durch Bindegewebe und die Verzweigungen der Lungenarterien und -venen gefüllt. 

Die Verzweigungen der Lungenarterie führen das Blut zu den Alveolen, wo es oxygeniert 

wird. Die histologische Färbung des Schnittes der Lunge mit dem Svap30(2)-Antikörper zeigt 

den schwammartigen Aufbau des Gewebes (Abb. 134). Gut erkennbar sind die Alveoli, die 

kleinen, miteinander verbundenen Hohlräume (1), und die größeren Hohlräume, die 

Bronchien (2). Jeder Alveolus ist von Epithelzellen umgeben, die durch den Svap30(2)-

Antikörper intrazellulär angefärbt werden. Auch die Epithelien der Bronchien enthalten 

Svap30. 

 

Die Milz vereint in Bau und Struktur zwei Organe. Die rote Pulpa (Pulpa rubra) ist das 

blutreiche Gewebe zwischen den Milzknötchen und bildet ca. 75% des Milzvolumens. Das 

Hohlraumsystem aus schwammartig angeordneten Pulpasträngen und großen Bluträumen 

besteht aus einem dichten Netzwerk von Fibroblasten, retikulären Fasern, Makrophagen und 

Blutzellen. Hier werden alte und nicht mehr funktionsfähige Erythrozyten und Thrombozyten 

ausgefiltert und entsorgt sowie weiße Blutkörperchen und Blutplättchen für die Ausschüttung 

gespeichert. Der Svap30(2)-Antikörper markiert intensiv Zellen dieses Bereiches (3). Das 

dichtmaschige Retikulum der weißen Pulpa (Pulpa alba) ist in die rote Pulpa der Milz 

eingelagert, rund um die Arteriolen der Milz angeordnet, besteht aus Milzfollikeln und 



3. Ergebnisse   187 

Milzknötchen (Malpighi-Körperchen) und bildet die Gesamtheit der lymphoretikulären 

Arterienscheiden aus folgenden Bestandteilen: (i) PALS (periarterielle lymphatische Scheide), 

welche die Zentralarteriolen umgibt und vorwiegend aus T-Lymphozyten und 

interdigitierenden, dendritischen Zellen für die Antigenpräsentation besteht, (ii) 

Lymphfollikeln aus B-Lymphozyten und retikulärem Bindegewebe und (iii) der Marginal- 

oder Durchmischungszone der weißen und roten Pulpa. Auch die Zellen der weißen Pulpa(4) 

enthalten das RIKEN-Protein in hoher Konzentration. 

 

 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Der Großteil der abgebildeten Nierenrinde (Cortex renalis) besteht aus proximalen Tubuli im 

Rindenlabyrinth der Niere (Pars convoluta). Die markierten proximalen Tubuli der Pars 

convoluta sind durch einen hohen apikalen Bürstensaum aus Mikrovilli charakterisiert, der 

das Innere der Tubuli ausfüllt. Die Markierung der Epithelschicht (6) ist als unspezifisch zu 

werten, da identische Färbungen auch mit dem Präimmunserum erhalten wurden. Die Färbung 

des Bürstensaums (5) hingegen ist ausschließlich bei Anwendung des Peptidantikörpers 

vorhanden. Der Bürstensaum wird für die Rückresorption von Wasser und Kochsalz, 

Bicarbonat sowie Glukose und Aminosäuren benötigt und dient der Vergrößerung der 

luminalen Oberfläche der Epithelzellen. 

 

Die Funktion des Thymus liegt in der Bildung, Vermehrung und Prägung der T-Lymphozyten 

aus großen blastischen Stammzellen. Die  Proliferation und Differenzierung der Lymphozyten 

wird hierbei u.a. durch Faktoren geregelt, die von den Thymusepithelzellen gebildet werden. 

Abb. 134. Immunhistologische Analyse von Svap30 in Schnitten der Lunge, Milz, Niere und Thymus.   
1, Alveoli; 2, Bronchien; 3, rote Pulpa; 4, weiße Pulpa; 5, Bürstensaum proximaler Tubuli; 6, Epithel 
proximaler Tubuli;  7, interlobuläres Septum; 8, Thymusrinde. Rot, Svap30; blau, DAPI-Färbung. Balken:   
200 µm. 
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Der Thymus besteht aus Makrophagen und verzweigten Epithelzellen, zwischen denen sich in 

der Rinde dicht, im Mark locker angeordnete T-Lymphozyten befinden, die in verschiedenen 

Stadien der Differenzierung und Reifung existieren. Die Epithelzellen der Rinde besitzen 

zahlreiche Fortsätze, über die sie mit anderen Epithelzellen das Grundgerüst des Thymus und 

die Blut-Thymus-Schranke  bilden und mit denen sie Lymphozyten umfassen. Svap30 ist in 

der Thymusrinde (8) und auch im Mark (hier nicht gezeigt) vorhanden. Die interlobulären 

Septen (7) durchziehen die Rinde, zeigen aber keine Markierung. Welcher Zelltyp des 

Thymus Svap30 enthält, kann an dieser Stelle nicht festgestellt werden.  

 
Immunhistochemische Untersuchungen an Gehirnschnitten wurden durch den Nachweis von 

Svap30 zusammen mit SV2, GFAP und VAMP-2 durchgeführt. Die Resultate sind am 

Beispiel des Kleinhirns dargelegt (Abb. 135). Analysen des integralen synaptischen 

Vesikelproteins SV2 und Svap30 ergeben für beide Proteine völlig unterschiedliche Muster. 

SV2 zeigt in der Molekularschicht des Kleinhirns (2) eine sehr starke Präsenz und ist auch in 

den Zellkörpern der Körnerzellschicht (3) vertreten. Svap30 hingegen ist in den dendritischen 

Ausläüfern in der Molekularschicht und in einigen Zellkörpern der Körnerzellschicht 

vorhanden. Eine starke Immunfluoreszenz findet sich in den Zellkörpern der Purkinjezellen 

(1). Auch im Bereich der Pons zeigt sich keine Übereinstimmung beider Muster. SV2 ist in 

den Fasern des Hirnstamms stark vertreten (4), während Svap30 ausschließlich in großen 

Neuronen der Pons lokalisiert ist (5).  

 

Untersuchungen des Gliaproteins GFAP und Svap30 resultieren in einem hohen Grad an 

Überlappung. GFAP ist in der faserigen Bergmannglia der Molekularschicht (2) lokalisiert, 

die auch durch den Svap30-Antikörper markiert wird. Svap30 ist zudem in den Somata der 

Purkinjezellen (1) vorhanden. Die Fasertrakte in der Körnerzellschicht (3) werden von beiden 

Antikörpern gleich markiert.  

 

Analysen des integralen synaptischen Vesikelproteins VAMP-2 ergeben nur für wenige 

Bereiche eine Überlappung mit Svap30. VAMP-2 ist stark in der Körnerzellschicht (3) des 

Kleinhirns vertreten und zeigt eine geringe Präsenz in den Purkinjezellkörpern (1). Auch 

Svap30 ist in den Zellkörpern der Purkinjezellen lokalisiert, ergibt dort aber deutlich stärkere 

Immunfärbung als VAMP-2. Nur in diesen Bereichen ergibt sich eine Gleichverteilung. 
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Alle anderen untersuchten Gehirnschnitte ergeben vergleichbare Resultate - eine hohes Maß 

an Überlappung mit GFAP und eine sehr eingeschränkte Gleichverteilung mit VAMP-2. 

Mustervergleiche mit SV2 ergeben keine Übereinstimmung. Im Bulbus olfactorius ist Svap30 

Abb. 135. Immunhistologische Analyse von Schnitten des Kleinhirns und der Pons. Untersucht wurden die 
Lokalisation von Svap30, SV2, GFAP und VAMP-2. Gezeigt sind die Einzelmarkierungen und die 
Überlagerung mit und ohne DAPI-Färbung. 1, Purkinjezellschicht; 2, Molekularschicht; 3, Körnerzellschicht;   
4, Fasern im Hirnstamm; 5, große Neuronen in der Pons. Rot, Svap30; grün, SV2, GFAP oder VAMP-2; blau, 
DAPI-Färbung. Balken: 200 µm. 
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sehr stark in der Körnerzellschicht vorhanden, zeigt aber auch in der äußeren Mitralzellschicht 

und in der inneren plexiformen Schicht eine starke Abundanz. Außerdem befindet sich 

Svap30 im Cortex (Schicht 1), wo es sehr stark in Fasern angereichert ist und eine starke 

Überlappung mit GFAP aufweist. Diese Fasertrakte enthalten teilweise auch VAMP-2. 

Svap30 zeigt zudem starke Präsenz in den Pyramidalzellen des Gyrus dentatus. Auch 

Bereiche der Habenula zeigen eine Markierung. Wiederum ergibt sich keine 

Übereinstimmung mit SV2. 

3.8.2 Antigenizitätsanalyse des Proteins SV35 

Die Analyse der Antigenizität und Hydrophobizität für die Auswahl der immunogenen 

Peptide für SV35 ist in Abbildung 136 dargestellt. Der Bereich der für die Immunisierung 

ausgewählten Sequenz umfaßt die N-terminalen Aminosäuren 48 bis 63 

(RQPRISESGQFSDGF-C). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

3.8.2.1 Verteilung im Saccharosegradienten 

Die Analyse von SV35 über den Saccharosegradienten ist in Abbildung 150 wiedergegeben. 

Das Protein zeigt wie alle anderen integralen synaptischen Vesikelproteine eine bimodale 

Verteilung und ist in den oberen und unteren Fraktionen detektierbar. In den unteren 

Fraktionen zeigt sich neben dem intensiven Immunsignal bei 30 kDa zusätzlich ein Band mit 

einem schwächeren Immunsignal bei 32 kDa.  

Abb. 136. Analyse der Hydrophobizität und Antigenizität des SV35. Das für die Immunisierung von Kaninchen 
ausgewählte Peptid ist mit SV35 (aa 48-63) markiert. 
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Nach Quantifizierung weist das Protein bezüglich der oberen Fraktionen mit 7% in Fraktion 7 

die höchste Konzentration auf (Abb. 138). Die unteren Fraktionen sind proteinreicher und 

bilden in Fraktion 35 mit 14% des Gesamtproteins die höchste Konzentration im Gradienten.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

3.8.2.2 BAC/SDS-PAGE 

Die Trennung immungereinigter synaptischer Vesikelproteine und Applikation des SV35-

Peptidantikörpers nach eindimensionaler (Abb. 139A) und zweidimensionaler (B) 

Elektrophorese über BAC/SDS-PAGE resultiert in zwei Immunsignalen. Ein stärkeres bei  

30 kDa und ein schwächeres bei 32 kDa. Neben dem eigentlichen Peptidantikörper wurde 

auch das Präimmunserum analysiert. Dies resultierte weder für die ein- noch 

zweidimensionale Auftrennung in einem Immunsignal. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 137. Analyse von SV35 über den Saccharosegradienten. Analysiert wurden 5 µl Probe jeder zweiten 
Fraktion. 

Abb. 138. Photometrische Quantifizierung der Immunsignale für SV35. Aufgetragen ist das prozentuale 
Vorkommen des jeweiligen Proteins in jeder zweiten Fraktion des Saccharosegradienten. 

Abb. 139. Ein- (A) und zweidimensionale (B) Immunanalyse von SV35 über SDS- und BAC/SDS-PAGE und 
Applikation des SV35-Peptidantikörpers. Elektrophoretisch aufgetrennt wurden jeweils 10 µg Protein. 
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Abb. 141. Quantifizierung der An-/Abreicherungsanalyse des mit Western Blot detektierten SV35.   
(1) Gesamthirnhomogenat, (2) grobe Synaptosomenfraktion, (3) Percoll-Gradienten entstammende 
Synaptosomen, (4) pelletierte Synaptosomen, (5) Überstand der Synaptosomen-Pelletierung, (6) grobe 
Vesikelfraktion nach osmotischer Lyse, (7) Fraktionen 5 bis 11 des Saccharosegradienten, (8) immungereinigte 
Vesikel.  

3.8.2.3 An/Abreicherung 

Die Analyse der SV35-Konzentration im Verlauf der Präparation ergibt eine Anreicherung, 

die in der immungereinigten Probe (8) gipfelt (Abb. 140). Für die Bande höherer molekularer 

Masse ist dies besonders ausgeprägt.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Eine Quantifizierung der Immunsignale ergibt das in Abbildung 141 dargestellte 

Konzentrationsprofil. Für die Intensitätsanalyse wurden hierbei beide Signale summiert. Die 

höchste Proteinkonzentration ist mit 33% in der immungereinigten Vesikelprobe (8) 

detektierbar. Höhere SV35-Konzentrationen lassen sich zudem erst ab der groben 

Vesikelfraktion (6) nachweisen. Die Schritte davor haben annähernd äquivalente 

Proteinkonzentration mit ~6% des Gesamtproteins. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

3.8.2.4 Membranassoziation 

Wie nach Analyse der Membranextrakte mittels des myc-Antikörpers gezeigt wurde, ist SV35 

in transfizierten CHO-Zellen ausschließlich im Membranpellet vorhanden (Abb. 142).  

 

 
 
 
 
 
 
 

Abb. 140. An-/Abreicherungsanalyse des mit Western Blot detektierten SV35. (1) Gesamthirnhomogenat, (2) 
grobe Synaptosomenfraktion, (3) Percoll-Gradienten entstammende Synaptosomen, (4) pelletierte Synaptosomen, 
(5) Überstand der Synaptosomen-Pelletierung, (6) grobe Vesikelfraktion nach osmotischer Lyse, (7) Fraktionen 5 
bis 11 des Saccharosegradienten, (8) immungereinigte Vesikel. Pro Spur wurden 5 µg Protein elektrophoretisch 
getrennt.  

Abb. 142. Immunanalyse der Membranfraktion transfizierter CHO-Zellen. Pro Spur wurden 5 µg Protein 
elektrophoretisch getrennt. 
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Abb. 144. Immunhistologische Analyse von SV35 in Schnitten der Lunge. Rot, SV35; blau, DAPI-Färbung. 
Balken: 200 µm. 

Um für SV35 die Möglichkeit einer endogenen Expression in PC12-Zellen zu überprüfen, 

wurden Membranextrakte mit dem Peptidantikörper inkubiert (Abb. 143). Das Protein läßt 

sich wie bereits in den Versuchen mit den transfizierten CHO-Zellen nur in den 

membranhaltigen Fraktionen detektieren. Der zytosolische Überstand ist proteinfrei. Auch 

hier zeigt sich die bereits beschriebene Doppelbande von 30 kDa und 32 kDa.  

 

 

 
 

 
 
 

3.8.2.5 Immunzytochemie an PC12-Zellen 

Immunzytochemische Analysen an PC12-Zellen zur Darstellung des endogenen SV35 mit 

Hilfe des generierten Peptidantikörpers führten auch nach Anwendung verschiedener Seren 

aus Rind, Kalb, Schaf und Ziege sowie einer Kombination aller Seren zur Blockierung 

unspezifischer Bindungen zu keinen zufriedenstellenden Ergebnissen. Applikation des 

Präimmunserums resultierte in identischen Mustern und Intensitäten wie die generierten 

Antikörper. 

3.8.2.6 Immunhistochemie an Gewebeschnitten 

Immunhistochemische Untersuchungen von SV35 an verschiedenen Geweben resultieren 

lediglich für die Lunge in einem zuverlässigen Immunsignal (Abb. 144).  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 143. Immunanalyse des endogenen SV35 in der PC12-Membranfraktion. Pro Spur wurden 5 µg Protein 
elektrophoretisch getrennt. 
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SV35 läßt sich in den Epithelzellen der schwammartig angeordneten Alveoli der Lunge 

nachweisen und zeigt dort ein sehr punktuelles Muster, das sich nicht auf alle Zellen erstreckt. 

Die Epithelien der Bronchien zeigen hingegen keine Markierung. In Milz, Niere, Thymus, 

Leber, Herz und Diaphragma ergeben sich sowohl für den Peptidantikörper als auch das 

Präimmunserum identische Signale bzw. keine Proteindetektion. 

 
 
Die Verteilung von SV35 wurde in verschiedenen Gehirnbereichen hinsichtlich der 

Lokalisation und der Kolokalisation mit den integralen synaptischen Vesikelproteinen 

VAMP-2 und SV2 untersucht. Ferner wurden Studien mit den vesikulären 

Neurotransmittertransportern für Glutamat, GABA/Glycin und mit der Tyrosinhydroxylase 

durchgeführt, um gegebenenfalls die Kolokalisation von SV35 in bestimmten Subtypen von 

Neuronen nachzuweisen.  

 

Eine Übersicht der Verteilung von SV35 in Querschnitten des Gehirns im Bereich des 

Hippocampus ergibt eine starke Immunfärbung (alkalische Phosphatase) in der Habenula, im 

dorsolateralen geniculaten und lateralen thalamischen Kern sowie im piriformen Cortex (Abb. 

145). Weniger intensive Färbungen sind im gesamten Schnitt nachweisbar, auf die im 

Folgenden jedoch nicht eingegangen wird, da diese Areale keine signifikanten Aussagen 

hinsichtlich einer Überlappung zulassen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VAMP-2 ist entgegen dem Vorkommen von SV35 ubiquitär präsent und zeigt in der 

Habenula (Abb. 146) sowie im Cortex eine Überlappung mit SV35. Gleiches gilt für SV2, 

Abb. 145. Übersicht der Immunfärbung für SV35 (Querschnitt, alkalische Phosphatase). Balken: 1 mm.  
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dessen ubiquitäres Vorkommen in der Habenula, im Cortex und im dorsolateralen geniculaten 

und lateralen thalamischen Kern mit SV35 überlappt. Die Überlappung ist insgesamt für SV2 

stärker ausgeprägt als für VAMP-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Der vesikuläre GABA/Glycintransporter vGat weist eine weite Verbreitung auf. In 

verschiedenen Gebieten ergibt sich eine Überlappung mit SV35. In der Habenula ist SV35 

homogen vertreten, während vGat eine gradientenähnliche Verteilung besitzt (Abb. 147). Die 

vGat-haltigen Bereiche zeigen eine partielle Kolokalisation mit SV35, wie nach konfokaler 

Analyse bestätigt werden kann (Abb. 147). Im geniculaten Kern läßt sich eine teilweise 

Überlappung beider Proteine nachweisen, wobei SV35 in diesem Bereich gegenüber vGat 

eine eingeschränktere Verteilung aufweist. Im piriformen Cortex findet sich eine geringe bis 

teilweise Überlappung beider Proteine.  

 

Für den vesikulären Glutamattransporter vGlut1 ergeben sich ähnliche Resultate. In der 

Habenula kolokalisieren beide Proteine, wie nach konfokaler Analyse bestätigt werden kann 

(Abb. 147). vGlut1 zeigt hier im Gegensatz zu vGat eine homogene Verteilung in der 

gesamten Habenula. Im geniculaten Kern sind beide Proteine vorhanden. Die konfokale 

Analyse ergibt jedoch keine Kolokalisation.  

 

Für die Tyrosinhydroxylase ergeben sich keine Übereinstimmungen mit SV35, obwohl die 

Proteine teilweise in identischen Arealen vorhanden sind.  

Abb. 146. Studie zur Kolokalisation von SV35 mit den integralen synaptischen Vesikelproteinen VAMP-2 und 
SV2 in der Habenula. Rot, SV35; grün, VAMP-2 bzw. SV2; blau, DAPI-Färbung der Nuklei. Balken: 100 µm. 
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Weiter rostral findet sich für SV35 eine intensive Markierung, insbesondere im piriformen 

Cortex (Abb. 148). Immunmarkierungen lassen sich auch für die olfaktorischen Tuberkel 

erkennen. Die übrigen, schwach markierten Bereiche lassen sich für Aussagen bezüglich einer 

Kolokalisation nicht verwenden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VAMP-2 und SV2 kommen auch im Bereich des Caudoputamen ubiquitär vor. Beide Proteine 

überlappen mit SV35 im piriformen Cortex und den olfaktorischen Tuberkeln, in denen SV35 

sehr abundant ist (Abb. 149).  

Abb. 148. Übersicht der Immunfärbung für SV35 im Bereich des Caudoputamen (Querschnitt, alkalische 
Phosphatase). Balken: 1 mm. 

Abb. 147. Studie zur Kolokalisation von SV35 mit den vesikulären Neurotransmittertransportern vGat und 
vGlut1 in der Habenula. Sterne kennzeichnen konfokale Analysen. Rot, SV35; grün, 
Neurotransmittertransporter; blau, DAPI-Färbung der Nuklei. Balken: 100 µm. 
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 Abb. 150. Studie zur Kolokalisation von SV35 mit den vesikulären Neurotransmittertransportern vGat und 
vGlut1 im piriformen Cortex und den olfaktorischen Tuberkeln. Rot, SV35; grün, Neurotransmittertransporter; 
blau, DAPI-Färbung der Nuklei. Balken: 10 µm. 

Abb. 149. Studie zur Kolokalisation von SV35 mit den integralen synaptischen Vesikelproteinen VAMP-2 und 
SV2 im piriformen Cortex und den olfaktorischen Tuberkeln. Rot, SV35; grün, VAMP-2 bzw. SV2; blau, 
DAPI-Färbung der Nuklei. Balken: 10 µm. 
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Auch für vGat und vGlut1 ist eine Kolokalisation im piriformen Cortex nachweisbar (Abb. 

150), die nach konfokaler Analyse für vGlut1 prägnant und für vGat weniger deutlich ausfällt 

(hier nicht gezeigt). In den olfaktorischen Tuberkeln ist im Gegensatz dazu nur für den 

GABA/Glycintransporter eine hohe Übereinstimmung nachweisbar. Analysen hinsichtlich der 

Tyrosinhydroxylase ergeben für diesen Gehirnbereich keine Markierung. 

 

Im Bulbus olfactorius ergeben sich Markierungen in der äußeren plexiformen Schicht sowie 

schwache Markierungen in den Glomeruli, der Mitralzellschicht und der inneren plexiformen 

Schicht (Abb. 151). Die innere Körnerzellschicht bleibt ausgespart.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Wie in den anderen Gehirnbereichen zeigen VAMP-2 und SV2 auch im Bulbus olfactorius 

eine ubiquitäre Präsenz (Abb. 152). SV35 ergibt in der äußeren plexiformen Schicht mit 

beiden Vesikelproteinen eine eingeschränkte Überlappung. In den Glomeruli, der 

Mitralzellschicht und in der inneren plexiformen Schicht lassen sich aufgrund der zu geringen 

Abundanz von SV35 keine schlüssigen Aussagen treffen. 

 

Für die vesikulären Transporter für GABA/Glycin und Glutamat sind Überlappungen 

nachweisbar, die für vGat vergleichsweise geringer ausfallen (Abb. 152). So bestätigen 

konfokale Analysen die Kolokalisation von vGlut1 mit SV35 in der äußeren plexiformen 

Schicht (Abb. 152). Für vGat und SV35 ergibt sich in diesem Bereich nur eine geringe bis 

keine Überlappung. In den Glomeruli hingegen ist der Anteil übereinstimmender 

Markierungen für vGat höher.  

 

Die Tyrosinhydroxylase ist im Bulbus olfactorius nicht nachweisbar. 

 

 

Abb. 151. Übersicht der Immunfärbung für SV35 im Bulbus olfactorius (Querschnitt, alkalische Phosphatase).  
Balken: 0,1 mm. 
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Im Cerebellum ergibt sich eine sehr ausgeprägte SV35-Präsenz in der Molekularschicht (Abb. 

153). Zudem können schwächere Signale in der Körner- und Purkinjezellschicht 

nachgewiesen werden. Im Hirnstamm zeigt sich hingegen keine intensive Markierung. 

Fluoreszenzuntersuchungen bestätigen das starke Vorkommen von SV35 in der 

Molekularschicht (Abb. 154-156). Dies gilt auch für das geringe Vorkommen in der 

Abb. 152. Studie zur Kolokalisation von SV35 mit den integralen synaptischen Vesikelproteinen VAMP-2 und 
SV2 und mit den vesikulären Neurotransmittertransportern vGat und vGlut1 in den Glomeruli (1) und der 
äußeren plexiformen Schicht (2) des Bulbus olfactorius. Sterne kennzeichen konfokale Analysen. Rot, SV35; 
grün, VAMP-2, SV2 bzw. Neurotransmittertransporter; blau, DAPI-Färbung der Nuklei. Balken: 10 µm. 
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Körnerzellschicht und in den Purkinjezellen. Der Hirnstammbereich zeigt eine sehr 

ausgeprägte intensive Markierung, die in dieser Stärke in Abbildung 153 nicht erkennbar ist. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Das Vesikelprotein VAMP-2 ist in der Molekularschicht, der Körnerzellschicht und in den 

Purkinjezellen nachweisbar, zeigt aber in der Molekularschicht nur ein geringes Vorkommen 

(Abb. 154).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 153. Übersicht der Immunfärbung für SV35 im Cerebellum und der Pons (Querschnitt, alkalische 
Phosphatase). Balken: 1 mm. 

Abb. 154. Studie zur Kolokalisation von SV35 mit den integralen synaptischen Vesikelproteinen VAMP-2 und 
SV2 in Cerebellum und Hirnstamm. (1) Körnerzellschicht, (2) Purkinjezellschicht, (3) Molekularschicht. Rot, 
SV35; grün, VAMP-2 bzw. SV2; blau, DAPI-Färbung der Nuklei. Balken: 10 µm. 
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Für SV35 ergibt sich hingegen eine starke Markierung in der Molekularschicht, die teilweise 

mit der von VAMP-2 überlappt. Die Überlappung beider Proteine ist jedoch in der Körner- 

und auch in der Purkinjezellschicht deutlich ausgeprägter. In der inferioren Olive des 

Hirnstamms zeigt sich eine Gleichverteilung, die auch für SV2 nachweisbar ist. Im 

Cerebellum überlappen SV2 und SV35 in der Molekularschicht und der Körnerzellschicht, 

wobei die SV35-haltigen Fasertrakte in der Molekularschicht nicht immer mit SV2-haltigen 

Fasertrakten kolokalisieren.  

 

Der vesikuläre GABA/Glycintransporter ist insbesondere in der Körner- und 

Purkinjezellschicht vorhanden, aber auch in der Molekularschicht präsent (Abb. 155). Für die 

Molekular- und Körnerzellschicht ergibt sich bei konfokaler Analyse eine Kolokalisation, 

während in den Purkinjezellen keine bis wenig Überlappung nachweisbar ist (Abb. 155). Eine 

genaue Untersuchung des Verlaufes der Fasertrakte in der Molekularschicht ergibt 

abweichende Muster für beide Proteine. In der inferioren Olive des Hirnstamms ist eine 

partielle Kolokalisation erkennbar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 155. Studie zur Kolokalisation von SV35 mit den Neurotransmittertransportern vGat und vGlut1 in 
Cerebellum und Hirnstamm. (1) Körnerzellschicht, (2) Purkinjezellschicht, (3) Molekularschicht. Sterne 
kennzeichnen konfokale Analysen. Rot, SV35; grün, VAMP-2 bzw. SV2; blau, DAPI-Färbung der Nuklei. 
Balken: 10 µm. 
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Analysen des Glutamattransporters vGlut1 ergeben eine Kolokalisation mit SV35 in der 

Molekularschicht (Abb. 155). Dies wird durch durch konfokale Untersuchungen bestätigt. Die 

SV35-haltigen Fasertrakte bleiben jedoch von vGlut1 ausgespart, das zudem eine deutlich 

punktuellere Markierung aufweist als SV35. Auch die Körnerzellschicht läßt 

Übereinstimmungen erkennen. Konfokale Untersuchungen des Hirnstamms ergeben wie für 

vGat beschrieben eine partielle Überlappung von vGlut1 mit SV35. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Tyrosinhydroxylase ist in allen drei Schichten des Kleinhirns vertreten und liegt in 

Fasertrakten der Molekularschicht vor, die jedoch keine  Übereinstimmung mit SV35 ergeben 

(Abb. 156). Auch im Hirnstamm findet sich keine Übereinstimmung des Enzyms mit SV35 

wieder. 

 

Zusätzlich zu den besprochenen Markern wurden Antikörper gegen die vesikulären 

Neurotransmittertransporter vAChT und vMaT2 eingesetzt. Die Applikation dieser 

Antikörper am Gewebeschnitt ergab jedoch keine zufriedenstellenden Immunfärbungen. 

 

 

Abb. 156. Studie zur Kolokalisation von SV35 mit der Tyrosin Hydroxylase in Cerebellum und Hirnstamm.   
1, Körnerzellschicht; 2, Purkinjezellschicht; 3, Molekularschicht.Rot, SV35; grün, Tyrosin Hydroxylase; blau, 
DAPI-Färbung der Nuklei. Balken: 10 µm. 
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4 DISKUSSION 

4.1 Evaluation der Analyse des Saccharosegradienten 

Für eine Proteomanalyse ist die Reproduzierbarkeit und damit die Vergleichbarkeit der 

Präparation essentiell. Dies konnte anhand von Western Blot Analysen des integralen 

synaptischen Vesikelproteins Synaptophysin demonstriert werden. Die leichten 

Schwankungen sind durch manuelle Entnahme der 1 ml-Fraktionen zu erklären. Um 

geeignete Fraktionen des Gradienten für die Analyse des Proteoms synaptischer Vesikel 

auszuwählen, wurde dieser eingehend über Immunanalysen untersucht. Die Ergebnisse lassen 

den Schluß zu, daß die Fraktionen 5 bis 11 freie synaptische Vesikel enthalten. Alle 

untersuchten integralen synaptischen Vesikelproteine sowie peripher assoziierte 

Vesikelproteine sind in diesen Fraktionen enthalten. Als wichtiges Indiz dienen zudem 

Markerproteine für Plasmamembran und postsynaptische Dichte, die in diesen Fraktionen 

fehlen. Zusätzlich enhalten die gewählten Fraktionen keine Spuren von ER, Golgi, 

Peroxisomen, Lysosomen, Nuklei und Mitochondrien. Auch hochmolekulare Proteine wie 

Bassoon und Piccolo sind nur in geringem Ausmaß vorhanden bzw. nicht detektierbar. 

Dagegen finden sich diese Proteine in den unteren Fraktionen wieder, die daher vermutlich 

u.a. an die Plasmamembran gedockte Vesikel darstellen (Morciano et al., 2005). Hier sind 

Plasmamembran und postsynaptische Dichte zu erwarten. Zusätzlich lassen sich in diesen 

Fraktionen Endosomen, Peroxisomen, Mitochondrien, Golgi und ER detektieren, die 

Kontaminationen der Vesikelpräparation  darstellen.  

 

Charakteristika für den freien synaptischen Vesikelpool (Fraktionen 5 bis 11) stellen das 

Wanderungsverhalten im Gradienten bei 0,29 M bis 0,44 M Saccharose dar sowie eine 

sechsfach geringere Proteinkonzentration im Vergleich zu den tieferen Fraktionen. Integrale 

Vesikelproteine zeigen hierbei jedoch nach Quantifizierung der Immunsignale eine 

äquivalente Abundanz in beiden Fraktionen und liegen teilweise sogar in den oberen 

Fraktionen höher konzentriert vor. Dies läßt sich dadurch erklären, daß in den unteren 

Fraktionen Proteine der Plasmamembran und Postsynapse sowie die erwähnten 

Verunreinigungen die relative Konzentration an synaptischem Vesikelprotein reduzieren.  
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4.2 Evaluation der Analyse der Immunreinigung 

Das Protokoll der Immunreinigung muß so entwickelt werden, daß optimale Bedingungen für 

die Bindung des Antikörpers und der Probe an die Magnetbeads sowie für die Elution der 

Probe von den Magnetbeads geschaffen werden. Die leistungsfähigste Elution erhält man 

durch Verwendung von DTT-haltigem SDS-Probenpuffer. Da dies jedoch in der Spaltung der 

eingesetzten Antikörper (Antikörper aus dem SV2-haltigen Hybridoma-Überstand und 

Antikörper, die bereits an die Magnetbeads gekoppelt vorliegen) resultiert, wurde in den 

meisten Fällen die Verwendung von NP-40 bevorzugt. Ein zusätzlicher Vorteil des NP-40 

liegt in seiner Verwendbarkeit bei 4°C, was die Proteinstabilität fördert und 

Proteinaggregationen verhindert. Wie anhand der Nachelution demonstriert wurde, ist neben 

SDS-Probenpuffer auch NP-40 ein potentes Elutionsmittel. Nicht eluierte Proteine sind in 

marginalen Konzentrationen nachweisbar. Die Verwendung von NP-40 führt jedoch zu keiner 

oder nur einer geringen Detektion von SV2, da der Großteil des Proteins über Antikörper-

Antigen-Bindung an die Magnetbeads gebunden bleibt. Eine vollständige Elution dieses 

Proteins ist lediglich durch Verwendung reduzierender Agenzien wie DTT möglich. Der 

Nachteil der fehlenden SV2-Elution gegenüber der hohen Abundanz der Antikörper-Ketten 

und Überlagerung anderer Proteine bei der Elution durch Probenpuffer/DTT ist 

vernachlässigbar. Andere Elutionsmittel kamen bis auf die Verwendung von BAC-

Probenpuffer nicht zum Einsatz, da die Nachelution in vergleichsweise hohen 

Proteinkonzentrationen resultierte. Zusätzlich ist durch Wahl der Magnetbeads und geeignete 

Blockierungsmethoden die Spezifität der Aufreinigung gewährleistet. 

 

Die Magnetbeadkontrollen beweisen die Spezifität der Immunreinigung synaptischer Vesikel. 

Bei Inkubation der Magnetbeads mit TBS, mit unspezifischem Maus-Antikörper oder SV2-

Antikörper ohne Zugabe von Vesikelprobe sind lediglich zwei Signale bei 25 kDa und 50 kDa 

detektierbar. Hierbei handelt  es sich um die verwendeten Immunglobuline, die durch Elution 

mit Probenpuffer und DTT in leichte und schwere Ketten gespalten werden. Die Signale im 

Versuch ohne Zugabe von SV2-Antikörper resultieren aus der Elution bereits an die 

Magnetbeads gekoppelter Antikörper. Die Signale für die beiden Immunglobulin-Ketten sind 

daher in den Ansätzen mit zugegebenem SV2-Antikörper intensiver als in den Ansätzen ohne. 

Die Inkubation der Magnetbeads mit synaptischen Vesikeln ohne Zugabe von Antikörper 

resultiert neben den Immunglobulin-Ketten in zwei Spots bei ~80 kDa. Hierbei handelt es 

sich um Synapsin Ia und Ib, wie durch massenspektrometrische Analyse gezeigt werden 

konnte. Diese Proteine binden vermutlich unspezifisch an die Magnetbeads. Dies wird durch 
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den Versuch mit unspezifischem Maus-Antikörper und der Vesikelprobe bestätigt. Auch hier 

sind die Immunglobulin-Ketten sowie die beiden Synapsin I-Isoformen nachweisbar. Die 

Inkubation der Magnetbeads mit SV2-Antikörper und Vesikelprobe resultiert hingegen in der 

Aufreinigung synaptischer Vesikelproteine. 

 

Der Salz- und pH-Schritt während der Immunreinigung sollte der Vereinfachung des 

Proteinmusters durch Loslösung peripher assoziierter Proteine dienen, basierend auf einer 

Schwächung der elektrostatischen Interaktionen. Immunanalysen der beiden Schritte 

demonstrieren jedoch, daß kein Protein abgelöst wurde. Selbst Synapsin und das lösliche 

GFAP liegen nach der Behandlung nach wie vor an die Vesikel gebunden vor. Dies wurde 

einerseits bereits für Synapsin demonstriert (Hartinger et al., 1996), andererseits könnten die 

Magnetbeads einen schützenden Effekt auf gebundene synaptische Vesikel besitzen. Beide 

Schritte wurden trotz des fehlenden Effektes bei jeder Immunreinigung durchgeführt, da das 

Proteinmuster nach 2D-Elektrophorese eine bessere Fokussierung und eine geringere 

unspezifische Hintergrundfärbung aufwies. 

  

Die Analyse der ungebundenen Probe ergibt eine Reihe von Vesikelproteinen. Sowohl 

integrale Proteine wie SV2, Synaptophysin, Synaptogyrin als auch peripher assoziierte 

Proteine wie Synapsin I, Synapsin II und GFAP wurden detektiert. Gegenüber der 

gebundenen Probe sind diese Proteinkonzentrationen jedoch vernachlässigbar. Die 

Konzentrationsbestimmung und elektrophoretische Analyse des Hybridoma-Überstandes vor 

nach der Immunreinigung legt dar, daß im Überschuß gearbeitet wurde und nicht der 

Antikörper Grund der unzureichenden Vesikelbindung ist. 

 

Drei Vesikelpopulationen wurden nach Immunreinigung und zweidimensionaler 

Elektrophorese untersucht: Fraktionen 5 bis 11, 12 bis 27 und 28 bis 34, von denen die oberen 

Fraktionen erwartungsgemäß die proteinärmsten sind. Dies wurde bereits durch Silberfärbung 

der Gradientenfraktionen dargelegt. Insbesondere bezüglich der Proteine hoher molekularer 

Masse lassen sich Unterschiede zwischen den Fraktionen 5 bis 11 und den beiden anderen 

Populationen feststellen. Die Anfärbung von Proteinen größer als 120 kDa ist in den 

Fraktionen 12 bis 27 ausgeprägter als in den oberen Fraktionen und zeigt in den unteren 

Fraktionen die stärkste Präsenz. Die unteren Fraktionen sollten laut Immunanalysen neben 

synaptischen Vesikelproteinen Proteine der Plasmamembran, Postsynapse und die 

nachgewiesenen Kontaminationen enthalten. Dies geht konform mit der Anzahl gefärbter 
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Proteinspots. Die mittleren Fraktionen geben eine intermediäre Proteinabundanz wieder. 

Ähnlichkeiten bestehen sowohl zu den oberen als auch zu den unteren Fraktionen. Neben 

diesen Ähnlichkeiten sind zudem Spots detektierbar, die in keinem der beiden anderen Gele 

vorhanden sind. Die mittleren Fraktionen könnten eine weitere Population von Vesikeln 

darstellen. Laut Immunanalyse des Saccarosegradienten sind nur geringe Konzentrationen 

synaptischer Vesikelproteine in diesen Fraktionen enthalten. Dennoch läßt sich dieses 

Organell über SV2 aufreinigen. Ein zusätzliches Indiz für das Vorhandensein einer weiteren 

Vesikelpopulation bildet der dreigipfelige Verlauf nach Konzentrationsbestimmung der 

Gradientenfraktionen. Der mittlere Gipfel entspricht hierbei den Fraktionen 12 bis 21, die 

durch Wahl der Fraktionen 12 bis 27 eingeschlossen sind. Welches Organell sich hinter 

diesen Fraktionen verbirgt, kann nur durch eingehende massenspektrometrische Analyse 

herausgefunden werden. 

4.3 Analyse von Vesikelsubpopulation 

Die molekulare Diversität synaptischer Vesikel entstammt vermutlich der differentiellen 

Expression synaptischer Vesikelproteine in verschiedenen Teilen des Gehirns. Um 

Unterschiede in Vesikelsubtypen aufzuzeigen, wurden synaptische Vesikel über die 

Neurotransmittertransporter vGat und vGlut1 aufgereinigt. Beide Subtypen beinhalten jedoch 

laut Immunanalyse den jeweils anderen Transportertyp, so daß eine Trennung der 

GABA/glycinergen und glutamatergen Vesikel nicht erfolgen kann. Die Daten sprechen für 

eine Kolokalisation beider Transmittertransporter auf identischen Vesikeln. Dies steht in 

Einklang mit Hinweisen für das Vorkommen beider Transportertypen auf identischen 

Vesikeln (Jonas et al., 1998). 

4.4 Evaluation der Analyse des Präparationsverlaufes 

Für bestimmte Kompartimente spezifische Proteine reichern in ihrer Konzentration relativ 

zum Ausgangsmaterial an (Brunet et al., 2003). Proteine, die an Abundanz im Verlauf der 

Präparation abnehmen, stellen daher Proteine dar, die unspezifisch mit synaptischen Vesikeln 

assoziiert sind bzw. deren Gehalt in oder an den Vesikeln gegenüber anderen subzellulären 

Kompartimenten vergleichsweise gering ausfällt. An- und Abreicherungsstudien sind daher 

ein wichtiges Mittel zur Überprüfung der aufgereinigten Organelle.  
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Die integralen synaptischen Vesikelproteine reichern sich während der Präparation an. 

Unterschiede finden sich im Ausmaß des Effektes. Die Anreicherung der Transporter vGat 

und vGlut1 ist als gering zu beschreiben, während der vesikuläre Acetylcholintransporter 

vAChT stark an Konzentration zunimmt. Proteine, die mit dem SNARE-Komplex und damit 

der präsynaptischen Plasmamembran assoziiert sind, sowie einige vesikelassoziierte Proteine 

können in der immungereinigten Probe nicht detektiert werden. Gleiches gilt für 

endozytotische Proteine, postsynaptische Proteine, peroxisomale und mitochondriale Proteine. 

All diese Daten sprechen für eine Aufreinigung synaptischer Vesikel. 

4.5 Evaluation der angewandten Phasentrennungen 

Präfraktionierungen zielen darauf ab, die Diversität und Komplexität von Proteinmischungen 

zu reduzieren. Phasenseparationen sind eine Möglichkeit, dieses Ziel zu erreichen. Die 

Separation mit Triton X-114 resultiert in erfolgsversprechenden Ergebnissen, da 

Membranproteine und lösliche Proteine optimal voneinander separiert werden. Jedoch treten 

bei massenspektrometrischer Analyse unüberwindbare Schwierigkeiten bei der Kristallisation 

von Matrix und Analyt auf, die vermutlich durch den Einsatz des Detergenz bedingt sind. 

Triton wirkt als nicht flüchtiges Lösungsmittel und resultiert in einer schlechten 

Kristallisation der Matrix (Vorm et al., 1994). Die Entfernung des TX-114 könnte über Bio-

Beads SM (BIO-RAD), Detergent-Out (Chemicon) oder Extracti-Gel D (Pierce) erreicht 

werden, die zum Zeitpunkt der Analyse jedoch nicht zur Verfügung standen.  

 

Andere Systeme basieren auf einer Mischung aus Polymer und mildem Detergenz wie 

Digitonin und Dodecylmaltosid. Digitonin führt in Kombination mit PEG-6000 zu einer 

Phasentrennung, die lediglich in quantitativen Unterschieden resultiert. Vermutlich ist die 

Solubilisierung durch Digitonin nicht potent genug, um assoziierte von integralen Proteinen 

zu trennen, da Digitonin beispielsweise für die Solubilisierung von Proteinkomplexen, u. a. 

auch sehr labiler Komplexe, verwendet wird. Aus diesem Grund wurde Dodecylmaltosid 

eingesetzt. Aber auch hier ist die Solubilisierung der Vesikelmembran nicht ausreichend, wie 

anhand der Nachelution gezeigt werden kann. Beide Phasen resultieren in identischen 

Proteinmustern. Auch dieses Detergenz scheint für eine Trennung peripher assoziierter 

Proteine von integralen Membranproteinen zu mild zu sein. Daher wurde NP-40 als 

Detergenz verwendet, für das bereits gezeigt werden konnte, daß es Vesikelproteine potent 

solubilisiert. Die Ansätze bei pH 7,4 resultieren in einer sehr schlechten Separation, die 

vorwiegend quantitativer Natur ist. Durch Einführung von SDS unter dessen kritischer 
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Mizellarkonzentration und Anheben des pH-Wertes auf pH 9 oder 10 ändert sich das 

Phasenverhalten durch die erhöhte elektrostatische Repulsion grundlegend. Die Anwendung 

dieses Systems resultiert in zwei Phasen, die deutliche Unterschiede im Proteinmuster 

erkennen lassen. Trotz der guten Proteinseparation konnte dieses System nicht für die 

Massenspektrometrie verwendet werden, da es zu Problemen bei der Proteinsolubilisierung 

kam, nachdem die jeweilige Phase zur Konzentrierung präzipitiert wurde.  

 

Neben Detergenzien kann auch Chloroform zur Solubilisierung von Membranen verwendet 

werden. In Kombination mit Methanol lassen sich Phasentrennungen erzielen, deren 

Ergebnisse vielversprechend aussehen, die jedoch wiedergeben, daß Inkompatibilitäten 

zwischen den Magnetbeads und den verwendeten Lösungsmitteln bestehen. Die 

Proteinkonzentration des Eluats liegt bei Vergleich mit anderen Ansätzen zu niedrig. 

Versuche, die Konzentration der noch gebundenen Proteine über Nachelution qualitativ zu 

bestimmen, schlugen fehl und zeigen erneut die Unverträglichkeit der Magnetbeads mit den 

organischen Lösungsmitteln. Aufgrund der schlechten Elution wurden Vesikelproteine 

zunächst mit Detergenz eluiert und das Eluat anschließend der Phasenseparation mittels 

Methanol und Chloroform zugeführt. Hierbei stellte sich heraus, daß keine Separation erzielt 

werden konnte. Da dies vermutlich in einer schlechten Solubilisierung der Proteine begründet 

liegt, wurde die Vesikelprobe mit Ultraschall behandelt, was in einem Phasenverhalten 

resultierte, das lediglich quantitativer Natur war. Um den Einfluß des Detergenz auf das 

Phasenverhalten zu untersuchen und gegebenenfalls auszuschließen, wurden Ansätze mit und 

ohne Präzipitation nach Elution mit Detergenz durchgeführt. Einige der Gemische resultierten 

in heterogenen Zweiphasensystemen, andere in Dreiphasensystemen. Die 1:1-Mischung 

führte zu einem homogenen Zweiphasensystem. Die höchsten Proteinkonzentrationen 

befanden sich hierbei in allen Ansätzen mit Dreiphasensystemen in den wäßrigen Phasen. Den 

Zweiphasensystemen ist eigen, daß sich in drei der fünf Systeme für die präzipitierte Probe 

eine Separation erkennen läßt. Hierbei handelt es sich jedoch wiederum ausschließlich um ein 

quantitatives Phänomen. Zusammenfassend läßt sich feststellen, daß keines der verwendeten 

Systeme in einer hinreichend überzeugenden Separation resultierte. Ultraschallbehandlung 

resultierte zwar in einer verbesserten Solubilisierung, konnte jedoch nicht das Problem der 

Phasentrennung beheben. Der Einsatz von Detergenz änderte das Phasenverhalten dramatisch. 

Präzipitation war an dieser Stelle keine Lösung, da diese lediglich in Proteinverlusten 

resultierte. Hier bestätigt sich, daß für jedes biologische System eigene Systeme entwickelt 

werden müssen, obwohl die Systeme an sich mit anderen Proben hervorragend funktionieren.   
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Tris- und Natriumcarbonat-basierende Systeme zeigen eine schwache Extraktion perhipher 

assoziierter Proteine. Resultiert das Hochsalz-System in der Ablösung einiger Proteine, die 

jedoch in höheren Konzentrationen immer noch an die Vesikelmembran assoziiert sind, führt 

die Anwendung eines hohen pH-Wertes zu keinerlei Einfluß auf die elektrostatische 

Anheftung peripherer Vesikelproteine. Dies könnte sich durch einen durch die Magnetbeads 

verursachten, schützenden Effekt erklären lassen, der den Einfluß von Puffern minimiert.  

 

Da all diese Systeme entweder zu unbefriedigenden Ergebnissen führten oder inkompatibel 

mit weiterführenden Analysen über Massenspektrometrie waren, wurde auf eine 

Präfraktionierung verzichtet und das synaptische Vesikelproteom komplett analysiert. 

Mögliche Ansatzpunkte für eine erfolgreiche Anreicherung gering abundanter Proteine 

könnten die Equalizer Beads (Cyphergen) sein. An diese Beads ist eine Bibliothek von 

Millionen von Liganden gekoppelt, wobei jeder Bead eine äquivalente Bindekapazität und 

eigene Liganden besitzt. Wenn eine komplexe Probe mit den Beads inkubiert wird, findet 

jedes Protein seinen Bindepartner. Hochabundante Proteine sättigen ihre Beads und 

überschüssiges Protein wird entfernt. Dagegen werden gering abundante Proteine 

angereichert. Eine weitere Vereinfachung des Proteinmusters könnte ferner durch 

Ultrafiltration mit Filtrationseinheiten unterschiedlicher Cutoff-Werte erreicht werden. 

4.6 Massenspektrometrie 

Die Etablierung geeigneter Protokolle für die massenspektrometrische Analyse resultierte in 

folgenden Punkten. Als Präzipitationstechnik erwies sich die Aceton-Fällung am ehesten 

geeignet. Die Chloroform/Methanol-Fällung erschien mit den gegebenen Volumina als 

schwer durchführbar und lieferte keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Die Konzentrierung 

per Ultrazentrifuge resultierte in einer Akkumulation von Salz, was bei der anschließenden 

Gelelektrophorese zu massiven Interferenzen führte. Insgesamt resultierte die 

Probenpräzipitation in Proteinverlusten und wurde daher unterlassen, wo es möglich war. MS-

Gele wurden ausschließlich mit Coomassie gefärbt, da die Silberfärbung erwiesenermaßen zu 

geringeren Signifikanzen bei der Proteindetektion führte. Da dies bereits für hydrophile 

Proteine zu beobachten war und davon auszugehen ist, daß sich diese Probleme bei der 

Detektion hydrophober oder gering abundanter Proteine verstärkt, ist die Färbung mit 

Coomassie trotz der Sensitivitätsnachteile (5 bis 10 ng mit Coomassie im Vergleich zu 0,05 

bis 2 ng mit Silber) Methode der Wahl. Coomassie färbt hierbei alle Proteine bis auf 

Glycoproteine und solche mit extremen isoelektrischen Punkten an. Es entstehen jedoch 
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spezifisch gelegentlich
Tryps in Arg, Lys

Chymotryps in Phe, Trp, Tyr Asn, His , Met, Leu
Elas tase Ala, Gly, Ser, Val

Thermolys in Ile, Met, Phe, Trp, Tyr, Val Ala, Asp, His , Thr
Peps in Leu, Phe, Trp, Tyr viele andere

Endopeptidase Glu
Bromcyan Met

       SpaltungSpaltung durch

Tabelle 26. Peptidase, die in der Massenspektrometrie Anwendung finden. 

Artefakte in der Massenspektrometrie durch die Entfärbung mit einer Säure/Alkohol-

Mischung, die in der Bildung von Methyl-, Ethyl- oder Isopropylacetaten resultiert. Diese 

Ester könnten mit Aminogruppen reagieren und Amide bilden, was zur Blockade des N-

Terminus oder zur Acetylierung der Lysine führt, wodurch die Spaltung mit Trypsin nicht 

funktioniert. Möglicherweise könnte dies der Grund für die fehlende Identifikation einiger 

Proteine sein, die durch alleinige Entfärbung mit Säure oder Alkohol hätten idenfiziert werden 

können. Da jedoch bei schneller Verarbeitung der Gele diese Effekte zu vernachlässigen sind, 

wurde auf die deutlich langsamere Entfärbung mit Säure oder Alkohol verzichtet, zumal diese 

die Gefahr von Kontaminationen aufgrund der längeren Zeitdauer erhöht hätten.  

 
 
Trotz der optimalen Eigenschaften des Trypsin für den proteolytischen Verdau kann durch 

Einsatz unspezifisch verdauender Proteasen zusätzliche Sequenzabdeckung geschaffen 

werden. Dies gilt insbesondere für die problematischen hydrophoben Proteine. Grund der 

Problematik ist das Fehlen tryptischer Spaltstellen in membrandurchspannenden Teilen der 

Proteine. Die generierten tryptischen Fragmente sind zu groß für eine Detektion per MS. Zum 

Einsatz könnten die Proteasen Chymotrypsin, Elastase, Thermolysin, Pepsin, Endopeptidase 

und Bromcyan kommen (Tabelle 26). Zu beachten ist hierbei, daß Pepsin ein pH-Optimum 

von 2 besitzt und auch die Spaltung mit Bromcyan im Sauren stattfinden muß. Die 

aufgelisteten Enzyme haben trotz ihrer teilweise hohen Spezifität dennoch den Nachteil, daß 

sie für die Massenspektrometrie Fragmente ungeeigneter Größe produzieren. Trypsin bleibt 

demnach Enzym der Wahl. 

 

 

 

 

 

 

 
 

Ebenfalls nützlich könnte der methanolgepufferte Trypsinverdau in Lösung sein (Blonder et 

al., 2004), in dem hydrophobe Proteine durch Methanol solubilisiert werden und so leichter 

identifiziert werden können. Möglicherweise zeigt Trypsin in Methanol aber unspezifische 

Peptidaseaktivität. Zusätzlich sind nützliche Effekte durch Einführung von 0,1% 

Octylglucosid während der Trocknung der Gelstücke in der Vakuumzentrifuge beschrieben, 

was die Gewinnung hydrophober Peptide steigert (van Montfort et al., 2002). All dies ist 
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jedoch mit der in und an Vesikeln vorhandenen Proteinzahl und einer nicht vollständig 

automatisierten Analyse nicht machbar. 

 
Die Analyse des Proteoms synaptischer Vesikel über Verdau in Lösung ist keine Option. Das 

Proteingemisch ist für solch einen Ansatz zu komplex und resultiert lediglich in der 

Identifikation hoch abundanter Proteine, die alle anderen Proteine überlagern. Die Analyse 

des Proteoms wurde daher durch Kombination zweidimensionaler Systeme mit MALDI-TOF-

MS und eindimensionaler SDS-PAGE mit nanoscale-LC ESI-MS/MS erreicht. In letzterem 

Fall reicht die Analyse über MALDI-TOF-MS nicht aus. Aufgrund der schlechten Separation 

der Proteine über die eindimensionale Elektrophorese können viele Proteine nur als Gemisch 

detektiert werden, was die Signifikanz der Identifikation drastisch herabsetzt. Eine weitere 

Trennung über Chromatographie ist daher unabdingbar.  

4.6.1 Evaluation der Proteinseparation über verschiedene Elektrophoresetechniken 

Ein Meilenstein in der 2D-Elektrophorese lag in der Einführung immobilisierter pH-

Gradienten für die isoelektrische Fokussierung (Corbett et al., 1994). Für Membranproteine 

ist aber nach wie vor die Probensolubilisierung ein Problem, obwohl Chaotrope wie Harnstoff 

und Thioharnstoff Wasserstoffbrücken zerstören, zum Entfalten der Proteine führen, und 

zwitterionische Detergenzien wie CHAPS hydrophobe Interaktionen vermindern, die 

aufgrund der durch die Chaotrope induzierten Exposition hydrophober Domänen entstehen 

können (Rabilloud, 1996). Die Anwendung der isoelektrischen Fokussierung in Kombination 

mit SDS-PAGE resultiert in einer bescheidenen Fokussierung eines Großteils der Proteine. 

Insbesondere Membranproteine schmieren gemäß Immunanalyse über einen breiten pH-

Bereich und können nur sehr schlecht in der ersten Dimension separiert werden, was dem 

Ausschneiden definierter Spots sehr abträglich ist. Möglicherweise könnte diesem Problem 

durch ‚Cup-Loading’ Abhilfe geschaffen werden, das jedoch nicht zur Verfügung stand.  

 

Die Systeme BAC/SDS-PAGE und dSDS-PAGE sind hingegen deutlich besser für die 

Auftrennung hydrophober Membranproteine geeignet (Hartinger et al., 1996; Rais et al., 

2004), wie sich durch die Western Blot Daten belegen läßt. Für alle analysierten integralen 

Vesikelproteine sind scharf fokussierte Spots erkennbar. Obwohl die Fläche zur 

Proteinseparation geringer ist als die Fläche, die bei der IEF/SDS-PAGE zur Verfügung steht, 

wurden diese beiden Systeme für die Proteomanalyse verwendet. Die Trennung über 

BAC/SDS-PAGE ist hierbei optisch besser zu werten als die über dSDS-PAGE, was in der 
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Verwendung des Detergenz BAC und dem Einsatz von Harnstoff begründet liegt. BAC trennt 

Proteine primär nach molekularer Masse, besitzt aber nützliche Diskrepanzen im Vergleich zu 

SDS. Der Grund ist nicht klar, jedoch könnte BAC weniger effektiv Disulfidbrücken 

reduzieren, und verschiedene Proteine könnten unterschiedliche Mengen der zwei ionischen 

Detergenzien binden (Macfarlane, 1986). Die Verwendung der dSDS-PAGE gegenüber 

BAC/SDS-PAGE besitzt insofern Vorteile, daß keine Umpufferung des Detergenz nötig ist 

und so der Transfer von der ersten in die zweite Dimension leichter erfolgen kann.   

 

Erleichternd bei der Evaluation der Gelelektrophoresetechniken war die Möglichkeit der 

Anfärbung von Nitrozellulosemembranen vor der Immundetektion. Wie gezeigt werden 

konnte, hat diese Technik keinen Einfluß auf die Antikörperdetektion und kann daher 

standardmäßig eingesetzt werden.  

4.6.2 Evaluation der Effizienz verschiedener Elektrophoresetechniken 

Die drei verwendeten gelelektrophoretischen Systeme  resultierten in einer hohen Zahl 

identifizierter synaptischer Vesikelproteine und ergänzen sich in dieser Hinsicht sehr. Nur 

19% der 185 Proteine wurden mit allen drei Techniken nachgewiesen. Die eindimensionale 

SDS-PAGE in Kombination mit nano-LC ESI-MS/MS erwies sich als die effizienteste 

Technik für eine Proteomanalyse. Dennoch entgingen dem System 23% der identifizierten 

Proteine, die über BAC/SDS- und dSDS-PAGE identifiziert werden konnten. Dies zeigt, daß 

für eine eingehende Proteomanalyse mehrere verschiedene, komplementäre Systeme 

verwendet werden müssen, um ein umfassendes Bild eines Organells zu erhalten.  

 

Bei Vergleich der drei Systeme fällt auf, daß für die Identifizierung integraler 

Membranproteine die 1D- und dSDS-PAGE gut geeignet sind. Vermutlich liegt dies in der 

nicht nötigen Umpufferung des Detergenz und der damit verbundenen fehlenden möglichen 

Präzipitation begründet. Für membranassoziierte Proteine ist hingegen das BAC-System am 

besten geeignet. Betrachtet man Parameter wie den Gravy Score, so ist die dSDS-PAGE am 

effektivsten in der Trennung hydrophober Proteine. Weshalb durch Verwendung des 

eindimensionalen, ebenfalls auf SDS basierenden Systems nicht ähnliche Ergebnisse erhalten 

wurden, bleibt unklar. Die 1D-PAGE hat jedoch deutlich Vorteile bei der Identifikation von 

Proteinen hoher molekularer Masse. Dies sieht sich darin begründet, daß die komplette 

Gelspur analysiert wurde, während dieser Bereich in den 2D-Gelen als schlecht fokussierter 

Schmier erschien, aus dem keine definierten Spots entnommen werden konnten. Letztendlich 
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zeigt sich, daß die Anwendung multipler System essentiell für eine Proteomanalyse ist, selbst 

wenn das Proteom wie das der synaptischen Vesikel sehr überschaubar ist. Die Auflösung der 

Proteine im eindimensionalen SDS-Gel ist wie zu erwarten für hoch abundante und 

hydrophobe Proteine unzureichend. Nahezu alle integralen synaptischen Vesikelproteine 

zeigen eine hohe Unschärfe und können über die zweidimensionalen Techniken deutlich 

besser von anderen Proteinen separiert werden. Gute Trennleistungen zeigt das System jedoch 

für gering abundante Proteine, die in ein oder zwei Gelbanden nachgewiesen werden konnten.  

 

Die unter Kontaminationen geführten Proteine müssen in weiteren Analysen als wirkliche 

Kontaminationen bestätigt werden. Im Einzelnen sind alle identifizierten Proteine in den 

nachfolgenden Abschnitten besprochen. Dort wird klar, daß einige der Kontaminationen 

durchaus Kandidaten für eine Assoziation mit und/oder Funktion an synaptischen Vesikeln 

sein könnten. 

4.6.3 Identifizierung von Proteinen 

4.6.3.1 Integrale synaptische Vesikelproteine 

4.6.3.1.1 SV2 

Das Protein SV2 wurde für die Immunreinigung verwendet, da es intrazellulär exklusive auf 

synaptischen Vesikeln lokalisiert ist. Die Analyse des Saccharosegradienten zeigt den für 

integrale synaptische Vesikelproteine typischen bimodalen Verlauf und demonstriert die 

Anhäufung des Proteins in den oberen und unteren Fraktionen. SV2 zeigt erwartungsgemäß 

eine Anreicherung während der Präparation und ist damit als vesikelspezifisches Protein zu 

werten. 

 

Bei SV2 handelt es sich um ein stark glykosyliertes Protein mit zytoplasmatischen N- und C-

Termini, das zwölf potentielle Transmembranhelices enthält. Das Protein ist homolog zu 

bakteriellen und eukaryontischen Kohlenhydrattransportern (Buckley und Kelly, 1985; Feany 

et al., 1992; Bajjalieh et al., 1994), die Substrate sind jedoch bisher nicht identifiziert. 

Verschiedene Hypothesen weisen auf eine essentielle Funktion des SV2 für eine normale 

Ausprägung der Ca2+-regulierten Exozytose hin (Brose und Rosenmund, 1999). Die 

glykosylierten, intravesikulären Domänen von SV2 könnten lösliche Neurotransmitter 

fixieren, um den intravesikulären osmotischen Druck herabzusetzen (Alvarez de Toledo et al., 

1993). Die intravesikuläre Matrix eines cholinergen synaptischen Vesikels würde sich damit 
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wie ein Ionenaustauschergel verhalten. Ergebnisse aus SV2 hat eine Ca2+-puffernde Wirkung 

und vermittelt die Ca2+-stimulierte Exozytose (Janz und Südhof, 1999). Die Wechselwirkung 

positiver Ladungen des Ca2+ würde SV2-komplexiertes Acetylcholin ersetzen. ATP besitzt 

zwar eine geringere Affinität für Ca2+ als Sialylsäure, wird aber ebenso von der Matrix 

entfernt, wenn die Ca2+-Konzentration steigt und die Ca2+-Bindestellen am Matrixgerüst 

besetzt sind (Reigada et al., 2003). Alternativ könnte SV2 die Exozytose durch Interaktion 

mit Synaptotagmin I modulieren (Schivell et al., 1996; Lazzell et al., 2004; Schivell et al., 

2005). Die Bindung wird spezifisch durch Ca2+ inhibiert, durch Phosphorylierung moduliert 

(Pyle et al., 2000b) und ist essentiell für normale Exozytosewerte. Beide oder eines der beiden 

Proteine könnte hierüber in dessen Wirkung reguliert werden. SV2 könnte Synaptotagmin für 

die Interaktion mit anderen Molekülen primen oder es von ungeeigneten Wechselwirkungen 

abhalten, bis die angemessene Ca2+-Konzentration erreicht ist (Schivell et al., 2005). Es 

könnte zudem als Gerüstprotein wirken, das die Vesikelform reguliert (Janz und Südhof, 

1998) bzw. als Ca2+-Transporter fungieren und überschüssiges präsynaptisches Ca2+ in 

Vesikel transportieren. Zusätzlich gibt es Hinweise für die Kontrolle der fusionskompetenten 

Vesikelzahl. Dieser Primingvorgang wird vermutlich Ca2+-abhängig reguliert (Neher und 

Zucker, 1993; Stevens und Sullivan, 1998), und SV2 erhöht selektiv die 

Freisetzungswahrscheinlichkeit der durch Priming morphologisch gedockten Vesikel während 

Ruheperioden (Custer et al., 2006). Kleinere Effekte auf die asynchrone Freisetzung 

bedeuten, daß SV2 eine geringe Rolle spielt, nachdem Vesikel den RRP erreicht haben. Ohne 

SV2 ist eine 40%ige Reduktion der Größe des RRP feststellbar. Wenn SV2 als Transporter 

wirkt, so könnte es die Größe des RRP durch Transport eines Moleküls beeinflussen, das die 

RRP-Bildung reguliert. Andere Möglichkeiten sind Protein-Protein-Interaktionen (Custer et 

al., 2006). SV2A ist in nahezu allen Neuronen vorhanden, SV2B zeigt eine eingeschränkte 

Verteilung (Bajjalieh et al., 1994), und SV2C ist nur in einer Subpopulation von Neuronen 

präsent (Janz und Südhof, 1999).  

4.6.3.1.2 Protonenpumpe 

Alle Untereinheiten der vakuolären vATPase konnten nach Anwendung der verschiedenen 

Elektrophoresetechniken in Kombination mit Massenspektrometrie identifiziert werden. Dies 

beinhaltet sogar die sehr hydrophobe und damit schwer zu identifizierende Proteolipid-

Untereinheit V0 c.  
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Vakuoläre ATPasen transportieren Protonen über Membranen verschiedener intrazellulärer 

Organellen (Nelson und Harvey, 1999). Die Azidifizierung dieser Organellen ist nötig für 

zelluläre Prozesse wie Proteinreifung, rezeptorvermittelte Endozytose und Symport kleiner 

Moleküle. vATPasen sind große multimere Enzyme, bestehend aus zwei Domänen. Die 

katalytische V1-Domäne (500 kDa) besteht aus acht verschiedenen Untereinheiten (A-H), der 

Membransektor V0 (250 kDa) aus sechs Proteolipid-Untereinheiten (5 c-Untereinheiten, 1 c’’-

Untereinheit) und einer Kopie von a und d (Nelson und Harvey, 1999; Nishi und Forgac, 

2002). Die Proteolipid-Untereinheiten bilden einen Ring, der im Protonentransport involviert 

ist. Die ATP-Hydrolyse in V1 A induziert die Rotation des Rings in der Membran und die 

Translokation von in der Peripherie gebundener Protonen (Nelson und Harvey, 1999). 

Untereinheit B bindet ATP unter eingeschränkteren Bedingungen als A und spielt vermutlich 

eine regulatorische Rolle in der Bereitstellung wichtiger Aminosäuren für die katalytische 

Funktion von A (Nelson und Harvey, 1999). Die V0 a-Untereinheiten sind sehr divers und 

könnten für Gewebe- und subzelluläre Spezifität wichtig sein oder vATPasen 

unterschiedlicher funktioneller Eigenschaften generieren (Kawasaki-Nishi et al., 2001). Die 

G2-Untereinheit wird exklusive im Gehirn exprimiert und ist an synaptischen Vesikeln 

lokalisiert; G1 findet man dagegen vor allem in Somata und Dendriten (Murata et al., 2002). 

Da die Kinetiken beider Formen gleich sind, könnte die Diversität eine Rolle im Targeting der 

vATPase spielen. Die Proteine inhibieren vermutlich die Rotation der katalytischen 

Untereinheiten (Supekova et al., 1996). Die Untereinheit C ist wahrscheinlich für den V0V1-

Zusammenbau (Nelson und Harvey, 1999), E für die Assemblierung von V1 (Ho et al., 1993) 

und die F-Untereinheit für den Zusammenbau von V0 und V1 zuständig (Graham et al., 1994). 

Untereinheit D koppelt vermutlich als rotierender Schaft die ATP-Hydrolyse mit dem 

Protonenpumpen, während H die Aktivität und Kommunikation zwischen den vATPasen 

reguliert (Nelson und Harvey, 1999). Die V0-Untereinheit d ist peripher mit dem V0-Sektor 

auf der zytosolischen Seite assoziiert und reguliert den Zusammenbau beider Sektoren 

(Nelson und Harvey, 1999). 

 

Es gibt mehrere Hinweise dafür, daß der Membransektor der vATPase die Fusionspore bilden 

könnte (Morel et al., 2001). So führen aufgereinigte Proteolipidringe zur Porenbildung und 

Öffnung in Anwesenheit von Calcium und Calmodulin, das mit V0-Proteolipidkanälen 

interagiert und bei diesen große Konformationsänderungen auslösen kann (Peters et al., 

2001). Ein V0V0 trans-Komplex bildet eine Pore durch die beiden Membranen (Peters et al., 

2001). Das Treffen beider V0-Teile ist hierbei durch Interaktion des V0 auf synaptischen 
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Vesikeln mit VAMP-2 (Daro et al., 1996) und auf der Plasmamembran mit Syntaxin (Shiff et 

al., 1996) gesichert. Zudem verbrauchen die Neurotransmittertransporter synaptischer Vesikel 

nach Befüllung nicht länger den elektrochemischen Gradienten, der maximale Werte erreicht. 

Dies könnte zur Dissoziation des V1-Teils führen. Die reversible Dissoziation von V1 wurde 

bereits unter physiologischen Zuständen als Mittel zur Regulation der vATPase gezeigt 

(Kane, 1995; Sumner et al., 1995). Dies erklärt neben der quantalen Natur der synaptischen 

Transmission, warum nur gefüllte Vesikel verwendet werden, um Neurotransmitter 

freizusetzen. 

4.6.3.1.3 Vesikuläre Neurotransmittertransporter 

4.6.3.1.3.1 Vesikulärer GABA-Transporter 

Wie SV2 ist das Transporterprotein durch eine bimodale Verteilung im Saccharosegradienten 

gekennzeichnet und nimmt während der Präparation an Abundanz zu. Der vesikuläre GABA-

Transporter vGat ist in hohen Mengen sowohl in GABAergen als auch glycinergen 

Nervenendigungen vorhanden und dort mit synaptischen Vesikeln assoziiert (Chaudhry et al., 

1998). Subpopulationsanalysen ergeben, daß vGat-Vesikel getrennt von Vesikeln existieren, 

die Monoamine und Acetylcholin enthalten, aber alle Hauptproteine synaptischer Vesikel 

enthalten (Takamori et al., 2000).  

4.6.3.1.3.2 Vesikulärer Glutamattransporter 

Für die Immunanalysen des Glutamattransportes gilt Gleiches wie für vGat. Das Protein ist 

durch ein bimodales Migrationsprofil im Saccharosegradienten und eine Abundanzzunahme 

während der Präparation charakterisiert. vGlut1 (BNPI) arbeitet als vesikulärer 

Glutamattransporter (Bellocchio et al., 2000; Takamori et al., 2000), ist exklusive auf 

synaptischen Vesikeln lokalisiert, fehlt aber auf vielen excitatorischen Synapsen, die 

Glutamat als Neurotransmitter nutzen (Bellocchio et al., 2000). Dort könnte vGlut2 (DNPI) 

wirken, der große Homologie mit vGlut1 besitzt. So enthalten synaptische Vesikel 

vorwiegend einen der beiden Transportertypen. Kolokalisationen sind jedoch in einigen 

Axonen vorhanden (Sakata-Haga et al., 2001). vGlut1 ist massiv in excitatorischen Neuronen 

des cerebralen und cerebellären Cortex sowie im Hippocampus präsent, während 

glutamaterge Neuronen des Encephalon und Rhombencephalon vorwiegend vGlut2 nutzen 

(Fremeau et al., 2002; Varoqui et al., 2002). vGlut3 zeigt einzigartige Eigenschaften: man 

findet ihn in allen cholinergen Interneuronen des Striatum sowie in serotoninergen Neuronen 

der Raphe Nuclei (Gras et al., 2002).  
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4.6.3.1.4 Vesikulärer Acetylcholintransporter 

Der vesikuläre Acetylcholintransporter wird vorwiegend von cholinergen Neuronen 

exprimiert (Gilmor et al., 1996). vAChT ist phosphoryliert (Barbosa et al., 1997) - ein 

Phosphoserin im C-terminalen Schwanz kontrolliert das Sortieren des Transporters in 

verschiedene Typen sekretorischer Organellen in PC12 Zellen (Cho et al., 2000). Die Leucine 

485 und 486 sind nötig für die Endozytose (Tan et al., 1998) und interagieren mit 

Adaptorproteinen des Clathrin Coats (Bonifacino und Traub, 2003). Immunanalysen belegen 

die spezifische Assoziation des Transporters mit synaptischen Vesikeln und die Präsenz im 

freien Vesikelpool. Allerdings konnte das Protein nicht über massenspektrometrische Analyse 

nachgewiesen werden. 

4.6.3.1.4.1 Vesikulärer Amintransporter 

Der vesikuläre Amintransporter Vat1 ist ein 41 kDa integrales Membranprotein und 

Hauptprotein synaptischer Vesikel in Torpedo (Linial et al., 1989). Er bindet Ca2+ (Levius 

und Linial, 1993), was die Komplexbildung aus drei bis vier Untereinheiten fördert. Calcium-

Entzug führt zur Destabilisierung der hochmolekularen Assemblate (Levius und Linial, 1993). 

Vat1 zeigt ATPase-Aktivität (Linial und Levius, 1993), die nicht mit V-Typ und P-Typ 

ATPasen übereinstimmt. Das Protein wird ausschließlich neuronal exprimiert, obwohl es 

Gemeinsamkeiten mit der Familie der Oxidoreduktasen aufweist (Linial, 1993; Persson et al., 

1994). 

4.6.3.1.4.2 Vesikulärer Zinktransporter 

Das Übergangsmetall Zink spielt vermutlich eine wichtige physiologische und pathologische 

Rolle in der neuronalen Entwicklung (Wall, 2005). Zink synaptischer Vesikel ist ein 

spezieller Pool im Gehirn und vorwiegend in glutamatergen Vesikeln des Vorderhirns 

lokalisiert (Martinez-Guijarro et al., 1991; Sindreu et al., 2003). Wie andere Neurotransmitter 

wird Zink bei neuronaler Aktivität freigesetzt (Assaf und Chung, 1984; Howell et al., 1984) 

und könnte verschiedene physiologische Rollen in der synaptischen Transmission spielen (Li 

et al., 2001; Ueno et al., 2002), u. a. durch Modulation spannungsabhängiger und 

ligandengesteuerter Ionenkanäle (Smart et al., 1994). Zusätzlich könnte Zink Zugang zum 

neuronalen Zytoplasma erhalten und als Signalmolekül dienen (Koh, 2001). Pathologische 

Funktionen beinhalten eine Rolle in der β-Amyloid-Aggregation und im Neuronentod durch 

exzessive Zinkfreisetzung in verschiedenen Modellen akuter Gehirnverletzung (Frederickson 

et al., 1989; Suh et al., 2000). ZnT-3 ist verantwortlich für den Transport von Zink in 
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synaptische Vesikel (Cole et al., 1999) und wird entwicklungsabhängig im Gehirn exprimiert 

(Valente und Auladell, 2002). Die Verfügbarkeit von Chlorid-Kanälen in synaptischen 

Vesikeln reguliert hierbei den Zinkinhalt (Salazar et al., 2004). Dies suggeriert, daß 

anionische Transportmechanismen die Zinkaufnahme in synaptische Vesikel favorisieren. 

Glutamat ist als Gegenion ebenfalls gut geeignet, da vGlut1 zusammen mit ZnT-3 in 

Synapsen exprimiert wird (Palmiter et al., 1996; Wenzel et al., 1997), die Zink und Glutamat 

freisetzen (Huang, 1997; Takeda, 2000). Zink ist nicht essentiell für die synaptische 

Transmission oder das Überleben der Neurone, hat aber schützende und neuromodulierende 

Funktion (Fernandez-Chacon und Südhof, 1999). 

4.6.3.1.4.3 NTT4 

Der Neurotransmittertransporter NTT4 ist aus 12 Transmembranhelices aufgebaut, wird im 

ZNS exklusiv in Neuronen exprimiert (Liu et al., 1993; Mestikawy et al., 1994; Masson et al., 

1999) und ist vor allem in glutamatergen und einigen Subpopulationen GABAerger 

Nervenendigungen vorhanden. Sein Substrat ist bisher unbekannt. Es ist überraschend, daß 

NTT4 ein vesikuläres membrangebundenes Protein ist, da andere Na+/Cl--abhängigen 

Transporter an der Plasmamembran lokalisiert sind (Masson et al., 1999). Neben einer 

möglichen Funktion als vesikulärer Neurotransmittertransporter könnte vesikulärer NTT4 

einen Reservepool an Protein darstellen, das bei Eintreffen eines geeigneten Signals an die 

Plasmamembran transportiert wird. 

4.6.3.1.5 Synaptotagmin 

Immunanalysen des Saccharosegradienten hinsichtlich Synaptotagmin resultieren in einem für 

integrale synaptische Vesikelproteine typischen bimodalen Verlauf. Synaptotagmin 1 nimmt 

während der Präparation an Abundanz zu. Nach massenspektrometrischer Analyse der 

gelelektrophoretisch aufgetrennten Vesikelproteine wurden die Synaptotagmin-Isoformen I, 

II, V und XII identifiziert.  

 

Synaptotagmine sind integrale Membranproteine und befinden sich in nicht überlappenden 

subzellulären Kompartimenten. Sie sind daher vermutlich in verschiedenen Schritten des 

Membranverkehrs involviert (Adolfsen et al., 2004). Synaptotagmine wirken auf zwei 

Schritte der Ca2+-getriggerten Exozytose: Öffnung der Fusionspore und folgende 

Porenverbreiterung (Wang et al., 2006). Die zwei charakteristischen Domänen C2A und C2B 

haben hierbei verschiedene Funktionen: C2A schließt die Fusionspore und fördert „kiss and 
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run“, C2B fördert die Öffnung der Pore und die Porenverbreiterung. Diese gegensätzlichen 

Effekte legen die Wahl zwischen „kiss and run“ und der vollen Fusion als Balanceakt 

zwischen den beiden Synaptotagmindomänen dar. Synaptotagmin bindet an SNARE-

Komplexe in Abwesenheit von Ca2+, wechselt aber zur Phospholipidmembran sobald Ca2+ 

einströmt (Davis et al., 1999). Dies könnte das Fusionsintermediat destabilisieren und zum 

Öffnen der Fusionspore führen (Mahal et al., 2002). Die hier gezeigten Immundaten für 

Synaptotagmin bestätigen den Status als integrales synaptisches Vesikelprotein. 

 

Nicht alle Synaptotagmine binden jedoch Ca2+ und Phospholipide (Rickman et al., 2004). 

Man unterscheidet vier Klassen. Klasse A beinhaltet die Isoformen 1, 2 und 9, B die Formen 

3, 5, 6 und 10. Zu Klasse C zählen Synaptotagmin 4 und 11. Die vierte Klasse beinhaltet 

einzigartige Synaptotagmine, wozu die Isoformen 7, 12, 13, 14 und 15 zählen. Nur die 

Klassen A und B sowie Synaptotagmin 7 unterstützen die Ca2+-getriggerte 

Phospholipidbindung bei µM Konzentrationen, die die beiden zu fusionierenden Membranen 

zusammenziehen könnte. Die SNARE-Bindung ist für die Ca2+-ausgelöste 

Phospholipidbindung essentiell (Rickman et al., 2004). Bis auf Synaptotagmin 12 und 13 

binden alle Isoformen Ca2+-abhängig Syntaxin 1 und SNAP-25 (Chapman et al., 1995; 

Schiavo et al., 1997). Sie interagieren ferner Ca2+-unabhängig mit AP2, was durch 

Frachtbindung an AP2 verstärkt wird (Haucke und De Camilli, 1999) und AP2 für die 

Endozytose an die Membran rekrutieren könnte. Neben der Bindung weiterer Proteine bilden 

sie Homo- und Heteromultimere zur Regulation synaptischer Plastizität (Littleton et al., 

1999). 

 

Synaptotagmin 1 und 2 sind abundante synaptische Vesikelproteine, die differentiell 

exprimiert werden (Ullrich et al., 1994). Der einzige Unterschied liegt in der apparenten Ca2+-

Affinität (Sugita et al., 2002). Die intrinsische Ca2+-Affinität der C2-Domänen ist gering. Erst 

bei Bindung der C2-Domänen an Phospholipidmembranen, deren negativ geladene 

Kopfgruppen zusätzliche Koordinationsstellen für gebundene Ca2+-Ionen liefert (Fernandez-

Chacon et al., 2001), steigt die Affinität um bis zu 1000-fach. Beide C2-Domänen haben Teil 

an der Ca2+-Sensitivität der Neurotransmitterfreisetzung. C2B scheint hierbei einen größeren 

Effekt zu haben (Rhee et al., 2005). Die langsame, asynchrone Ca2+-abhängige Exozytose 

könnte durch andere Synaptotagmin-Isoformen vermittelt werden, die teilweise höhere 

Affinitäten für Ca2+ besitzen (Sugita et al., 2002). Die Synaptotagmine 5, 6, 7, 9 und 10 sind 

geeignete Kandidaten als Ca2+-Sensoren für diese Komponente der Exozytose, die 10 bis 100 
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ms anhält, nachdem die Ca2+-Domänen kollabiert sind, vermutlich weil Ca2+ an 

Synaptotagmin gebunden bleibt (Hui et al., 2005). Synaptotagmin 5 ist auf synaptischen 

Vesikeln lokalisiert und wird nur im Gehirn in hohen Mengen exprimiert (Craxton und 

Goedert, 1995), wo es vermutlich die Ca2+-abhängige Exozytose reguliert (Saegusa et al., 

2002). Aufgrund der Ähnlichkeit mit anderen Synaptotagminen bindet Synaptotagmin 5 

wahrscheinlich ebenfalls Phospholipide und AP2 (Craxton und Goedert, 1995). 

Synaptotagmin 12 ist auf synaptischen Vesikeln lokalisiert, zeigt aber keine Bindung von 

Ca2+ (persönliche Mitteilung von Dr. Anton Maximov, Dallas, USA). Die physiologische 

Rolle ist unklar. 

4.6.3.1.6 Synaptophysin, Synaptoporin und Synaptogyrin  

Synaptophysin, Synaptoporin und Synaptogyrin weisen eine bimodale Verteilung im 

Saccharosegradienten auf und sind durch eine Anreicherung während der Präparation 

gekennzeichnet. Massenspektrometrisch wurden Synaptophysin, Synaptoporin und die 

Synaptogyrin-Isoformen 1 und 3 identifiziert. 

 

Synaptophysin liegt als hexameres Protein vor (Wiedenmann und Franke, 1985). Die 

Lokalisation auf synaptischen Vesikeln und die Interaktion mit VAMP-2 weisen auf eine 

Rolle in der Exozytose hin (Calakos und Scheller, 1994). VAMP-Homodimere, 

Synaptophysin-Homomultimere und VAMP/Synaptophysin-Heterodimere sind physiologisch 

existent (Khvotchev und Südhof, 2004), ein großer Teil von VAMP ist mit Synaptophysin 

komplexiert, und die Bildung dieser drei Komplexe wird durch Stimulation erhöht. Der 

Heterokomplex scheint VAMP-2 von der Bildung des SNARE-Komplex abzuhalten (Calakos 

und Scheller, 1994; Edelmann et al., 1995). Demgegenüber steht die Tatsache, daß die 

Deletion von Synaptophysin keinen großen Effekt auf die Neurotransmitterfreisetzung hat 

(Eshkind und Leube, 1995; McMahon et al., 1996). Die Dissoziation des VAMP-2 von 

Synaptophysin benötigt Ca2+. Der Effekt wird über einen zytosolischen Faktor aus 

synaptosomalen Extrakten bereitgestellt (Daly und Ziff, 2002). Trotz des Fehlens einer 

genauen Funktion spielt das Protein wohl keine essentielle Rolle in der Exozytose 

synaptischer Vesikel, sondern besitzt vielmehr eine Funktion in der Bestimmung der 

synaptischen Stärke und ist daher eher für die Regulation der Verfügbarkeit, der Endozytose 

oder das Recycling synaptischer Vesikel wichtig (Evans und Cousin, 2005). So muß VAMP-2 

für die Fusion so ausgerichtet werden, daß es mit Syntaxin 1 und SNAP-25 auf der 

Plasmamembran interagieren kann. Dies könnte eine spezielle laterale Organisation der 
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synaptischen Vesikelmembran benötigen. Die Fähigkeit von Synaptophysin, Cholesterin zu 

binden (Thiele et al., 2000), könnte neben der Rolle in der Biogenese synaptischer Vesikel für 

solch eine Ausrichtung essentiell sein (Mitter et al., 2003).  

 

Synaptophysin ist schon während der Synaptogenese in hohen Mengen vorhanden und eines 

der ersten synaptischen Proteine, das in sich entwickelnden Synapsen in Kultur akkumuliert 

(Fletcher et al., 1991). Dies geht konform mit Befunden, daß Synaptophysin Synapsen 

aktivitätsabhängig stabilisiert (Tarsa und Goda, 2002). Es spielt zudem eine Rolle in 

synaptischer Plastizität über Interaktion mit Synaptogyrin 1 (Janz et al., 1999) und inaktiviert 

die vATPase vor der Exozytose (Carrión-Váquez et al., 1998). Synaptophysin zeigt ferner 

Eigenschaften eines großen und schnell fluktuierenden Kationenkanals mit Spezifität für 

Kalium (Thomas et al., 1988) von unklarer physiologischer Signifikanz (Gincel und Shoshan-

Barmatz, 2002). Auch die Regulation der Endozytose über die Ca2+- und vermutlich 

phosphorylierungsabhängige Interaktion mit Dynamin I scheint eine wichtige Funktion des 

Proteins zu sein (Daly et al., 2000; Daly und Ziff, 2002). Diese Interaktion wird durch die 

Dissoziation von VAMP-2 und GTP-Bindung durch Dynamin moduliert. Es scheint daher 

sehr wahrscheinlich, daß die Assoziation von Dynamin mit Synaptophysin durch 

Rekrutierung von Dynamin an die synaptische Vesikelmembran eine Rolle im 

Vesikelrecycling spielt. Die GTP-Regulation könnte Dynamin von Synaptophysin nach 

Rekrutierung an die synaptischen Vesikel freisetzen und es zur Selbstassemblierung und 

Endozytose befähigen. Neben der durch Amphiphysin vermittelten Rekrutierung des 

Dynamin für die Endozytose per CCV könnte dieser Mechanismus die schnelle Endozytose 

ohne Clathrinkäfig vermitteln (Daly und Ziff, 2002) 

 

Synaptoporin (Synaptophysin 2) enthält vier Transmembranhelices und einen kurzen 

zytoplasmatischen Teil, wird aber im Gegensatz zu Synaptophysin nicht glykosyliert. Die 

Verteilung der Expression beider Isoformen variiert. Der uniformen Expression des 

Synaptophysin steht die Anreicherung von Synaptoporin in Synapsen von Moosfasern im 

Hippocampus gegenüber (Brandstätter et al., 1996). 

 

Synaptogyrine bilden eine Familie tyrosinphosphorylierter Proteine mit zwei neuronalen 

Formen (Synaptogyrin 1 und 3) und einer ubiquitären Form (Cellugyrin), die in geringen 

Mengen im Gehirn, aber nicht auf synaptischen Vesikeln vorliegt (Janz und Südhof, 1998). 

Die biologische Funktion ist schlecht verstanden, obwohl eine Rolle in der Regulation der 
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Vesikelexozytose und/oder im Membranverkehr sowie in synaptischer Plastizität 

angenommen wird (Janz et al., 1999). Synaptogyrin 1 ist ein integrales Membranprotein 

synaptischer Vesikel (Baumert et al., 1990). Auch Synaptogyrin 3 wird nur im Gehirn 

exprimiert (Sugita et al., 1999) und ist auf synaptischen Vesikeln lokalisiert. Synaptogyrin 3 

zeigt ein eingeschränktes Expressionsmuster im Gehirn, Synaptogyrin 1 ist dagegen in den 

meisten Synapsen präsent. Dies weist auf eine allgemeine Rolle für Isoform 1 und eine 

spezialisierte für 3 hin (Belizaire et al., 2004). Teilweise liegen beide Formen auch auf 

gleichen Vesikeln vor (Belizaire et al., 2004). Synaptogyrin 3 und Synaptoporin werden 

wahrscheinlich im Gegensatz zu Synaptogyrin 1 und Synaptophysin nicht phosphoryliert. 

Daher können redundante Funktionen ausgeschlossen werden. Synaptogyrin 3 und 

Synaptoporin könnten mit anderen Proteinen interagieren (Belizaire et al., 2004). 

4.6.3.1.7 SCAMP-Familie 

SCAMP 1 zeigt gemäß der Immunanalysen wie die anderen integralen synaptischen 

Vesikelproteine eine bimodale Verteilung im Saccharosegradienten sowie eine 

Abundanzzunahme während der Präparation. Massenspektrometrische Analysen resultierten 

in der Identifizierung der SCAMP-Isoformen 1, 3 und 5. SCAMPs sind eine Familie 

integraler Membranproteine mit vier Transmembranhelices und kurzem zytoplasmatischen, 

C-terminalem Schwanz (Castle und Castle, 2005). Sie assoziieren mit regulierten 

sekretorischen Vesikeln sowie Golgi-stämmigen und endosomalen Membranen (Brand et al., 

1991; Singleton et al., 1997). Mindestens vier verschiedene Isoformen (SCAMPs 1-4) sind 

ubiquitär exprimiert; SCAMP5 zeigt primär neuronale Expression (Fernandez-Chacon und 

Südhof, 2000). SCAMPs liegen in zwei molekularen Massen vor: ~38 kDa (SCAMPs 1 bis 3) 

und ~25 kDa (SCAMP 4 und 5). Die SCAMPs 1 bis 3 enthalten ausladende N-terminale 

zytoplasmatische Segmente mit Proteinbindemotiven (NPF-Repeats), welche die SCAMP-

Funktion und intermolekulare Interaktionen regulieren können (Fernandez-Chacon et al., 

2000; Hubbard et al., 2000). Diese Bindemotive für EH-Domänen (Beer et al., 1998) 

implizieren eine Rolle in der Endozytose als Dockingstationen für Proteinkomplexe, da EH-

Domänenproteine in der Clathrin-vermittelten Endozytose eine Rolle spielen (Hussain et al., 

1999). Die universelle Expression der SCAMPs könnte ein Hinweis darauf sein, daß sie den 

Rezeptor für den Aufbau des Clathrin Coats bilden (Fernandez-Chacon et al., 2000). So bildet 

SCAMP 1 einen Komplex mit AP2, und die N-terminale NPF-Deletion hemmt die 

Endozytose (Fernandez-Chacon et al., 2000). Zusätzlich werden SCAMP 1 und 3 wie andere 

Proteine in der Endozytose vom EGF-Rezeptor tyrosinphosphoryliert (Wu und Castle, 1998; 
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Fernandez-Chacon und Südhof, 2000). SCAMP 1 und 2 sind hauptsächlich im 

endozytotischen Recycling Kompartiment, SCAMP 3 und 4 im TGN lokalisiert. Innerhalb des 

endosomalen Netzwerkes scheinen die verschiedenen Isoformen verschiedene Wege zu 

markieren, die durch unterschiedliche Adaptoren wie AP1 und AP3 unterschieden werden 

können. SCAMP 5 ist nur im Gehirn nachweisbar, wo es hochgradig auf synaptischen 

Vesikeln angereichert ist. Es besitzt keine NPF-Repeats, ist also nicht in der Endozytose 

involviert (Fernandez-Chacon und Südhof, 2000).  

4.6.3.1.8 Reticulon-Familie 

In dieser Arbeit wurden die Reticulon-Isoformen 1, 3 und 4 identifiziert. Reticulons sind eine 

Familie integraler Membranproteine mit zytosolischen N- und C-Termini (GrandPre et al., 

2000), die vorwiegend auf dem ER lokalisiert sind (Velde et al., 1994; Ortle und Schwab, 

2003). Die physiologische Rolle der Proteine ist immer noch unklar, suggeriert aber aufgrund 

der Akkumulation im ER eine intrazelluläre Funktion (Scala et al., 2005). Reticulon 1A und B 

interagieren mit AP50, einer Komponente des AP2 Adaptorkomplexes (Iwahashi und 

Hamada, 2003). Reticulon 1C präzipitiert mit einem Teil der SNAREs Syntaxin 1, 7 und 13 

sowie mit VAMP-2, bindet aber nicht den SNARE-Komplex (Steiner et al., 2004). Reticulon 

1C könnte daher in der Biosynthese oder dem Targeting neuer SNAREs involviert sein, die 

dann zusammen zur Nervenendigung gelangen. Trotz eingehender Untersuchung ist immer 

noch unklar, wie SNAREs an ihren Zielort gelangen, da sie keine Signalsequenz besitzen und 

die Insertion ihrer Transmembranbereiche nicht über den SRP-abhängigen Prozeß stattfinden 

kann. Fest steht, daß VAMP-2 nach Translation über eine unbekannte proteinartige 

Komponenten an Membranen gebunden wird (Kutay et al., 1995; Whitley et al., 1996). 

Reticulon 1C könnte Teil dieses 150 kDa Komplexes sein, der sich von vorgeformten 

SNARE-Komplexen unterscheidet, aber Fraktionen individueller SNAREs enthält. Nach 

Depolarisation würden einige dieser Strukturen relokalisiert, um in näheren Kontakt mit 

anderen Membranstrukturen zu kommen und räumlich die Membranfusionsereignisse zu 

organisieren (Steiner et al., 2004). Hierbei scheint spezifisch der Transmembranbereich der 

Reticulons eine wichtige Rolle zu spielen. Reticulon 3 fungiert vermutlich im 

Membranverkehr des frühen sekretorischen Weges (Wakana et al., 2005). Reticulon 4 (Nogo-

A) ist ein wichtiger Regulator der Regeneration und Plastizität innerhalb des adulten ZNS 

(Simonen et al., 2003). Es wird hauptsächlich in Oligodendrozyten, aber auch in 

verschiedenen Neuronenpopulationen exprimiert (Wang et al., 2002a). Man findet es in 

Zellkörpern von Oligodendrozyten und in den inneren und äußeren Membranen des Myelin 
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im ZNS, konsistent mit der Funktion als Myelin-assoziierter Inhibitor des Neuritenwachstums 

und der neuronalen Regeneration des ZNS (Scala et al., 2005). Weiterhin ist es in Neuriten 

und Somata von Neuronen vorhanden, wo es in Golgi und ER detektiert werden kann (Oertle 

et al., 2003). Neueste Resultate legen dar, daß die Reticulons eine wichtige Rolle in der 

Bildung und Aufrechterhaltung der Membrankurvatur spielen (persönliche Mitteilung von 

Prof. Tom Rapoport, Boston, USA) und in diesem Aspekt Caveolin ähneln. So lokalisiert in 

Hefe Yop1p (polyposis locus protein 1 oder GP106) mit Reticulon 1 und Reticulon 1 mit 

Reticulon 2. Knockout dieser drei Proteine resultiert in Änderungen der ER-Form. Zusätzlich 

interagieren Reticulons mit Proteinen des Zytoskeletts (Taketomi et al., 2002). Vermutlich 

spielen die Proteine auch auf synaptischen Vesikeln eine Rolle in der Aufrechterhaltung der 

Membrankurvatur. 

4.6.3.2 Der SNARE-Komplex 

SNAREs sind eine Superfamilie von 24 bekannten Mitgliedern in Hefe und mehr als 35 in 

Säugern (Bock et al., 2001) und variieren in Sequenz und Struktur. Gemein ist ihnen das 

SNARE-Motiv, das aus 60 bis 70 Aminosäuren besteht. Direkt angrenzend enthalten die 

meisten SNAREs eine C-terminale Transmembranhelix. Andere besitzen diesen 

Membrananker nicht und sind statt dessen durch posttranslationale Modifikationen an 

Membranen assoziiert. Die Bildung der SNARE-Komplexe wird durch die SNARE-Motive 

vermittelt und ist von großen konformationellen Änderungen begleitet. Bei Auftreffen 

mehrerer SNARE-Motive assemblieren diese spontan in Vier-Helix-Bündel, in denen die vier 

SNARE-Motive parallel zu liegen kommen (Lin und Scheller, 1997). Mehrere SNARE-

Komplexe könnten hierbei eine rosettenähnliche Form annehmen - Kontroversen gibt es über 

die Anzahl involvierter Komplexe (Motecucco et al., 2005). Die Abstoßung negativ geladener 

Phospholipide destabilisiert diesen extrem transienten Zustand, so daß es an diesem Punkt 

entweder zur Entwindung der Helices oder zur Fusion kommt, möglicherweise durch 

Ausüben einer Kraft auf die Membrananker und durch Zerstörung der Bilayer-Struktur (Lin 

und Scheller, 2000). Erfolgreiche Bündel ziehen die Membranen dicht zusammen und 

resultieren in einem trans-Komplex, der vermutlich den Großteil der Energiebarriere für die 

Fusion überwindet. Dies zeigt sich in der Stabilität der SNARE-Komplexe bestätigt, die auf 

eine große Energiefreisetzung schließen läßt (Fasshauer et al., 2002). Nach der Fusion 

befinden sich die SNARE-Proteine in der gleichen Membran und bilden einen cis-Komplex, 

der für die Reaktivierung der einzelnen Komponenten durch NSF abgebaut wird (Söllner et 

al., 1993a). SNARE-Komplexe sind jedoch nicht für die Fusion selbst, sondern für Effizienz 
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und physiologische Regulation nötig. Dies könnte durch Induktion von Übergangsstadien 

geschehen, die letztendlich zum Öffnen der Fusionspore führen (Südhof, 2004). Es ist 

essentiell für die Membranfusion, daß sie mit hoher räumlicher und zeitlicher Präzision 

abläuft. Daher ist das Verhindern unkontrollierter SNARE-Komplexbildung sehr wichtig für 

die Kontrolle der Membranfusion. Phospholipidmembranen dienen hier als generelle 

Regulatoren für das SNARE-Motiv vesikulärer SNAREs (Hu et al., 2004). 

4.6.3.2.1 SNARE-Proteine 

4.6.3.2.1.1 VAMP 

VAMP-2 zeigt einen bimodalen Verlauf in den Fraktionen des Saccharosegradienten und 

reichert sich während der Präparation an. Das Protein wurde ebenso wie VAMP-1 

massenspektrometrisch identifiziert. VAMP-1 ist ein neuronspezifisches Protein synaptischer 

Vesikel und wird im ZNS exprimiert (Trimble et al., 1988). VAMP-2 ist neben Neuronen in 

einer Vielzahl nicht neuronaler Gewebe exprimiert und dort mit endosomalen Strukturen 

assoziiert (Rossetto et al., 1996). VAMP-3 (Cellubrevin) ist endosomal lokalisiert (Link et al., 

1993). Das v-SNARE VAMP-2 ist essentiell für die schnelle Endozytose synaptischer 

Vesikel. So verursacht die Deletion des VAMP-2 eine Verzögerung im Auffüllen des RRP 

durch Beeinflussung des schnellen Recycelns exozytierter Vesikel (Deak et al., 2004). 

Zusätzlich sind Form und Größe synaptischer Vesikel in Knockouts heterogener und ca. 30% 

größer. Zudem besitzen mehr als 30% der Vesikel länglichere Formen. Die Insertion der 

sieben oder acht C-terminalen Aminosäuren des VAMP-2 SNARE-Motivs (Aminosäuren 32-

92) in den Lipidbilayer verhindert die SNARE-Komplexbildung. Dies ist ein regulatorischer 

Mechanismus: VAMP-2 muß erst aus der Membran gelöst werden, bevor es in den SNARE-

Komplex eingehen kann (Kweon et al., 2003).  

4.6.3.2.2 SNAP-25 

Im Saccharosegradienten ist SNAP-25  ausschließlich in den unteren Fraktionen nachweisbar. 

Die Konzentration des SNAP-25 nimmt zudem im Präparationsverlauf ab, insbesondere nach 

der Immunreinigung. Dennoch konnte das Protein massenspektrometrisch durch die geringe 

Präsenz von SNAP-25 auf synaptischen Vesikeln und anderen internen Membranen (Hanson 

et al., 1997) identifiziert werden. Die Funktion von SNAP-25 liegt im Priming, der 

Überführung morphologisch gedockter Vesikel in einen exozytosekompetenten Status (Nagy 

et al., 2004). Der assemblierte SNARE-Komplex würde demnach den Pool der freisetzbaren 

Organellen kontrollieren und dadurch eine Plattform für Hilfsproteine darstellen, die die 
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Exozytosekompetenz entweder durch Kontrolle der Verfügbarkeit der SNAREs oder ihre 

direkte Assoziation regulieren (Borisovska et al., 2005). SNAP-25, alleine oder zusammen 

mit Syntaxin, bindet und moduliert Ca2+-Kanäle negativ, was synaptische Vesikel in die Nähe 

des Ca2+ bringt (Hanson et al., 1997). Eine wahrscheinliche Rolle für SNAP-25 liegt in der 

Erhöhung der Affinität zwischen Syntaxin und Vamp-2 (Hodel, 1998).  

4.6.3.2.3 Syntaxin und Munc18 

Syntaxin 1 und Munc18 sind in den oberen Fraktionen des Saccharosegradienten nicht bzw. 

in sehr geringer Konzentration vertreten. Zudem zeigen die Proteine eine sehr geringe bzw. 

keine Abundanz in der immungereinigten Fraktion. Diese belegt den Ausschluß von an die 

Plasmamembran gedockten Vesikeln. Neben Syntaxin 1 wurden die Syntaxin-Isoformen 7 

und 12 massenspektrometrisch identifiziert. Die Detektion des Munc18 ist durch die hohe 

Sensitivität und die Möglichkeit einer sehr geringfügigen Assoziation des Proteins an Vesikel 

des Reservepools erklärbar.  

 

Munc18 hat sowohl positive als auch negative Effekte auf die synaptische Transmission. Die 

Interaktion mit Syntaxin im nanomolaren Bereich (Pevsner et al., 1994) verhindert die 

Bindung von VAMP-2 und SNAP-25 (Calakos und Scheller, 1994; Pevsner et al., 1994; Yang 

et al., 2000). Syntaxin wechselt zwischen offener und geschlossener Konformation mit einer 

Relaxationszeit von 0,8 ms. Daher sind regulatorische Proteine unabdingbar, um das Protein 

in einer der beiden Konformationen zu arretieren (Margittai et al., 2003). Die Wirkung von 

rab-Proteinen und deren Effektoren auf die geschlossene Syntaxin-Konformation verursacht 

eine konformationelle Änderung in Munc18, führt zur Destabilisierung der geschlossenen 

Konformation und erlaubt Syntaxin die Bildung des ternären SNARE-Komplexes. Syntaxin 1 

kann in geringer Konzentration (~12%) in einer kleinen intrazellulären Fraktion gefunden 

werden, die an synaptischen Endigungen lokalisiert ist und einen pH-Wert von ~5 besitzt 

(Sankaranarayanan und Ryan, 2000). Während der induzierten Exozytose wechselt Syntaxin 

aber nicht in intrazelluläre Pools, so daß diese Vesikel nicht freisetzungskompetent zu sein 

scheinen oder Vorläufer der Vesikel der aktiven Zone sind, die mit der Plasmamembran 

während der Synaptogenese fusionieren (Shapira et al., 2003). Syntaxin 7 ist in der Fusion 

von späten Endosomen und späten Endosomen mit Lysosomen, nicht aber in der Fusion 

früher Endosomen mit Lysosomen involviert (Mullock et al., 2000; Ward et al., 2000). 

Syntaxin 12 ist direkt am Recycling von Plasmamembranproteinen beteiligt und liegt im 

Komplex mit VAMP-3 und/oder VAMP-2 vor (Advani et al., 1998). 
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4.6.3.2.4 NSF und SNAPs 

Die SNARE-Komplex assoziierten Proteine NSF, αβ-SNAP und Complexin zeigen 

erwartungsgemäß im Saccharosegradienten nur in den unteren Fraktionen eine Präsenz und 

nehmen während der Präparation an Konzentration ab. Die dennoch über 

Massenspektrometrie nachgewiesenen Proteine NSF und β-SNAP sind durch geringfügige 

Spuren in der freien synaptischen Vesikelpopulation erklärbar. 

 

Die ATPase NSF bildet eine hexamere Ringstruktur (Hanson et al., 1997) mit drei 

Untereinheiten pro Domäne und wirkt vor der Fusion (Banerjee et al., 1996). Ihre 

Inaktivierung erhöht die Zahl der SNARE-Komplexe, ohne die Neurotransmitterfreisetzung 

auszulösen (Lonart und Südhof, 2000). Die SNARE-Assemblierung scheint daher vor der 

Fusionsporenöffnung zu geschehen und führt wohl nur zur Membranfusion, während andere 

Proteine die nachfolgende Porenöffnung bewirken. Die ATPase-Aktivität des NSF dissoziiert 

den SNARE-Komplex in seine Untereinheiten (Söllner et al., 1993b). NSF kann hierbei nicht 

nur cis-, sondern auch trans-SNARE-Komplexe (Ungermann et al., 1998) und zusätzlich 

Vier-Helixbündel zwischen Syntaxin und SNAP-25 abbauen, die kinetische Fallen darstellen 

und eine korrekte Bündelung verhindern (Misura et al., 2001).  

 

α- und γ-SNAP werden in allen Zellen, β-SNAP nur in Neuronen exprimiert (Whiteheart et 

al., 1993). SNAPs spielen eine Rolle im Vesikelpriming, nicht aber in der Auslösung der 

Fusion des RRP. α-SNAP erhöht durch Rekrutierung von NSF an den SNARE-Komplex die 

Rate der Exozytose dramatisch (Clary et al., 1990). β-SNAP hat diesen Einfluß nicht. NSF 

und α-SNAP brechen präferentiell cis-SNARE-Komplexe, um die Bildung der trans-

Komplexe zu erhöhen, die die Membranfusion vorantreiben (Weber et al., 2000). α-SNAP 

ersetzt zudem Synaptotagmin am SNARE-Komplex, während β-SNAP den gegensätzlichen 

Effekt hat (Söllner et al., 1993b; Schiavo et al., 1995). α-SNAP könnte einen zusätzlichen 

späten Schritt in der Exozytose regulieren, der sich vom ATP-abhängigen Priming der 

freisetzbaren Vesikel unterscheidet (Chamberlain et al., 1995; Xu et al., 1998b).  

4.6.3.2.5 VAP-Proteine 

VAP-Proteine besitzen eine Vielzahl potentieller Funktionen im vesikulären Transport wie 

die Regulation des COP1-Vesikeltransports (Soussan et al., 1999), die durch VAMP-2 

vermittelte Neurotransmitterfreisetzung (Skehel et al., 1995), den VAMP-2 vermittelten 
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Glut4-Transport an die Plasmamembran (Foster et al., 2000) sowie die Interaktion mit 

Mikrotubuli (Skehel et al., 1995) und Tight Junctions (Lapierre et al., 1999). VAP-33 und 

seine Säugetier-Homologe VAP-A und VAP-B (VAMP-A und -B) interagieren mit VAMP-2 

und sind vermutlich für die Exozytose nötig (Skehel et al., 1995). Sie teilen sich mit den 

SNAREs die charakteristische Coiled Coil-Domäne in der Nähe des C-Terminus (Lapierre et 

al., 1999). Die integralen Membranproteine sind in einem zytoplasmatischen Vesikelpool und 

an der Plasmamembran zusammen mit Occludin lokalisiert. Die VAP-33/Occludin-

Interaktion ist aber eher labiler Natur (Lapierre et al., 1999). VAP-33 könnte demnach als 

Komponente im vesikulären Docken wirken und spezifisch in der Zielfindung der Vesikel an 

Tight Junctions involviert sein. Neben VAMP-2 bindet VAP-A weitere SNAREs, so daß es 

eine generelle Rolle im SNARE-vermittelten Membranverkehr spielt. Starke Interaktionen 

sind zusätzlich mit NSF und α-SNAP vorhanden (Weir et al., 2001). Interferenz von VAP-33 

blockiert die Neurotransmission (Skehel et al., 1995). 

4.6.3.3 Rab-Proteine 

In dieser Arbeit wurde eine Vielzahl von Rab-Proteinen detektiert, die im Folgenden 

detailliert diskutiert werden. Inwiefern diese Identifikationen reelle Resultate in Bezug auf 

eine Assoziation mit synaptischen Vesikeln darstellen, muß überprüft werden. 

 

Die komplexen Muster der Verteilung verschiedener rab-Proteine erlauben eine 

zellspezifische Modulation des Vesikelverkehrs innerhalb unterschiedlicher Gewebe. 

Aktivierte rab-Proteine könnten als Gerüst für diverse Effektoren dienen. Über die zeitliche 

Kontrolle der Effektorbindung könnten sie auf diese Weise verschiedene Ereignisse 

regulieren, die für den Transport von Fracht zwischen Kompartimenten nötig sind. Rab-

Proteine sind vermutlich nicht selbst für die Spezifität des Dockens und der Fusion wichtig, 

sondern bilden Mikrodomänen für die Rekrutierung wichtiger Faktoren. Die Spezifität der 

rab-Interaktion wird durch die RabCDR (complementarity-determining region) bestimmt. 

Variationen dieser Region könnten die Spezifität der Interaktion vermitteln. Die Spezifität der 

rab-Funktion und Lokalisation sowie ihre Präsenz auf der Oberfläche von Vesikeln suggeriert 

die Anwesenheit einer Maschinerie, die rab-Proteine an die richtige Membran rekrutiert (Jahn 

et al., 2003). Dies geschieht durch rab-GAPs. Die GAPs wiederum werden vermutlich durch 

Phosphorylierung reguliert (Bernards und Settleman, 2004), was sowohl Substratspezifität als 

auch subzelluläre Lokalisation beeinflussen könnte (Minoshima et al., 2003). Die 

Phosphorylierung resultiert hierbei meist in einer Membranassoziation. Zusätzlich weisen 
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einige Studien auf Lipide als GAP-Regulatoren hin (Lockyer et al., 1997; Lockyer et al., 

2001).  

 

Rab1 wird ubiquitär exprimiert und fungiert im Transport zwischen ER und Golgi. Es 

rekrutiert SNARE-Komplexe (Schluter et al., 2006) an abschnürende Vesikel über den 

Effektor p115 und interagiert über das Effektorprotein PRA1 mit VAMP-2 (Zerial und 

McBride, 2001).  

 

Ubiquitär exprimiertes rab2 assoziiert mit Strukturen, die aus Vesikeln und Tubuli aufgebaut 

sind (vesicular tubular cluster (VTC)) (Tisdale et al., 1992) und als Transportintermediate 

zwischen ER und Golgi fungieren (Balch et al., 1994). Dort führt es zur Rekrutierung 

löslicher Komponenten, die die Membranabschnürung und Interaktion mit dem Zytoskelett 

erleichtern, was in der Freisetzung retrograd gerichteter Vesikel resultiert (Tisdale, 2002). 

Auch die GAPDH-Rekrutierung ist essentiell für den Membranverkehr zwischen ER und 

Golgi (Tisdale, 2001). GAPDH fungiert neben der Glykolyse in der Förderung der 

Membranfusion, der Modulation des Zytoskeletts, der DNA-Reparatur, der RNA-Replikation 

und im tRNA-Export (Sirover, 1999) und wird neben rab2-GTP von der atypischen Protein 

Kinase C phosphoryliert, die im Komplex mit rab2 und GAPDH vorliegt (Tisdale et al., 

2004). Phosphorylierte GAPDH könnte den Aufbau und die Bündelung von Mikrotubuli 

fördern, die von rab2-Vesikeln genutzt würden, um vom Golgi zum ER transportiert zu 

werden. Aufgrund des Fehlens von Golgi-Apparaten im Axon ist dessen dortige Lokalisation 

unerwartet. Rab2 könnte in Transport und Fusion von Vesikeln mit der Plasmamembran an 

Wachstumsspitzen von Neuronen eine wichtige Rolle spielen (Ayala et al., 1990).  

 

Rab3A wird exklusiv in Neuronen exprimiert und ist dort auf synaptischen Vesikeln 

lokalisiert, wo es eine Rolle in der Regulation der Neurotransmitterfreisetzung spielt (Zerial 

und McBride, 2001). An der Synapse reguliert rab3 die vesikuläre 

Freisetzungswahrscheinlichkeit (Schluter et al., 2004) und spielt zudem eine unerwartete 

Rolle in kurzzeitiger synaptischer Plastizität. Es erhöht die anwesende Ca2+-Sensitivität 

bestimmter Vesikel im RRP und führt dadurch funktionelle Heterogenität unter den geprimten 

Vesikeln ein. Diese „supergeprimten Vesikel“ fusionieren als erste mit der Membran. Rab3 

könnte hierfür die Vesikel an Stellen mit intrinsisch hoher Freisetzungswahrscheinlichkeit 

dirigieren, wie in die Nähe von Ca2+-Kanälen (Meinrenken et al., 2002). Es könnte aber auch 

zusätzliche Proteine an die Freisetzungsmaschinerie rekrutieren oder die Bindung von 
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Proteinen erhöhen und so die Effizienz der Ca2+-getriggerten Freisetzung steigern. Rab3-

Effektoren sind hierbei wahrscheinlich nicht involviert. Zusätzlich spielt rab3A eine Rolle im 

aktivitätsabhängigen Transport synaptischer Vesikel an die aktive Zone (Nonet et al., 1997; 

Leenders et al., 2001), möglicherweise über Interaktion von rab3A-GTP mit Synapsin I 

(Giovedi et al., 2004), und könnte über den Effektor Rabphilin3A eine Rolle in der 

Endozytose spielen (Burns et al., 1998). Positive Effekte auf die LTP (Castillo et al., 1997) 

sind ebenso beschrieben wie die Regulation der SNARE-Assoziation. So ist PRA-1 sowohl 

für rab3 als auch für VAMP-2 Effektor (Bucci et al., 1999). Gemäß der Immunanalyse des 

Saccharosegradienten ist rab3A erst ab Fraktion 17 detektierbar. Belegt wird dieser Befund 

durch das Fehlen des Proteins in der immungereinigten Probe nach Analyse des 

Präparationsverlaufes. Rab3A scheint daher nicht an die Vesikel des Reservepools gebunden 

zu sein oder liegt dort in einer sehr geringen Konzentration vor. Dem entgegen steht die 

signifikante Identifikation über Massenspektrometrie.  

 

Rab4 wird ubiquitär exprimiert und wirkt im Recycling und Sortieren zwischen 

Plasmamembran und Endosom (Daro et al., 1996). Als Effektoren sind Rabaptin-4, Rabaptin-

5 und Rabaptin-5β beschrieben, das wiederum rab5 über Komplexbildung mit dem GEF 

Rabex-5 aktiviert. Rabaptin-4 spielt eine Rolle im Membranrecycling und Sortieren der 

Proteine (Zerial und McBride, 2001) zurück an die Plasmamembran (Sluijs et al., 1992). Im 

GTP-gebundenen Zustand verhindert rab4 den minus-gerichteten Transport über Kinesine 

(wahrscheinlich KIFC2) über Interaktion mit vesikelassoziierten Proteinen. Die GTP-

Hydrolyse und damit aufgehobene Kinesininhibition resultiert in einer minus-gerichteten 

Bewegung und im Abschnüren und Sortieren von Vesikeln auf Mikrotubuli (Bananis et al., 

2003). Rab4 ist nach Analyse des Präparationsverlaufes nicht mit synaptischen Vesikeln 

assoziiert. Möglicherweise ist die nachgewiesene Interaktion mit vesikelassoziierten Proteinen 

derart transient, daß rab4 aufgrund der Kurzlebigkeit nicht immundetektiert werden kann, 

aber durch die hohe Sensitivität der Massenspektrometrie nachzuweisen ist. 

 

Rab5 ist hauptsächlich auf Endosomen lokalisiert (Gorvel et al., 1991) und nicht nur in der 

homotypischen Endosomenfusion, sondern auch im Abschnüren von CCVs von der 

Plasmamembran und deren Transport zu frühen Endosomen involviert (Gorvel et al., 1991; 

Bucci et al., 1992; Barbieri et al., 1998). Effektorproteine sind u. a. EEA1 (Stenmark et al., 

1994; Simonsen et al., 1998), Rabenosyn-5 und Rabaptin-5 (Stenmark et al., 1995; Pfeffer, 

2005), die wiederum Proteine wie Rabphilin3A und t-SNAREs binden (Zerial und McBride, 
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2001). Hierüber wird die Proteinsortierung innerhalb der Endosomen (Renzis et al., 2002) und 

die Beweglichkeit der frühen Endosomen entlang von Mikrotubuli reguliert (Zerial und 

McBride, 2001). Rab5 und seine Effektoren binden zudem Aktin (Ohya et al., 1998) und 

Kinesin und können die Aktivität von Motorproteinen regulieren (Nielsen et al., 1999). Der 

rab5-Effektor EEA1 könnte die Aktivität von Syntaxin 13 in Endosomen regulieren (McBride 

et al., 1999). Rab5 konnte in dieser Arbeit in geringen Spuren auf immungereinigten Vesikeln 

gefunden werden. Dies geht konform mit den oben beschriebenen Evidenzen. 

 

Rab6 ist im Golgi lokalisiert (Pfeffer, 2005), vor allem in den medialen und trans-Zisternen, 

zeigt eine Anreicherung im TGN und fungiert im Transport innerhalb des Golgi (Goud et al., 

1990; Antony et al., 1992). In einigen Zellen ist es auf Golgi-abstammenden Vesikeln 

zusammen mit Synaptophysin detektierbar (Tixier-Vidal et al., 1993). Es interagiert mit dem 

molekularen Motor Rabkinesin-6 (Schluter et al., 2006), ist im COPI-unabhängigen Transport 

von Golgi zu ER involviert und wird für die Langstreckenbewegung entlang von Mikrotubuli 

benötigt. Solch ein Weg könnte das Recyceln von Lipiden erlauben, um die intrazelluläre 

Lipidbalance aufrechtzuerhalten. Zusätzlich zeigt rab6 eine Anreicherung auf sehr 

dynamischen Transport Carriern (TC) globulärer oder tubulärer Struktur, die entlang von 

Mikrotubuli vom Golgi zur Zellperipherie wandern (White et al., 1999). Dieses 

Membransystem unterscheidet sich von den Vesikeln, die von Endosomen, Lysosomen und 

Golgi abstammen und zur Plasmamembran wandern. Rab-Proteine könnten demnach 

spezifische Routen definieren (Simons und Zerial, 1993). Rab6 wird durch PKC 

phosphoryliert, was die Affinität für GTP erhöht, aber nicht die intrinsische GTPase-Aktivität 

des Moleküls ändert, und dissoziiert nach Phosphorylierung von der Membran (Scheper et al., 

2004). 

 

Rab7 wird ubiquitär exprimiert und ist auf dem späten Endosom lokalisiert, wo es den 

endozytotischen Vesikelverkehr zwischen frühem und spätem Endosom vermittelt (Pfeffer, 

2005). Das ubiquitär exprimierte rab8 ist auf dem TGN und der Plasmamembran lokalisiert 

und ist im vesikulären Verkehr zwischen diesen beiden Membransystemen beteiligt (Zerial 

und McBride, 2001). Rab9 vermittelt den Vesikelverkehr zwischen spätem Endosom und dem 

TGN (Pfeffer, 2003) und wird ubiquitär exprimiert. Der rab9-Effektor p40 stimuliert hierbei 

die Vesikelfusion. Rab10 spielt im Vesikeltransport zwischen Golgi und TGN eine Rolle 

(Pfeffer, 2003). 

 



4. Diskussion   232 

Rab11 ist auf dem Recycling Endosom und TGN lokalisiert und vermittelt den 

Vesikeltransport zur Plasmamembran und zum TGN (Chen et al., 1998; Wilcke et al., 2000). 

Rab11A wird ubiquitär exprimiert (Sakurada et al., 1991), während rab11B in Gehirn und 

Herz angereichert ist (Lai et al., 1994). In PC12-Zellen ist rab11 auf sekretorischen Vesikeln 

präsent (Volknandt et al., 1993; Khvotchev et al., 2003), im Gehirn findet man es auf 

synaptischen Vesikeln. Die GTP- und GDP-gebundenen Formen von rab11B sind 

gleichermaßen effektiv in der Hemmung der Exozytose, zeigen aber verschiedene Effekte. 

Rab11B wirkt in der Ca2+-regulierten Exozytose synaptischer Vesikel und integriert regulierte 

und konstitutive Exozytose in Neuronen und neuroendokrinen Zellen (Khvotchev et al., 

2003).  

 

Rab14 ist im biosynthetischen Vesikelverkehr und im Recycling zwischen Golgi und 

endosomalen Kompartimenten involviert (Junutula et al., 2004). Rab15 (rab16, rab3D) ist auf 

synaptischen Vesikeln lokalisiert und wirkt im Vesikelverkehr zwischen frühem und 

Recycling-Endosom (Zerial und McBride, 2001). Seine Lokalisation überlappt zu großen 

Teilen mit rab3A (Elferink et al., 1992). Rab18 fungiert im Vesikelverkehr zwischen frühem 

und Recycling-Endosom. Rab30 spielt eine Rolle im Vesikelverkehr zwischen Golgi und 

TGN. Rab33B wirkt im Vesikeltransport zwischen Golgi und TGN und bindet an ein 

kinesinverwandtes Protein (Lapierre et al., 1999). Das Effektorprotein Rab33B-BP reguliert 

vermutlich die Beweglichkeit der rab33B-Vesikel (Zerial und McBride, 2001). Rab37 agiert 

im Vesikelverkehr zwischen TGN und der Plasmamembran. 

4.6.3.3.1 Rabphilin3A 

Rabphilin3A ist nach Analyse des Präparationsverlaufes auch in der immungereinigten Probe 

präsent und wurde massenspektrometrisch nachgewiesen. Das Fehlen von rab3A in dieser 

Fraktion legt nahe, daß Rabphilin3A auch ohne rab3A Funktionen im Zyklus synaptischer 

Vesikel ausübt. Rabphilin3A ist ein peripheres Membranprotein, das GTP-abhängig an rab3A 

und rab3C bindet, mit beiden Proteinen auf synaptischen Vesikeln kolokalisiert und 

koordiniert während oder nach der Exozytose von den Vesikeln dissoziiert (Mollard et al., 

1994; Stahl et al., 1996). Es wird durch CaMKII und PKA phosphoryliert (Fykse und 

Fonnum, 1996). Über die beiden C2-Domänen, die denen des Synaptotagmin ähneln, bindet es 

Ca2+, Phospholipide (Chung et al., 1998), Rabaptin (Ohya et al., 1998), β-Adducin (Miyazaki 

et al., 1994) und α-Actinin (Kato et al., 1996). Dies impliziert eine Rolle in der Exo- und 

Endozytose sowie in der Modulation des Zytoskeletts. Da die GTP-gebundene Form von 
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rab3A die Interaktion von Rabphilin3A mit Actinin hemmt (Kato et al., 1996), könnte rab3A 

prinzipiell die Reorganisation des Zytoskeletts beeinflussen (Doussau und Augustine, 2000). 

Ob Rabphilin über rab3A an synaptische Vesikel bindet (Südhof, 1997), oder ob es direkt an 

die Membran synaptischer Vesikel assoziiert (Shirataki et al., 1993), ist unklar. Jedes Modell 

wird durch Befunde belegt. Rabphilin benötigt rab3A für seine Stabilität und synaptische 

Lokalisierung, rab3 wirkt jedoch unabhängig von Rabphilin3A. Die Deletion von 

Rabphilin3A ist nicht mit der des rab3A vergleichbar (Schluter et al., 1999). Neuere 

Evidenzen indizieren zudem, daß Rabphilin3A unabhängig von rab3A funktioniert. Rabphilin 

könnte über die Bindung von SNAP-25 über seine C2B-Domäne die SNARE-Funktion 

modulieren (Staunton et al., 2001) oder das Docken von Dense Core Vesikeln an die 

Plasmamembran durch Verbindung von rab27A auf den Vesikeln und SNAP-25 erleichtern. 

Überexpression hemmt die Clathrin-vermittelte Endozytose (Gundelfinger et al., 2003), was 

durch die Interaktion von Rabphilin mit Rabaptin-5 erklärt werden kann (Oishi et al., 1996), 

der als Effektor von rab5 die  Endozytose kontrolliert. Weder die synaptische Transmission 

noch die Plastizität sind in Rabphilin-defizienten Mäusen beeinflußt (Schluter et al., 1999), 

was demonstriert, daß es nur eine geringe oder redundante Rolle für Rabphilin gibt.  

4.6.3.3.2 Rabconnectin-3 

Rabconnectin-3 besitzt 12 WD-Domänen und ist im Gehirn abundant exprimiert, wo es mit 

synaptischen Vesikeln assoziiert (Nagano et al., 2002). Das Protein besteht wahrscheinlich 

aus den Untereinheiten α und β, wobei Rabconnectin-3β (TGF-beta resistance-associated 

protein) direkt an rab3-GEF bindet. Rabconnectin-3 bindet ferner über ein unidentifiziertes 

Molekül an rab3-GAP. Beide Untereinheiten sind keine Transmembranproteine, assoziieren 

aber mit Membranen synaptischer Vesikel. Rab3-GEF könnte durch Rabconnectin-3 an 

synaptische Vesikel rekrutiert werden. In Analogie mit COPII Coat Proteinen könnte 

Rabconnectin-3 rab3-GAP binden und die GAP-Aktivität beschleunigen (Kawabe et al., 

2003).  

4.6.3.3.3 Yop1p 

Das integrale Hefe-Membranprotein Yop1p (GP106 oder polyposis locus protein 1 homolog) 

interagiert mit Yip1p, einem Membranprotein, das die Dissoziation von rab-GDI-

Heterodimeren vermittelt. Yip1p fehlt jedoch jegliche Spezifität (Yang et al., 1998), die durch 

Yop1p gewährleistet werden könnte. Yop1p zeigt eine eingeschränkte subzelluläre Verteilung 

und kann spezifisch mit rab-Proteinen präzipitiert werden. Yop1p könnte zusammen mit 



4. Diskussion   234 

Yip1p agieren, um die rab-vermittelten Ereignisse im Membranverkehr zu erleichtern (Calero 

et al., 2001).  

4.6.3.4 Synapsine 

Die Synapsinisoformen I und II zeigen wie die integralen Vesikelproteine eine bimodale 

Verteilung im Saccharosegradienten. Während die Synapsine der oberen Fraktion vermutlich 

für die Verankerung des Reservepools oder für den Transport von Vesikeln zu und von der 

Plasmamembran benötigt werden, spielen die Synapsine in den unteren Fraktionen wohl eher 

keine Rolle. Interessanterweise ist gemäß der Analyse des Präparationsverlaufes Synapsin I in 

immungereinigten Proben vorhanden, während Synapsin II in dieser Fraktion fehlt bzw. in 

nur sehr geringer Konzentration vorliegt. Massenspektrometrisch wurden aber beide Proteine 

detektiert.  

 

Synapsine sind in nahezu allen präsynaptischen Nervenendigungen vorhanden und 

repräsentieren mit etwa 1% des totalen Proteins im Gehirn eine der meist abundanten 

Familien synaptischer Proteine (Ueda und Greengard, 1977; Browning et al., 1987). Sie 

werden nur in Neuronen exprimiert und sind spezifisch in präsynaptischen Kompartimenten 

lokalisiert (De Camilli et al., 1983). Verschiedene Neuronen haben hierbei unterschiedliche 

Repertoires an Synapsinen (De Camilli et al., 1983; Mandell et al., 1992; Greengard et al., 

1993). Sie sind aus acht verschiedenen Domänen aufgebaut, von denen die A-Domäne die 

Interaktion mit Vesikeln kontrolliert (Hosaka et al., 1999) und die einzige 

Phosphorylierungsstelle der Synapsine enthält, die Substrat für PKA, CaMKII und Erk ist 

(Jovanovic et al., 1996; Hosaka et al., 1999). Synapsine verankern synaptische Vesikel an 

Aktinfilamente durch Bindung von Lipiden und Proteinkomponenten in einer Ca2+- und 

phosphorylierungsabhängigen Weise, kontrollieren dadurch die Zahl der Vesikel, die für die 

Neurotransmitterfreisetzung zur Verfügung steht (Schiebler et al., 1986; Trimble und 

Scheller, 1988; Benfenati et al., 1989a) und regulieren demnach den Reservepool 

synaptischer Vesikel für die Exozytose und die Effizienz der  Neurotransmitterfreisetzung 

(Giovedi et al., 2004). Vesikel, die an die Plasmamembran gedockt oder mit dieser fusioniert 

sind, sind nur teilweise von Synapsinen befreit (Torri Tarelli et al., 1992; Pieribone et al., 

1995; Bloom et al., 2003). Synapsine sind neben der initialen Bildung synaptischer Kontakte 

auch für die Aufrechterhaltung der Synapsenstruktur nötig (Ferreira et al., 1996). Sie regeln 

die Expression anderer synaptischer Proteine (Han et al., 1991; Ferreira et al., 1994), die 

Neuriten-Elongation und die Etablierung der Zellpolarität, möglicherweise durch Interaktion 
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mit F-Aktin, Mikrotubuli und Neurofilamenten (Baines und Bennett, 1986; Bahler et al., 

1989; Petrucci und Morrow, 1991). Sie binden ATP (Hosaka und Südhof, 1998), sind 

strukturell mit einer Gruppe ATP-nutzender Enzyme verwandt (Esser et al., 1998; Brautigam 

et al., 2004) und könnten daher enzymatische Funktion haben. Aus all diesen Befunden geht 

hervor, daß Synapsine über Verbindung der synaptischen Vesikel untereinander und mit dem 

Aktinzytoskelett einen Reservepool synaptischer Vesikel in der Nähe der aktiven Zone 

aufrechterhalten, daß sie die Verfügbarkeit der Vesikel über die Fähigkeit der Dissoziation der 

Vesikel vom Aktinzytoskelett in einer phosphorylierungsabhängigen Weise kontrollieren und 

eine Rolle im Schritt nach dem Docken in der Exozytose spielen (Valtorta et al., 1992; 

Benfenati et al., 1993; Hilfiker et al., 1998). Die Phosphorylierung der Synapsine wird durch 

synaptische Aktivität reguliert (Nestler und Greengard, 1982; Sihra et al., 1989) und ist 

begleitet von profunden Änderungen der Affinität für synaptische Vesikel und Aktin 

(Benfenati et al., 1989a; Valtorta et al., 1992; Hosaka et al., 1999). Synapsine spielen zudem 

eine wichtige Rolle in der Bestimmung der Größe des Reservepools in glutamatergen 

Vesikeln. In excitatorischen Synapsen bestimmen sie die Zahl der Vesikel des Reservepools, 

in inhibitorischen die Zahl von Reservepool und RRP. Dies zeigt, daß synapsenabhängig die 

molekularen Mechanismen für die Verteilung der synaptischen Vesikel in RRP und 

Reservepool unterschiedlich sein müssen. Dies könnte durch die zahlreichen Bindepartner 

zustande kommen (Gitler et al., 2004). So zeigen verschiedene vesikuläre Transporter eine 

Variabilität der Kolokalisation mit Synapsinen (Bogen et al., 2006).   

4.6.3.5 Ca2+/Calmodulin-abhängige Kinase II  

Die CaMKII ist ein wichtiger Regulator der neuronalen Plastizität (Griffith et al., 2003). Die 

Bindung des Enzyms an spezifische subzelluläre Kompartimente ist wichtig für ihre Funktion. 

Sie ist stark in Neuronen exprimiert, wo sie die meisten Aspekte neuronaler Funktion 

vermittelt. Dazu zählen Genexpression, Synthese und Exozytose von Neurotransmittern, 

Rezeptor- und Ionenkanalfunktion, Interaktionen mit dem Zytoskelett sowie verschiedene 

Signalwege. Jedes Protein ist aus einer N-terminalen Serin/Threoninkinase-Domäne 

aufgebaut, gefolgt von einer regulatorischen Region mit autoinhibitorischer Sequenz und 

einer Calmodulin-Bindestelle. Der C-Terminus oder die Assoziationsdomäne ist 

verantwortlich für den Zusammenbau der Untereinheiten in große Multimere (Braun und 

Schulmann, 1995). Die Isozyme alpha und beta sind die vorherrschenden Formen im ZNS 

(Miller und Kennedy, 1985), wobei alpha hauptsächlich im Vorderhirn und beta im 

Cerebellum vorhanden ist (Miller und Kennedy, 1985). Die Bindung von Ca2+/Calmodulin an 
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die regulatorische Domäne der Kinase aktiviert sie durch Entlassen der katalytischen Domäne 

aus der Inhibition. Dies erlaubt der Kinase, sich selbst und ihre Substrate zu phosphorylieren, 

was sie unabhängig von der Ca2+/Calmodulin-Bindung macht. Nach Autophosphorylierung 

und Verlust des Ca2+/Calmodulin werden weitere Phosphorylierungsstellen frei, die die 

Calmodulin-Bindung blockieren und eine weitere Stimulation durch Calmodulin verhindern. 

Die dynamische Umverteilung von CaMKII geschieht mit synaptischer Aktivität und hängt 

mit Protein-Protein-Interaktionen zusammen (Griffith et al., 2003). Die Wirkung zellulärer 

Serin/Threonin-Protein Phosphatasen (PP) spielt eine signifikante Rolle in der Regulation der 

CaMKII durch antagonistische Effekte. So entfernen PP1, PP2A und PP2C die 

Phosphorylierung an der CaMKII in vitro, und insbesondere PP1 ist wichtiger Regulator der 

CaMKII in der hippocampalen synaptischen Transmission (Shields et al., 1985).  

 

CaMKII bindet an Aktinfilamente. Calmodulin fördert die Dissoziation der Kinase von Aktin 

(Ohta et al., 1986; Shen und Meyer, 1999). CaMKII assoziiert auch mit Mikrotubuli in 

Gehirnextrakten (Vallano et al., 1986), und die Phosphorylierung von MAP2 durch CaMKII 

blockiert die F-Aktin-Bündelung (Yamauchi und Fujisawa, 1988). Eine besondere Form der 

CaMKIIα ist eng mit präsynaptischen Vesikeln assoziiert, hat aber identische katalytische 

Eigenschaften wie die lösliche CaMKIIα (Benfenati et al., 1996). Die vesikelassoziierte 

CaMKII bindet und phosphoryliert Synapsin I (Benfenati et al., 1992), fördert die 

Dissoziation von Synapsin I von synaptischen Vesikeln und erhöht dadurch die verfügbare 

Zahl synaptischer Vesikel an der aktiven Zone (Greengard et al., 1993). Zusätzlich gesteigert 

wird die CaMKII-Aktivität durch Bindung an Myosin-V, ein Ca2+-reguliertes,  

aktinbasierendes Motorprotein, das in der Modulation des Vesikelverkehrs wirkt (Costa et al., 

1999). Neben der CaMKII kann auch PKC die Änderung der Rekrutierung von Vesikeln aus 

dem Reservepool kontrollieren (Lonart und Südhof, 2000). In Anwesenheit von Ca2+/ATP 

bindet CaMKIIα spezifisch an Syntaxin. Dieser Komplex schließt die Munc18-Bindung an 

Syntaxin aus, rekrutiert größere Mengen von Synaptotagmin und SNAP-25 als Syntaxin 

alleine, beeinflußt die Bildung des SNARE-Komplexes und fördert die Exozytose (Ohyama et 

al., 2002). Die CaMKII wird entlassen, wenn die Ca2+-Konzentration sinkt oder die Kinase 

dephosphoryliert wird. 

4.6.3.6 Septine 

Die in dieser Arbeit identifizierten Septin-Isoformen beinhalten die Septine 2, 3, 5, 7 und 11. 

Septine bilden eine Multigenfamilie (Xue et al., 2004b) mit vielen Spleißvarianten. Sie stellen 
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GTP-bindende Proteine von 40 bis 70 kDa dar (Macara et al., 2002; Kinoshita, 2003), die 

zentral für die räumliche und zeitliche Koordination der Membranpolarität und Zellteilung 

sind (Kinoshita et al., 1997; Hsu et al., 1998; Xie et al., 1999; Surka et al., 2002). Septine 

assemblieren zu Filamenten und/oder sind mit Membranen assoziiert (Fung und Scheller, 

1999). Die Filamente sind stark mit Aktinfilamenten (Kinoshita et al., 2002) und/oder 

Mikrotubuli verbunden (Surka et al., 2002) und können in höhere Strukturen assemblieren 

sowie in Anwesenheit von F-Aktin zytoplasmatische Ringe oder lineare Bündel bilden 

(Kinoshita et al., 2002). Sie sind im Nervensystem angereichert und zeigen eine 

überlappende, aber abweichende Verteilung im Gehirn (Hsu et al., 1998; Kinoshita et al., 

2000). Die molekularen Details der Septinfunktion höherer Eukaryoten sind schlecht 

verstanden. In Mäusen resultiert die Deletion der Septingene in physiologischen 

Abnormalitäten (Dent et al., 2002) und morphogenetischen Defekten (Ihara et al., 2005). Im 

Menschen werden Abnormalitäten der Septinexpression mit Krebs und anderen Krankheiten 

in Verbindung gebracht (Hall und Russell, 2004).  

 

Septine assoziieren mit biologischen Membranen über eine hochkonservierte, polybasische 

Region am N-Terminus der GTP-bindenden Domäne. Dies geschieht hauptsächlich mit  

PI-4-P und PI-5-P (Casamayor und Snyder, 2003). Die Assoziation von Septinen mit 

Phospholipiden ist kritisch für die Bildung und Aufrechterhaltung von Membrandomänen. 

Einige der Interaktionspartner sind Komponenten der Maschinerie für Vesikeldocken und 

Fusion.  

 

Die Septine 2, 4, 6, 7 und 9 sind mit dem Exozystenkomplex in Gehirnlysaten assoziiert (Hsu 

et al., 1998). Septin 2 zeigt hierbei eine differenzierungsabhängige Lokalisation mit dem 

Exozystenkomplex, der in der polarisierten Vesikelfreisetzung involviert ist (Vega und Hsu, 

2003). Die Interaktion der Septine mit dem Exozystenkomplex könnte für die 

Aufrechterhaltung neuronaler Polarität und für Prozesse wie synaptische Plastizität wichtig 

sein (Hsu et al., 1998). Zusätzlich wirkt Septin 2, das ubiquitär exprimiert wird, zusammen 

mit Septin 6 und 7 (Joberty et al., 2001) in der Zytokinese (Kinoshita et al., 1997). Septin 2 

ist zudem für die Aufrechterhaltung normaler Aktinlevel und gebündelter Aktinstrukturen 

essentiell (Schmidt und Nichols, 2004) und reguliert über Interaktion mit GLAST die 

Glutamataufnahme im Gehirn (Kinoshita et al., 2004). 
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Die Septine 3 und 5 sind die einzigen bisher bekannten Septine, die primär gehirnspezifisch 

vorkommen (Beites et al., 1999). Septin 3 ist Substrat der cGMP-abhängigen Kinase und als 

Phosphoprotein spezifisch in präsynaptischen Nervenendigungen präsent (Xue et al., 2000). 

Es ist auf synaptischen Vesikeln lokalisiert (Xue et al., 2004a) und könnte eine Rolle in der 

Dynamik synaptischer Vesikel spielen. Septin 3 zeigt eine starke Kolokalisation mit 

Synaptophysin und Dynamin I.  

 

Septin 5 assoziiert mit Membranen GABAerger synaptischer Vesikel (Caltagarone et al., 

1998; Kinoshita et al., 2000), kolokalisiert teilweise mit VAMP-2 (Peng 2002), interagiert mit 

Synaptophysin (Caltagarone et al., 1998), bindet über Syntaxin an den SNARE-Komplex 

(Beites et al., 1999), konkurriert mit NSF und den SNAPs um dessen Bindung und könnte 

daher die Verfügbarkeit der SNAREs für die Fusion regeln. So ist die Binderegion für 

Syntaxin auch Binderegion für VAMP-2 und SNAP-25. Septin 5 zeigt dementsprechend eine 

inhibitorische Rolle in der Exozytose (Dent et al., 2002) und könnte andere Proteine für die 

Exozytose rekrutieren. Septine könnten den Raum zwischen Vesikel- und Plasmamembran 

durch Bildung langer Filamente und Bindung der SNARE-Komplexe überbrücken oder durch 

Filamentbildung eine Barriere für die Fusion der Vesikel mit der Plasmamembran aufbauen. 

Möglich ist auch die Definition nicht-aktiver Zonen (Beites et al., 2005). Zusätzlich liegt 

Septin 5 im Komplex mit den Septinen 2 und 7 vor (Peng et al., 2002) und wird durch Septin 

3 im frontalen Cortex komplexiert (Takehashi et al., 2004). Einige Septine wie Septin 2 und 5 

fungieren aber nicht nur in der Vesikelfusion (Hsu et al., 1998; Beites et al., 1999), sondern 

auch in der Apoptose (Larisch et al., 2000) und Neurodegeneration (Dong et al., 2003). 

 

Septin 7 ist in postsynaptischen Fraktionen vorhanden (Walikonis et al., 2000), was eine 

Rolle in der Zellarchitektur suggeriert. Septin 11 wird in vielen Geweben exprimiert und 

kolokalisiert mit dem Zytoskelett (Hanai et al., 2004).  

4.6.3.7 Thy-1 

Thy-1 ist ein GPI-verankertes Membranprotein der Immunglobulin-Superfamilie (Williams 

und Gagnon, 1982; Low und Kincade, 1985). Es wird in nahezu allen Säugetieren im 

Nervensystem exprimiert (Morris, 1985) und liegt sowohl auf der Plasmamembran (Green 

und Kelly, 1992) als auch intrazellulär vor (Morris, 1985). Im Vergleich zur Zelloberfläche 

sind mehr als 50% des Proteins auf Vesikeln lokalisiert (Jeng et al., 1998). Nach Fusion der 

Vesikel mit der Plasmamembran bleibt ein signifikanter Teil des Thy-1 an der Membran 
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zurück und recycelt nicht mit den anderen Vesikelproteinen, möglicherweise, um mit 

extrazellulären Molekülen im synaptischen Spalt zu interagieren. Die Interferenz des Thy-1 

vermindert die Menge der Neurotransmitterfreisetzung. Dieser Effekt liegt zeitlich zwischen 

der Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration und der Fusion der Vesikel (Jeng et al., 

1998). Zusätzlich spielt Thy-1 eine Rolle in der Signaltransduktion über Erhöhung der 

intrazellulären Ca2+-Konzentration (Barboni et al., 1991) und Stimulation der 

Tyrosinphosphorylierung (Garnett et al., 1993). Die Entfernung des Thy-1 löst die 

Differenzierung und das Neuritenwachstum in primären Neuronen aus (Leifer et al., 1984). 

Knockout-Mäuse zeigen spezifische LTP-Defizite (Nosten-Bertrand et al., 1996).  

4.6.3.8 Sarkoglykane 

Die Sarkoglycan-Isoform ε wurde nicht signifikant über Massenspektrometrie identifiziert. 

Der von Prof. Imamura zur Verfügung gestellte Antikörper gegen zwei Sarkoglycan-

Isoformen konnte jedoch insbesondere in den unteren Fraktionen Protein nachweisen. Auch 

immungereinigte Fraktionen zeigten starke Immunsignale. 

 

Sarkoglykane sind essentielle Konstituenten des Dystrophin-assoziierten Proteinkomplexes  

(DAP), der wichtig für die Integrität gestreifter Muskelfasern ist. Er enthält u. a. die 

Sarkoglykane α, β, γ und δ. Diese Proteine sind membrandurchspannende Glycoproteine, 

assoziieren mit anderen membranären Komplexen und müssen im Komplex vorliegen, um 

funktionell zu sein. Zwei ε-Sarkoglykane, Typ I Transmembranglycoproteine, sind homolog 

zu α-Sarkoglykan (Ettinger et al., 1997; McNally et al., 1998). ε-Sarkoglykan 1 wird in einer 

breiten Vielfalt von Geweben exprimiert, die Isoform 2 zeigt dagegen hohe Abundanz im 

Gehirn. Beide werden in neuronalen und nicht-neuronalen Zellen exprimiert und scheinen im 

Gehirn nicht im Komplex mit Dystrophin vorzuliegen. Fraktionierungen ergeben, daß  

ε-Sarkoglykane in synaptischen Membranen dopaminerger Neuronen in der Substantia Nigra 

vorhanden sind (Nishiyama et al., 2004).  

4.6.3.9 Endozytose 

Proteine der Endozytosemaschinerie wie Clathrin und Dynamin nehmen im Verlauf der 

Präparation an Konzentration ab, sind in den oberen Fraktionen des Saccharosegradienten und 

in immungereinigten Fraktionen nicht vorhanden und daher als unspezifisch mit synaptischen 

Vesikeln assoziierte Proteine zu werten. Die Detektion per Massenspektrometrie ist 

vermutlich auf Spuren der Proteine in den entsprechenden Proben zurückzuführen. 
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Nach der Exozytose induzieren Clathrin-Triskelia und ihre Adaptorproteine AP2 und AP180 

die Endozytose synaptischer Vesikel (Keen et al., 1979). Der Zusammenbau wird durch 

Endophilin erleichtert, welches in der Kurvaturbildung assistiert (Schmidt et al., 1999). Nach 

Bildung der Vesikel werden diese von der Membran gelöst und erreichen das Zytoplasma 

durch Wirkung des Dynamin/Amphiphysin-Komplexes (Shupliakov et al., 1997). Diese 

endozytierten Vesikel, die nur transient ihre Clathrin Coats behalten, durchlaufen dann einen 

Coat-Entfernungsprozeß, um mit Neurotransmitter beladen und für die nächste Runde von 

Exozytose positioniert werden zu können. Nach Endozytose muß sichergestellt sein, daß die 

Vesikel gleicher Größe sind und keine homotypische Fusion durchlaufen. Ersteres wird durch 

Clathrin, Adaptorproteine und Dynamin gewährleistet (Zhang et al., 1999a). Auf synaptischen 

Vesikeln lokalisiertes rab5 (Mollard et al., 1994) hält die Größe der synaptischen Vesikel 

uniform, wahrscheinlich durch Verhinderung homotypischer Fusion (Jahn et al., 2003). 

4.6.3.9.1 Clathrin 

Die Clathrin-vermittelte Vesikelabschnürung ist essentiell für eine Vielzahl intrazellulärer 

Membrantransportreaktionen im sekretorischen und endozytotischen Weg (Schmid, 1997; 

Lafer, 2002). Dieser Prozeß läßt sich in verschiedene sequentielle Schritte einteilen, die die 

Rekrutierung des Clathrin Coats, Membraneinstülpung, Aufbau des Clathringerüstes und 

Vesikelhalses und Abschnürung des Vesikels beinhalten, was von einem schnellen Verlust 

des Coats begleitet wird (Schmid, 1997; Brodsky et al., 2001). Clathrin besteht aus 

Heterodimeren einer schweren Kette und einer von zwei leichten Ketten. 

Clathrinheterodimere bilden Triskelia, die aus drei schweren und drei leichten Ketten 

aufgebaut sind (Kirchhausen und Harrison, 1981).  

4.6.3.9.2 Adaptoren 

Die heterotetramere Adaptorenfamilie beinhaltet die fünf Mitglieder AP1, AP2, AP3, AP4 

und die β, γ, δ, ζ Subkomplexe von COPI (Boehm und Bonifacino, 2001). Alle AP-Komplexe 

bestehen aus zwei großen (α und β), einer mittleren (µ) und einer kleinen Untereinheit (σ) 

(Kirchhausen, 1999), welche die Membranproteine erkennt (Ohno et al., 1998). AP2 spielt 

eine zentrale Rolle in der endozytotischen CCV-Bildung über Rekrutierung von Clathrin, 

Phospholipiden, Proteinfracht und anderer Komponenten der CCVs. Kurze lineare 

Aminosäuresequenzen (Traffick Motive) in den zytoplasmatischen Arealen der 

transmembranären Proteinfracht bestimmen größtenteils die Routen, zwischen denen sie sich 

bewegen (Aridor und Traub, 2002). Dies geschieht über Interaktion mit einem Frachtrezeptor, 
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der in die Vesikel eingebaut wird und eine bestimmte Route determiniert. Die 

Phosphorylierung von AP2 ist lokalisationsabhängig und resultiert in der Bindung von 

Membranen und Sortiersignalen in Frachtmolekülen. Die Membranassoziation von AP2 wird 

zudem über die Interaktion mit PIP2 reguliert (Owen, 2004). Phosphoryliertes AP2 wird an 

die Membran rekrutiert. Nach der Bindung wird es dephosphoryliert, was die Rekrutierung 

des Clathrin und anderer Komponenten erlaubt. Ihr Zusammenbau wird durch 

Dephosphorylierung weiter unterstützt. Die Entfernung des Coats wird durch Hsc70 

katalysiert (Braell et al., 1984; Höning et al., 1994; Hannan et al., 1998). Die Dissoziation 

von AP2 und vermutlich auch der anderen Akzessorproteine wird durch Phosphorylierung 

getrieben (Fingerhut et al., 2001). Der Einbau von Lipid-Phosphatasen wie Synaptojanin 

(Haffner et al., 2000) in CCVs, die an α-Adaptin binden, würde ultimativ in der Bildung von 

PI-3-P aus PIP3 resultieren, gefolgt vom Abschnüren des Vesikels. PI-3-P ist das endosomale 

System markierende Polyphosphatidylinositol (Gillooly et al., 2000) und stellt das Ziel der 

Vesikel dar. Die Umwandlung von PIP3 in PI-3-P induziert außerdem die Entfernung des 

Vesikelcoats durch Reduktion der Bindungsstärke von AP2 an die Membran (Owen, 2004). 

 

AP1-Komplexe sind mit dem TGN assoziiert und im Transport von Proteinen zum 

endosomalen/lysosomalen System und zur Zelloberfläche (β1, μ1) involviert (Robinson, 

1987). 

4.6.3.9.3 AP2-assoziierte Kinase 

Die AP2-assoziierte Kinase ist vermutlich die endogene µ2-Kinase und spielt eine 

regulatorische Rolle in der Clathrin-vermittelten Endozytose sowie in der Regulation der 

Fettsäure- und Cholesterinbiosynthese (Quelle: Pubmed). 

4.6.3.9.4 Dynamin 

Die große GTPase Dynamin kontrolliert die Abschnürungsreaktion synaptischer Vesikel 

(Sever et al., 2000). Mit Dynamin interagierende Proteine wie Amphiphysin I und II (Wigge 

und McMahon, 1998) erkennen die C-terminale prolinreiche Domäne des Dynamin über ihre 

SH3-Domänen. Diese Bindung kann zu einer starken Aktivierung der GTPase-Aktivität in 

vitro führen. Die Interaktion mit sauren Phospholipiden wie PI-4,5-P2 stimuliert die GTPase-

Aktivität des Dynamin (Tuma et al., 1993; Zheng et al., 1996), könnte essentiell für die 

Rekrutierung des Dynamin an die Plasmamembran sein und dadurch die lokale 

Dynaminkonzentration erhöhen. Dynamin tendiert bei hohen Konzentrationen zur 
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Oligomerisierung, und die Selbstassemblierung stimuliert synergistisch die GTPase-Aktivität 

(Tuma und Collins, 1994).  

4.6.3.9.5 Amphiphysin 

Amphiphysin hilft bei der Generierung der Membrankurvatur an Clathrin-vermittelten 

Endozytosestellen und dient als multifunktioneller Adaptor zwischen Membran und anderen 

endozytotischen und Signal-Proteinen (Wigge und McMahon, 1998; Takei et al., 1999). Dies 

wird über die reversible Phosphorylierung während der Depolarisation der Nervenendigung 

reguliert (Bauerfeind et al., 1997; Tomizawa et al., 2003). Unter Ruhe ist Amphiphysin in 

vesikulären Clustern lokalisiert, wird aber bei Stimulation an endozytotische Zonen rekrutiert 

(Evergren et al., 2004). In ruhenden Nervenendigungen ist es konstitutiv phosphoryliert und 

durchläuft eine Ca2+- und stimulationsabhängige Dephosphorylierung (Bauerfeind et al., 

1997; Tomizawa et al., 2003), was die Interaktion mit AP2 und Clathrin verstärkt (Takei et 

al., 2005). Die Interaktion mit Dynamin wird durch die gleichzeitig stattfindende, 

stimulationsabhängige Dephosphorylierung von Dynamin stimuliert (Tomizawa et al., 2003; 

Yoshida et al., 2004). Es interagiert ferner mit Synaptojanin (Heuvel et al., 1997). 

Amphiphysin ist im Gehirn primär als Homo- und Heterodimer aus Amphiphysin 1 und 2 

präsent. Das Protein bindet saure Phospholipide und tubuliert Liposomen bei Bindung (Takei 

et al., 1999). Die Phosphorylierung kann über cdk5 und MAPK stattfinden (Tan et al., 2003; 

Shang et al., 2004). Applikation von Antisense-Oligonukleotiden resultiert in einem Kollaps 

der Wachstumszonen und Zerstörung der Aktin-Organisation ohne Beeinflussung der 

Endozytose. Dies impliziert eine von der Endozytose abweichende Funktion (Zhang und 

Zelhof, 2002).  

4.6.3.9.6 AP180 

AP180 bindet an Clathrin, Phosphoinositide (Ford et al., 2001) und wahrscheinlich VAMP-2 

(Nonet 1999) und agiert demnach vermutlich zusammen mit AP2 in den frühen Stufen der 

Clathrin-vermittelten Vesikelbildung (Royle und Lagnado, 2003). Zusätzlich bindet es 

Synaptotagmin I und könnte es dadurch während der Endozytose in sich abschnürende 

synaptische Vesikel rekrutieren (Jarousse et al., 2003). Über die Bindung an Inositol (Norris 

et al., 1995) und Phosphatidylinositolpolyphosphate (Hao et al., 1997) kann es den 

Zusammenbau des Clathrinkäfigs verhindern (Mao et al., 2001). AP180 reguliert zudem die 

Größe synaptischer Vesikel (Zhang et al., 1998; Nonet et al., 1999). 
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4.6.3.9.7 Phospholipide 

Wie für die aktive Zone der Exozytose gibt es auch für die Clathrin-vermittelte Endozytose 

spezielle Zonen (Gundelfinger et al., 2003). Diese können durch die Lipidzusammensetzung, 

das kortikale Zytoskelett oder spezielle Gerüstproteine geschaffen werden. Die Hydrolyse der 

PIP2 durch die Polyphosphoinositid-Phosphatase Synaptojanin (McPherson et al., 1996) ist 

unabdingbar für die Entfernung des Clathrin Coats der gebildeten Vesikel. Obwohl 

Phosphatidylinositide nur eine geringe Fraktion der Membranphospholipide darstellen, 

besitzen sie eine Schlüsselrolle in der Regulation von Membranverkehr und Signalereignissen 

an der Synapse (Cremona und De Camilli, 2001). Die Modulation der Synthese, die 

Umwandlung und der Abbau von Phosphatidylinositolen ist ein essentieller Mechanismus für 

die zeitliche und räumliche Koordination von Signalprozessen, Membranverkehr und des 

Aktin-Zytoskeletts (Cremona und De Camilli, 2001; Martin, 2001). Mehrere Proteine im 

Zyklus synaptischer Vesikel enthalten PI-4,5-P2-bindende Domänen wie die Pleckstrin-

Homologie-Domänen (PH) (Martin, 2001). PIP2-reiche Mikrodomänen können spezifische 

Stellen für den vesikulären Membranverkehr etablieren (Martin, 2001) und sind an nahezu 

allen Clathrin-vermittelten Schritten der Endozytose beteiligt (Gundelfinger et al., 2003). So 

hängen die anfänglichen Schritte der Bildung des Clathrin Coats von der PIP2-vermittelten 

Membranrekrutierung des Clathrin Coats und assoziierter Proteine ab, wozu AP2 (Gaidarov 

und Keen, 1999), AP180 (Ford et al., 2001) und Epsin (Itoh et al., 2001) zählen. Die 

Freisetzung endozytotischer Vesikel von der Plasmamembran beinhaltet Dynamin. Die 

Bindung des PIP2 an deren PH-Domäne ist essentiell für die Membranrekrutierung und 

endozytotische Funktion (Hinshaw, 2000). Die lokale Synthese der PI-Phosphate in 

Membrandomänen könnte für die Regulation der durch Aktin polymerisationsgetriebenen 

Vesikelbewegung dienen (Rozelle et al., 2000). PIP2 ist aber auch für die Exozytose 

entscheidend. Während des Primingvorgangs bindet das PI-Transferprotein an PI-4-P und 

präsentiert es der PI-4-P-5Kinase, die PI-4,5-P2 bildet (Hay et al., 1995). PIP2 ist in 

neuroendokrinen Zellen an der Plasmamembran lokalisiert und hemmt die Ca2+-stimulierte 

Exozytose (Holz et al., 2000). 

4.6.3.9.8 Synaptojanin 

Inositol-5’-Phosphatasen repräsentieren eine Familie von Proteinen, die das 5’-Phosphat des 

Inositolringes von Inositolpolyphosphaten und/oder Phosphoinositiden abspalten (Jefferson et 

al., 1997). Mitglieder dieser Familie spielen in zellulären Prozessen wie intrazellulärer 

Signalkaskaden, Zytoskelettfunktion und Membrandynamik eine wichtige Rolle (Woscholski 
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und Parker, 1997). Eine Untergruppe bilden die Synaptojanine (McPherson et al., 1996), die 

an bestimmten subzellulären Stellen lokalisieren (Cremona et al., 1999). Synaptojanin 1 spielt 

in den Nervenendigungen vermutlich eine Rolle in der Clathrin-vermittelten Endozytose 

(Haffner et al., 1997) und fungiert zudem im Aktinzytoskelett und der intrazellulären 

Signalgebung (Mitchell et al., 1996; Sakisaka et al., 1997).  

4.6.3.9.9 EHD-Proteine 

Neben den klassisch involvierten Proteinen werden auch Proteine mit Eps15 Homologie 

(EH)-Domänen für die Endozytose rekrutiert. EH-Domänen (EHD) enthaltende Proteine 

bilden zusammen mit ihren Interaktionspartnern ein Netzwerk, das im endozytotischen 

Transport involviert ist (Polo et al., 2003) und dienen vermutlich als molekulare Gerüste. Eine 

weitere Funktion ist die Regulation der Aktindynamik (Duncan et al., 2001; Hussain et al., 

2001). Einige EHD-Proteine regulieren die Aktinfilamente über Interaktion mit GAPs für die 

rho-GTPasen Rac1 und cdc42 (Yamaguchi et al., 1997; Ikeda et al., 1998), was in der  

Aktinassemblierung resultiert. Andere dienen als GEDs für cdc42 (Hussain et al., 2001) oder 

binden an Proteine, die den ARP2/3 Komplex aktivieren und so die Nukleation neuer 

Aktinfilamente stimulieren (Millard et al., 2004). EHD-Proteine spielen zudem verschiedene 

Rollen in der Signaltransduktion (Adams et al., 2000; Tong et al., 2000), da sie meist 

zusätzlich SH3- und prolinreiche Domänen besitzen. EHD1 interagiert u. a. mit SNAP-29, 

AP2 alpha, der schweren Kette des Clathrin, Syndapin I und II, Rabenosyn-5, Epsin und 

Stonin 2 (Rotem-Yehudar et al., 2001; Naslavsky et al., 2004; Braun et al., 2005; Naslavsky 

und Caplan, 2005). Neben der Regulation Clathrin-vermittelter Transporte kontrolliert EHD1 

das endozytotische Recyceln und den Transport von Rezeptoren, die über Clathrin-

unabhängige Wege internalisiert wurden. EHD1 selbst wird durch die kleine GTPase ARF6 

reguliert (Caplan et al., 2002). Die Interaktion mit Rabenosyn 5 gibt die Rolle im Transport 

von frühem Endosom zum endosomalen Recycling Kompartiment wieder (Naslavsky et al., 

2004).  

4.6.3.9.10 Flotillin-1 / Reggie-2 

Flotillin-1 ist im Saccharosegradienten nur in den unteren Fraktionen detektierbar, läßt sich 

aber in geringer Konzentration auch in der immungereinigten Probe nachweisen. Die 

Assoziation von Flotillin mit synaptischen Vesikeln ist daher nicht auszuschließen. 
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Innerhalb von Säugerzellen werden Proteine in verschiedene organelläre 

Membrankompartimente wie Caveolae unterteilt (Yamada, 1955; Severs, 1988), und diese 

Lokalisation beeinflußt die Funktion der Proteine (Bickel et al., 1997). Caveolinreiche 

Membranen enthalten heterotrimere G-Proteine, kleine G-Proteine wie H-Ras und Rap-

GTPasen (Li et al., 1995b; Song et al., 1996). In allen Geweben zeigen Caveolin und Flotillin 

gleiche Expressionslevel. Nur im Gehirn ist Caveolin nicht nachweisbar, obwohl Caveolae-

ähnliche Strukturen existieren (Olive et al., 1995; Bouillot et al., 1996). Flotillin könnte diese 

Rolle übernehmen (Bickel et al., 1997). So wurde Flotillin-1 in Endosomen (Glebov et al., 

2006), Lysosomen und im Zellkern identifiziert (Kokubo et al., 2003; Liu et al., 2005; 

Santamaria et al., 2005) und definiert eine bestimmte Klasse Clathrin-unabhängiger, 

endozytotischer Strukturen (Glebov et al., 2006).  

4.6.3.9.11 MAL2A 

MAL ist ein integrales, mit „Lipid Rafts“ assoziiertes Membranprotein mit essentieller Rolle 

im Proteintransport (de Marco et al., 2002) und wird spezifisch in polarisierten Epithelzellen, 

sekretorischen Zellen, Neuronen, dendritischen Zellen und Mastzellen exprimiert (Marazuela 

et al., 2004).  

4.6.3.10 Zytoskelett 

4.6.3.10.1 Aktin 

Die Immunanalysen in dieser Arbeit geben die Assoziation von Aktin mit synaptischen 

Vesikeln wieder. Sowohl in den Fraktionen des Saccharosegradienten als auch über 

Massenspektrometrie wurde das Protein nachgewiesen. Eine der Funktionen von Aktin im 

Nervensystem ist die strukturelle Organisation der Nervenendigung (Doussau und Augustine, 

2000; Dillon und Goda, 2005), die die geregelte Verteilung synaptischer Vesikel 

aufrechterhält. Jeder der physiologischen Parameter des Vesikelzyklus ist durch das 

Aktinzytoskelett beeinflußt (Doussau und Augustine, 2000). So reguliert Aktin die 

Verfügbarkeit des Reservepools, den es als physische Barriere umgibt (Richards et al., 2004). 

Dies könnte durch Synapsine weiter verstärkt werden (Greengard et al., 1994). Für die 

Mobilisierung des Reservepools könnte es Schienen darstellen, entlang derer Vesikel über 

Motorproteine transportiert werden (Evans et al., 1998). Möglich ist auch eine passive 

Barriere zwischen RRP und Reservepool. Zusätzlich wird die Freisetzung der 

Neurotransmitter an der aktiven Zone direkt durch Aktin geregelt. Eukaryotische Zellen 
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verfügen über ein kortikales Aktin-Spektrin-basierendes Zytoskelett, das der Plasmamembran 

anliegt (Gundelfinger et al., 2003). Das Aktin-Spektrin-Netzwerk bildet eine passive Barriere, 

die den Zugang zu den aktiven Zentren verhindert. Um bestimmten Vesikeln den Zugang zur 

Plasmamembran zu gewährleisten, müssen Aktinfilamente lokal ab- oder umgebaut werden 

(Valentijn et al., 1999; Trifaro et al., 2000). Der Abbau kortikalen Aktins wird durch die PKC 

ausgelöst, welche wiederum den Aktinumbau über Phosphorylierung von MARCKS 

(myristoylated alanine-rich C kinase-substrate) fördert (Trifaro et al., 2002). Während der 

Endozytose könnte Aktin zudem in Kombination mit Dynamin eine Rolle in der Abschnürung 

der CCVs spielen (Dillon und Goda, 2005). So wachsen Aktinfilamente nach Stimulation der 

Nervenendigung aus der endozytotischen Zone heraus. Diese Filamente sind mit synaptischen 

Vesikeln assoziiert und transportieren vermutlich die Vesikel im endozytotischen Prozeß 

(Shupliakov et al., 2002). Die Aktinpolymerisation an der Membran ist hierbei die treibende 

Kraft für die Bewegung der Vesikel weg von der Plasmamembran (Kaksonen et al., 2005). 

Aktin könnte ferner als Gerüst für die Rekrutierung von Akzessorproteinen dienen (Qualmann 

und Kessels, 2002) und dadurch die Stellen der Endozytose definieren bzw. räumlich 

begrenzen (Ehrlich et al., 2004). Welche Funktionen auch immer durch Aktinfilamente 

ausgeübt werden, sie müssen durch Hilfsproteine wie Synapsin, Myosin, Protein Kinase C, 

Rabphilin oder Profilin vermittelt werden.  

4.6.3.10.1.1 Profilin 

Das kleine G-Protein Profilin reguliert über ADP/ATP-Austausch im Aktin und Interaktion 

mit ARP2/3 den Aktinaufbau und die Filamentdynamik (Schluter et al., 1997; Ayscough, 

1998) und wird durch Ca2+ reguliert. Eine Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration 

während synaptischer Aktivität könnte das Aktinnetzwerk modulieren und den Vesikeln den 

Zugang zur aktiven Zone erlauben (Doussau und Augustine, 2000).  

4.6.3.10.1.2 ARP2/3 

Der ARP2/3-Komplex ist Schlüsselregulator der Aktinpolymerisation (Pollard und Borisy, 

2003). Der Komplex fördert den Zusammenbau dendritischer Aktinnetzwerke, die 

Zellbewegung, Phagozytose und intrazelluläre Beweglichkeit von Lipidvesikeln, Organellen 

und invasiver Pathogene (Welch und Mullins, 2002). Der 220 kDa-Komplex besteht aus zwei 

aktinverwandten Proteinen, Arp2 und Arp3, und fünf weiteren Untereinheiten (ARPC1-

ARPC5). Der Komplex selbst hat eine geringe Nukleationssaktivität, fördert aber nach 

Bindung an NPFs (nucleation promoting factors), ATP und bereits bestehende Aktinfilamente 

die Bildung einer verzweigten Aktinstruktur mit 70°-Verzweigungen (Mullins et al., 1998; 
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Volkmann et al., 2001). Der ARP2/3-Komplex ist essentiell für die Exozytose in Hefe und 

wird in der Clathrin-vermittelten Endozytose in Säugetieren vermutet, da er transient mit 

CCVs assoziiert ist (Merrifield, 2004). Zudem bindet Dynamin an verschiedene Aktivatoren 

des ARP2/3-Komplexes (Qualmann et al., 2000). Unter der Kontrolle von Dynamin könnte so 

die Aktinpolymerisation den Schritt der Vesikelschließung vor der Abschnürung bewirken 

sowie für die Bewegung der Vesikel weg von der Plasmamembran verantwortlich sein 

(Merrifield, 2004).  

4.6.3.10.1.3 ARP1 

ARP1 ist eine Untereinheit von Dynactin und interagiert direkt mit βIII-Spektrin. Diese 

Interaktion vermittelt die direkte Interaktion von Dynein mit Dynactin am Vesikel und steuert 

dadurch den aktiven, Dynein-getriebenen Transport spezifischer vesikulärer Fracht entlang 

der Mikrotubuli (Holleran et al., 2001). 

4.6.3.10.1.4 Capping Protein 

Das Capping Protein (CP), auch bekannt als β-Actinin, ist ein αβ-Heterodimer, der an die 

bärtigen Enden von Aktinfilamenten bindet (Hart et al., 1997). CP ist für die Assemblierung 

und Organisation des Zytoskeletts wichtig, kolokalisiert mit bestimmten zellulären 

Aktinfilamenten (Cooper et al., 1999) und ist Teil des Dynactin-Komplexes am Ende kurzer 

Aktin-ähnlicher Filamente (Schafer et al., 1994). Es ist essentiell für die initiale Bewegung 

endozytotischer Vesikel weg von der Plasmamembran, die vermutlich abgeschnürte Vesikel 

darstellen. Die wichtige Rolle des Capping bärtiger Aktinenden durch das Capping Protein 

liegt darin, die Aktinfilamente des durch ARP2/3 verzweigten Netzwerkes kurz zu halten, was 

das Netzwerk stark macht und Filamentwachstum nur an freien Enden erlaubt, die in der Nähe 

der Objekte liegen, die bewegt werden sollen (Kim et al., 2006). Der Verlust des Capping 

Protein resultiert in einer gehemmten Bewegung endozytotischer Vesikel weg von der 

Plasmamembran. Verschiedene Isoformen der Untereinheiten zeigen abweichende 

subzelluläre Lokalisationen (Schafer et al., 1994; Hart et al., 1997). Die Untereinheit alpha 2 

ist hierbei vorzugsweise im Gehirn zu finden (Hart et al., 1997).  

4.6.3.10.1.5 Myosin-Va 

Myosine sind dimere, aktinbasierende Motoren, die ATP hydrolysieren, um sich entlang von 

Aktinfilamenten zu bewegen. Die aktinabhängige ATPase-Aktivität von Myosin wird durch 

die Myosin Light Chain Kinase (MLCK) aktiviert. Die Blockade eines der beiden Proteine 

resultiert in einer Hemmung der Neurotransmitterfreisetzung bei lang anhaltender Stimulation 
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(Prekeris und Terrian, 1997; Ryan, 1999), was eine Inhibition der Mobilisierung synaptischer 

Vesikel des Reservepools suggeriert. Myosin könnte ferner als präsynaptischer Ca2+-Effektor 

agieren, da es mit synaptischen Vesikeln in einer Ca2+-abhängigen Weise interagiert (Prekeris 

und Terrian, 1997). Auch Calmodulin bindet an Myosin, und dieser Komplex ist effizienter 

für die Aktivierung der CaMKII (Costa et al., 1999). Myosin könnte demnach Calmodulin an 

synaptische Vesikel rekrutieren und lokal die CaMKII aktivieren, um vesikelassoziierte 

Substrate wie Synapsine zu phosphorylieren (Doussau et al., 2000). Myosin-V wird in allen 

Kompartimenten von Nervenzellen gefunden und ist essentiell für die lokalen Bewegung der 

Vesikel (Kabsch und Vandekerckhove, 1992; Bridgman, 1999). Myosin-Va ist mit 

endosomalen (Rodriguez und Cheney, 2002) und synaptischen Vesikeln assoziiert und bindet 

an den binären VAMP-2/Synaptophysin-Komplex (Prekeris und Terrian, 1997). Myosin-Va 

kann zudem Syntaxin 1A binden. Diese Interaktion, verbunden mit der Ca2+-abhängigen 

Freisetzung des Calmodulin von der Halsregion des Myosin-Va, ist involviert in der Ca2+-

regulierten Exozytose und könnte die Rekrutierung synaptischer Vesikel zum RRP während 

anhaltender Sekretion regulieren (Watanabe et al., 2005). In Melanosomen bindet Myosin-Va 

an rab27a-GTP und Melanophilin, einen putativen rab27-Effektor, der als Rezeptor Myosin-

Va rekrutiert. Dies könnte auch für andere Vesikel gegeben sein, so daß rab-Proteine und ihre 

Effektoren Myosin-Va spezifisch an bestimmte Organellen rekrutieren (Wu et al., 2002).  

4.6.3.10.1.6 Elongation Factor 1 

Elongation Factor 1 alpha ist eine essentielle Komponente der Proteinsynthesemaschine 

(Slobin, 1980), katalysiert die GTP-abhängige Bindung von Aminoacyl-tRNA an Ribosomen 

und reguliert dadurch die Genauigkeit und Schnelligkeit der Polypeptid-Elongation während 

der Translation (Sprinzl, 1994). Der Großteil der Proteinsynthesemaschinerie wird in 

Assoziation mit dem Aktin-Zytoskelett gefunden (Condeelis, 1995). Auch EF1α, EF1β, EF2, 

mRNA und Ribosomen sind mit dem Aktinzytoskelett assoziiert (Bektas et al., 1994), was 

Transport und Verankerung der Maschinerie vermitteln und zur Lokalisierung bestimmter 

Proteinprodukte genutzt werden könnte (Kislauskis et al., 1994). So werden Aktinfilamente 

durch EF1 verbunden (Yang et al., 1993) und  die Raten der Aktinpolymerisation verändert, 

was in einer Hemmung der Aktinpolymerisation durch sterische Blockade der 

Monomeraddition resultiert. Die Interaktion von EF1 mit Aktin und Aminoacyl-tRNA ist 

kompetitiv. Geringfügige lokale pH-Änderungen können die Dynamik regulieren (Liu et al., 

1996). EF1 bindet zudem Mikrotubuli (Yang et al., 1993), was in deren Durchtrennung 
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resultiert (Shiina et al., 1994). EF1α kann außerdem die Phosphatidylinositol-4-Kinase 

aktivieren (Yang et al., 1993) und Calmodulin binden (Kaur und Ruben, 1994). 

4.6.3.10.2 Mikrotubuli 

Tubulin ist gemäß der Analyse des Saccharosegradienten ausschließlich in den unteren 

Fraktionen präsent. Dennoch wurde Tubulin nach Immunreinigung, 2D-Elektrophorese und 

Immunblot sowie durch Massenspektrometrie in den oberen Fraktionen nachgewiesen.  

 

Mikrotubuli sind in Axonen so organisiert, daß ihre Minusenden zum Perikaryon und die 

Plusenden zu den Synapsen zeigen (Baas et al., 1988). Mikrotubuli werden für den 

Langstreckentransport genutzt, während lokale Bewegungen in der Zellperipherie über Aktin 

vermittelt werden (Goode et al., 2000). Ein Teil der Mikrotubuli reicht jedoch in die kortikale 

Zytoskelettmatrix von Nervenendigungen und ist manchmal mit synaptischen Vesikeln 

dekoriert (Gray et al., 1982; Westrum et al., 1983; Hirokawa et al., 1989). Möglicherweise 

werden Mikrotubuli in Nervenendigungen durch Ca2+-abhängige Synaptotagmin 1-Bindung 

an Tubulin (Honda et al., 2002) gebildet und erhalten. Die Bindung findet über C2A und C2B 

und nur bei hohen Ca2+-Konzentrationen statt. Da Ca2+ die Tubulinpolymerisation hemmt, 

Synaptotagmin aber genau dort bindet, wo Ca2+ blockiert, könnte Synaptotagmin I die 

Polymerisation fördern. Aufgrund der hohen lokalen Ca2+-Konzentration und der schnellen 

Entfernung von Ca2+ in der Nervenendigung wäre die Mikrotubuli-Population sehr dynamisch 

und kurzlebig (Honda et al., 2002). Neueste Berichte sprechen für eine Rolle des Tubulin im 

Vesikelverkehr der CCVs (Hussain et al., 2003; Rappoport et al., 2003). Zusätzliches Indiz 

für die Anwesenheit in Nervenendigungen ist die Anwesenheit von KIF3A-Kinesin auf 

synaptischen Vesikeln an der aktiven Zone (Muresan et al., 1999), das für den anterograden 

Transport verantwortlich sein könnte. Zwei Typen von Motoren, Kinesin und 

zytoplasmatisches Dynein, bewegen Moleküle und Organellen anterograd und retrograd 

entlang der Mikrotubuli (Vallee und Bloom, 1991).  

4.6.3.10.2.1 Dynein 

Dynein wurde als Protein identifiziert, das nach Stimulation von Neuronen eine 

Abundanzerhöhung um Faktor 1,96 zeigt. Zytoplasmatisches Dynein ist ein Mitglied der 

Dynein-Superfamilie (Hirokawa, 1998) und bildet einen großen Komplex (1200 kDa), 

bestehend aus 2 schweren (~530 kDa) (Vallee und Shpetner, 1990), 3 intermediären (74 kDa) 

und 4 intermediären leichten Ketten (~55 kDa) (Gill et al., 1994) sowie verschiedener leichter 
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Ketten (King et al., 1996; Bowman et al., 1999) und bewegt sich entlang von Mikrotubuli zu 

deren Minuspol (Schnapp und Reese, 1989; Schroer, 1994). Es assoziiert mit dem 

Proteinkomplex Dynactin (Schafer et al., 1994), der u. a. ARP1, Aktin und das Capping 

Protein enthält. Diese Interaktion stellt den Kontakt zur Vesikelmembran her (Holleran et al., 

2001). Dynein ist demnach Motor für den Transport membranärer Organellen im Axon 

(Schnapp und Reese, 1989; Waterman-Storer et al., 1997) und zudem für die Verteilung 

später Endosomen und Lysosomen (Lin und Collins, 1992), die Lokalisation des Golgi 

(Corthesy-Theulaz et al., 1992), den vesikulären Transport von frühem zu spätem Endosom 

(Aniento et al., 1993) und die Bewegung von Phagosomen verantwortlich (Blocker et al., 

1997). Die Regulation erfolgt vermutlich durch Phosphorylierung (Dillman et al., 1996).  

4.6.3.10.2.2 STOP 

In einer Reihe von Zelltypen resultiert die Kältestabilität der Mikrotubuli aus einer Familie 

Calmodulin-regulierter Proteine - der STOP-Proteine (stable tubulin only polypeptide) (Job et 

al., 1982), welche die Dynamik der Mikrotubuli reversibel blockieren können (Bosc et al., 

1999). Neuronale Zellen enthalten viele stabilisierte Mikrotubuli (Baas et al., 1988), was 

durch Modifikation der Tubuline und durch Entfernung des C-terminalen Tyrosinrestes der  

α-Untereinheit durch Carboxypeptidase erreicht wird (MacRae, 1997). In sehr langlebigen 

Polymeren wird zusätzlich die vorletzte C-terminale Aminosäure abgespalten (Paturle-

Lafanechere et al., 1994). Ungefähr 60% neuronaler Mikrotubuli sind mit STOP assoziiert, 

das vor allem an kältestabilen und detyrosinierten Mikrotubuli anreichert. Interferenz der 

STOP-Bindung an Mikrotubuli resultiert in einem Verlust ihrer Stabilität. Da die Interferenz 

in Anwesenheit von NGF zu einem Verlust der Neuritenbildung führt, sind STOP-Proteine 

vermutlich wichtig für eine normale neuronale Differenzierung (Guillaud et al., 1998). 

4.6.3.10.2.3 p25 

p25α (TPPP oder tubulin polymerization promoting protein) ist ein kleines basisches Protein 

(Tirian et al., 2003), das mit dem tau-Protein präzipitiert (Takahashi et al., 1991). p25 hat 

submikromolare Affinität für Tubulin (Tirian et al., 2003) und verursacht abweichende 

Mikrotubuli-Assemblate bei substöchiometrischen Konzentrationen (Martin, 2002). p25α aus 

der Ratte ist potenter Inhibitor der Glycogen Synthase Kinase 3 (Martin et al., 2002), 

humanes p25α stimuliert die Aggregation von α-Synuclein, der Hauptkomponente der mit 

Parkinson assoziierten Lewy-Körper (Lindersson et al., 2005). p25 kann sowohl 
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Tubulinmonomere als auch -polymere binden und Monomere in Mikrotubuli assemblieren 

(Tirian et al., 2003).  

4.6.3.10.3 Intermediärfilamente 

Intermediärfilamente bilden eine große Proteinfamilie, die gewebespezifisch exprimiert 

werden (Herrmann und Aebi, 2000) und basierend auf Sequenzhomologien und Genstruktur 

in sechs Typen unterteilt werden. Bisher wurden fünf Intermediärfilament-Proteine in reifen 

Neuronen detektiert: die drei Neurofilament-Proteine, α-Internexin und Peripherin (Lariviere 

und Julien, 2004). Intermediärfilamente bewirken durch Erzeugung eines intrazellulären 

Gerüstes mechanische Stabilität für die Zellen (Lariviere und Julien, 2004) und könnten auch 

am Axonwachstum beteiligt sein (Lin und Szaro, 1995). Von der normalen Lokalisation 

abweichende neuronale Intermediärfilamente können zu progressiver Neurodegeneration und 

Neuronentod führen (Chien et al., 2005).  

4.6.3.10.3.1 Neurofilamente 

Neurofilamente bestehen aus drei Untereinheiten, NF-H, NF-M und NF-L (schwere, mittlere 

und leichte Kette) und bilden den Haupttyp der Intermediärfilamente adulter Neuronen. 

Phosphorylierungsabhängige Interaktion von Neurofilamenten miteinander und mit anderen 

Strukturen des Zytoskeletts regulieren vermutlich die Bildung eines Zytoskelettgerüstes, das 

reife Axone unterstützt (Grant und Pant, 2000). Neurofilamente werden entlang des Axons 

über Dynein und Kinesin transportiert (Prahlad et al., 2000). Die Interaktion mit Myosin-Va 

ist nötig für den Aufbau einer normalen Neurofilamentverteilung im Axon (Rao et al., 2002). 

4.6.3.10.3.2 Alpha-Internexin 

Alpha-Internexin, auch bekannt als NF66, ist ein neuronales Intermediärfilament, das in 

Neuronen exprimiert wird, die Differenzierung und Reifung durchlaufen (Fliegner et al., 

1994). Es gehört wie NF-L, -M und -H zur Klasse IV der Intermediärfilamente (Ching und 

Liem, 1991). α-Internexin kann homooligomere und mit den Neurofilamenten 

heterooligomere Filamente bilden, während die Neurofilamente obligate Heteropolymere sind 

(Lariviere und Julien, 2004). Alpha-Internexin fördert das Axon- und Neuritenwachstum 

(Lariviere und Julien, 2004; Chien et al., 2005).  
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4.6.3.10.4 Spektrin 

Spektrine können Membranen und Membranproteinkomplexe an F-Aktin oder Mikrotubuli-

Motoren wie Dynein-Dynactin und einige Kinesine binden (Matteis und Morrow, 2000). 

Verschiedene β-Spektrine spielen spezifische Rollen in der Bildung einzigartiger 

Mikrodomänen. β1-Spektrin ist neben der ubiquitären Expression in einer Vielzahl von 

Geweben auch im Gehirn vorhanden (Goodman et al., 1995) und assoziiert dort über 

Synapsin I mit synaptischen Vesikeln (Sikorski et al., 1991). Die Verbindung der 

synaptischen Vesikel an Spektrin und damit auch an die Plasmamembran ist hierbei 

unabhängig vom Phosphorylierungsstatus der Synapsine (Sikorski et al., 1991), aber 

kompetitiv mit der Interaktion zwischen Spektrin und Aktin. Solch eine Interaktion würde 

demnach Spektrin von F-Aktin dissoziieren. βIII-Spektrin ist an synaptischen Vesikeln 

vorhanden, an der Plasmamembran angereichert und interagiert mit Munc13 (Sakaguchi et 

al., 1998). Dies legt nahe, daß βIII-Spektrin zusammen mit Munc13 in die 

Neurotransmitterfreisetzung involviert ist, da die Reorganisation des Zytoskeletts die Ca2+-

abhängige Exozytose reguliert (Trifaro und Vitale, 1993). Zudem sind Dynein, Dynactin und 

Spektrin essentiell für die Rekonstitution des minus-gerichteten Transporters axonaler Vesikel 

entlang von Mikrotubuli (Muresan et al., 2001). 

4.6.3.11 G-Proteine 

Zwei Klassen GTP-bindender Proteine sind existent. Heterotrimere G-Proteine bestehen aus 

den Untereinheiten α, β und γ, die nach Aktivierung in Gα und Gβγ dissoziieren. Sie 

transduzieren rezeptorvermittelte Signale über die Plasmamembran an spezifische 

Effektorsysteme wie die Adenylatzyklase, cGMP-Phosphodiesterase, Phospholipasen und 

Ionenkanäle (Gilman, 1987). Die zweite Klasse sind kleine GTP-bindende Proteine. Neben H- 

(Shimizu et al., 1983), N- und K-Ras (DeFeo et al., 1981) gehören Rho (Madaule et al., 

1987), Ral (Chardin und Tavitian, 1986), rab-Homologe (Touchot et al., 1987), Rap-

Homologe (Pizon et al., 1988), Rac (ras-related C3 botulinum toxin substrate) (Didsbury et 

al., 1989) und ARF (Sewell und Kahn, 1988) dazu.  

4.6.3.11.1 Heterotrimere G-Proteine 

Das heterotrimere G-Protein GO2 ist konstitutiv mit synaptischen Vesikeln assoziiert. Die α-

Untereinheit reguliert hierbei die Aktivität des vesikulären Monoamintransporters (Holtje et 

al., 2000) und kontrolliert die Glutamataufnahme in synaptische Vesikel (Pahner et al., 2003). 
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4.6.3.11.2 ARF 

ARFs (ADP-ribosylation factor) bilden eine Familie kleiner GTP-bindender Proteine (Turner 

et al., 2001). Die ARF-Familie beinhaltet sechs Mitglieder und ARF-ähnliche Proteine. ARFs 

sind in der Regulation der Vesikelabschnürung und der Reorganisation des Zytoskeletts 

involviert. Wie für die anderen kleinen GTPasen wird die Aktivierung und Deaktivierung 

durch GEFs und GAPs reguliert. GAP1 ist das erste Molekül, das als ARF-GAP beschrieben 

wurde und spezifisch mit ARF1 interagiert (Cukierman et al., 1995). GAP1 lokalisiert im 

Golgi und interagiert mit COP1 (Eugster et al., 2000). ARF6 ist im 

Plasmamembran/Endosomen-Verkehr und der kortikalen Aktin-Organisation involviert 

(Chavrier und Goud, 1999). Dies beinhaltet die von Clathrin abhängige und unabhängige 

Endozytose (Altschuler et al., 1999; Blagoveshchenskaya et al., 2002). ARF6 stimuliert über 

Aktivierung der PI4P5-Kinase die Membranassoziation von AP2 (Krauss et al., 2003) und ist 

in die frühen Stadien der Clathrin-vermittelten Rezeptorinternalisierung durch direkte 

Kontrolle der AP2-Assemblierung auf der Plasmamembran involviert (Paleotti et al., 2005).  

4.6.3.11.3 Ras 

Ras-Proteine vermitteln die Signaltransduktion extrazellulärer Signale zum Zellkern und 

regulieren darüber ein breites Spektrum intrazellulärer Prozesse (Marshall, 1995). Die 

palmitoylierten Formen von Ras, N-Ras und H-Ras, werden sowohl auf der Plasmamembran 

als auch auf dem Golgi exprimiert. Sie werden im Zytosol synthetisiert und assoziieren mit 

Membranen als nach posttranslationaler Modifikation (Clarke, 1992). Am Golgi werden Ras-

Proteine über die PLCγ aktiviert, die über Bildung von DAG und IP3 zur Ca2+-Freisetzung 

führt (Chin et al., 2002b). Zusätzlich können N- und H-Ras an der Plasmamembran 

depalmitoyliert werden und dann retrograd zum Golgi transportiert werden (Goodwin et al., 

2005). Ras aktiviert dort Erk und Akt, nicht aber Jnk. Dagegen sind ER-ständige Ras-Proteine 

schwache Aktivatoren von Erk und Akt, wirken aber stark auf Jnk (Chiu et al., 2002). Die 

subzelluläre Lokalisation von Ras hat daher einen wichtigen Einfluß auf das Signal-Output. 

Auch K-Ras sitzt an der Plasmamembran, wird aber nach Phosphorylierung zu den internen 

Membranen rekrutiert. Hierzu zählt auch die äußere Mitochondrienmembran (Philips, 2005).  

4.6.3.11.4 Ral 

RalA und B (ras-like) sind Mitglieder der Ras-Superfamilie kleiner GTPasen (Chardin und 

Tavitian, 1986). Wie andere GTPasen dienen sie als molekulare Schalter und zyklisieren 

zwischen einer aktiven, GTP-gebundenen und einer inaktiven, GDP-gebundenen Form (Takai 
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et al., 2001). Sie sind wichtig für diverse zelluläre Funktionen, wie die Kontrolle der 

Zellproliferation (Chien und White, 2003), Migration (Gildea et al., 2002), Filopodienbildung 

(Sugihara et al., 2002), Differenzierung (Ruiter et al., 2000), Organisation des Zytoskeletts 

(Bhattacharya et al., 2002), vesikulären Transports (Moskalenko et al., 2002), Exozytose 

(Polzin et al., 2002) und Rezeptorendozytose (Nakashima et al., 1999; Jullien-Flores et al., 

2000). RalA und B binden Calmodulin in einer Ca2+-abhängigen und -unabhängigen Weise 

(Clough et al., 2002) und fördern durch Bindung die Aktivität der Phospholipase C-δ1. Die 

Rolle der PLC-δ1 liegt in der Amplifizierung oder Aufrechterhaltung der IP3-Produktion, die 

durch PLC-β, -γ und -ε initiiert wird (Sidhu et al., 2005). Ral-Proteine werden über Ral-GEFs 

aktiviert, die Ziel GTP-gebundener Ras-Proteine sind (Feig, 2003). Daneben gibt es aber auch 

Ras-unabhängige Mechanismen wie über die kleine GTPase RAP (Wolthuis et al., 1998). Ral 

operiert synergistisch mit kleinen GTPasen der ARF-Familie (Luo et al., 1998). 

 

Ral-Proteine spielen neben den rab-Proteinen eine wichtige Rolle in der Vesikelregulation. 

RalA sitzt auf Plasmamembranen, während RalB auf intrazellulären Vesikeln lokalisiert ist 

(Gasman et al., 1999). Sie werden durch Calmodulin von der Membran eluiert (Park, 2001). 

Die Ral-Proteine haben an der Regulation der ARF-abhängigen Phospholipase D teil (Jiang et 

al., 1995; Luo et al., 1997), ein Enzym impliziert in der Vesikelfunktion (Exton, 1997). 

Zusätzlich ist die PLD Ziel des Ral-Proteins RalBP1 (Cantor et al., 1995), das mit Proteinen 

einen Komplex bildet, die in der Clathrin-vermittelten Endozytose eine Rolle spielen, und das 

die Zellmorphologie über Modulation des Aktinzytoskeletts beeinflußt (Cantor et al., 1995). 

Ral spielt demnach als Protein synaptischer Vesikel eine Funktion in der Regulation der 

Neurosekretion (Polzin et al., 2002).  

 

Der Exozystenkomplex liegt an der Plasmamembran von Nervenendigungen (Hsu et al., 

1996) und bindet spezifisch an aktives Ral (Moskalenko et al., 2002; Polzin et al., 2002; 

Fukai et al., 2003). Die Interaktion von RalA und dem Exozysten ist essentiell für die GTP-

abhängige, nicht aber für die Ca2+-abhängige Exozytose. Die GTP-abhängige Interaktion hat 

Einfluß auf die Modulation des RRP (Wang et al., 2004). So führt die Hemmung von Ral zu 

einer Unterdrückung der Vergrößerung des RRP synaptischer Vesikel, induziert durch PKC 

und Ca2+. RalA kontrolliert demnach das Wiederauffüllen des an die Plasmamembran 

gedockten RRP, vermutlich durch Modulation einiger Synapsin- und/oder Zytoskelett-

vermittelter Ereignisse (Polzin et al., 2002). RalA wird nach Membrandepolarisation aktiv – 

die Bindung von Ca2+/Calmodulin stimuliert die GTP-Bindung an RalA (Clough et al., 2002).  
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4.6.3.11.5 RAP 

RAP2 interagiert mit Effektoren von Ras oder wirkt diesen wie im Fall von RAP1 entgegen. 

RAP2 wird durch GEFs aktiviert und zeigt keine funktionelle Redundanz zu RAP1. Beide 

Proteine übernehmen überlappende, aber auch verschiedene Signalfunktionen. Effektoren 

sind der Tumor Necrosis Factor Receptor-associated Factor 2 (Traf2)- und die Nck-interacting 

Kinase (TNIK) (Fu et al., 1999). TNIK dient als RAP2-Effektor zur Regulation des 

Aktinzytoskeletts über Induktion des Abbaus von F-Aktin (Fu et al., 1999). RAP2 könnte 

durch eine Vielzahl extrazellulärer Stimuli aktiviert werden.  

4.6.3.11.6 Rac 

Rac gehört zur Rho-Familie und wirkt wie die anderen G-Proteine der Ras-Familie als 

molekularer Schalter. Rac1 assoziiert selektiv mit gereinigten synaptischen Vesikeln und 

spielt vermutlich eine wichtige Rolle in der Kontrolle eines bisher undefinierten, Ca2+-

abhängigen späten Schrittes der Exozytose (Doussau et al., 2000). Das G-Protein kann mit der 

Rho-Kinase interagieren (Lamarche et al., 1996) und so die Myosinphosphorylierung 

regulieren (Amano et al., 1996). Da Myosin wiederum die Neurotransmitterfreisetzung 

reguliert (Mochida et al., 1994), könnte rac1 über Regulation der Aktin/Myosin-Interaktion 

die Bewegung der Vesikel zu den Stellen des Dockens und der Fusion beeinflussen. Rac kann 

zudem über die Regulation mehrerer Phosphatidylinositolphosphat-Kinasen Einfluß auf die 

Exozytose nehmen (Bokoch et al., 1996). Rac-GTP beeinflußt zudem spezifisch die 

intrazelluläre Lokalisation von Synaptojanin 2, nicht aber von 1 (Nemoto et al., 2001).  

4.6.3.11.7 Atlastin 

Atlastin (SPG3A) ist eine oligomere GTPase, die aufgrund der Ähnlichkeit mit Mitgliedern 

der Dynamin/Mx/Guanylat-Bindeprotein (GBP)-Superfamilie großer GTPasen im 

intrazellulären Membranverkehr eine Rolle spielt (Zhao et al., 2001). Im Gegensatz zu den 

GBPs besteht Atlastin aus Untereinheiten integraler Membranproteine, wobei N- und C-

Terminus im Zytoplasma liegen. Atlastin bildet Homooligomere und ist v. a. in cis-Golgi-

Zisternen lokalisiert und in zerebralen kortikalen Pyramidalzellen angereichert. Neben der 

hohen Abundanz im Gehirn ist es in verschiedenen anderen Geweben in geringer 

Konzentration vorhanden. Das Protein ist insbesondere im Soma und weniger in Axonen und 

Dendriten lokalisiert (Zhu et al., 2003). 
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4.6.3.12 Chaperone 

Molekulare Chaperone erkennen denaturierte Proteine und stabilisieren teilweise gefaltete 

Proteinintermediate während der Faltung, Assemblierung und Deassemblierung (Feldman und 

Frydman, 2000). Neben dieser klassischen Rolle ist die Aufrechterhaltung korrekter 

Proteinintermediate essentiell für die normale Funktion vieler Proteine (Zinsmaier und Bronk, 

2001). In der Synapse sind Chaperone wichtige Regulatoren der dynamischen Komplexe, die 

der Neurotransmitterfreisetzung unterliegen und erlauben die essentielle Geschwindigkeit und 

hohe Zuverlässigkeit des Prozesses. Sie werden zum Abbau oder zur Inaktivierung von 

Komplexen benötigt. Drei Systeme sind gut beschrieben. Das SNAP/NSF-System wirkt 

zusammen mit den SNAPs, die die intrinsische, schwache ATPase-Aktivität des NSF steigern 

(Agashe und Hartl, 2000), bei der Auflösung des SNARE-Komplexes. Das Auxilin/Hsc70-

System ist an der Entfernung des Clathrin Coats  beteiligt. DnaJ-Familienmitglieder dienen 

hier als Co-Chaperone, die die ATP-Hydrolyse ihrer Hsc70-Partner steigern. Hsc70 könnte 

aber auch Clathrin-Triskelia primen (Jiang et al., 2000). Das CSP/Hsc70-System spielt 

vermutlich eine Rolle in der Stabilisierung unstrukturierter, monomerer SNAREs oder bei der 

Bildung des SNARE-Komplexes (Chamberlain und Burgoyne, 2000). Auch das αGDI, das 

rab3A bindet, liegt im Komplex mit CSP, Hsc70 und Hsp90 an der Vesikelmembran vor, was 

vermutlich die Membranextraktion von rab3A erleichtert (Sakisaka et al., 2002). Zusätzlich 

führt ein Komplex aus CSP, Hsc70 und SGT eine unbekannte Funktion in der 

Neurotransmitterfreisetzung aus (Tobaben et al., 2001). Der Komplex bindet die G-Protein 

βγ-Untereinheit (Magga et al., 2000) sowie phosphorylierungsabhängig an Syntaxin (Nie et 

al., 1999) und Synaptotagmin I. Die Interaktion mit G-Protein-Untereinheiten steht im 

Zusammenhang mit der Regulation von Ca2+-Kanälen (Magga et al., 2000); aber auch direkte 

Effekte heterotrimerer G-Proteine auf die Exozytosemaschinerie sind in Neuronen vorhanden 

(Blackmer et al., 2001). Vielleicht wirken sie als Organisatoren der Ca2+-Kanalassemblierung, 

was die Geschwindigkeit der Neurotransmitterfreisetzung erklären könnte (Fernandez-Chacon 

und Südhof, 1999). Eine attraktive Hypothese der Syntaxin-Interaktion ist eine Funktion in 

der Modulation des SNARE-Komplexes (Evans und Morgan, 2002). Die PKA-

Phosphorylierung von vesikelständigem CSP könnte Syntaxin entlassen, welches dann andere 

Proteine wie Munc18 bindet (Evans et al., 2001). CSPα ist zudem essentiell für das 

Langzeitüberleben von Synapsen und fungiert in der Prävention der Degeneration von 

Nervenendigungen. All diese Daten sind konsistent mit der Rolle als molekularem Chaperon, 

die es der Synapse erlaubt, für eine lange Zeit korrekt zu funktionieren. CSP und die anderen 

Chaperone erhalten somit die Integrität der Synapse angesichts des Stresses durch häufiges 
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Nutzen (Fernandez-Chacon et al., 2004). Auch die anderen identifizierten Chaperone könnten 

in der synaptischen Transmission involviert sein.  

4.6.3.13 Metabolische Enzyme 

4.6.3.13.1 Glykolyse 

Die Glykolyse spielt eine lebenswichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der normalen 

Gehirnfunktion. Glukose ist Hauptsubstrat für die zerebrale Energie unter normalen 

Bedingungen (Siesjo, 1978). Neuere Erkenntnisse suggerieren eine direkte Korrelation 

zwischen Glukosenutzung und kognitiver Funktion (McNay et al., 2000). Glykolytisch 

produziertes ATP treibt den Neurotransmitterimport in synaptische Vesikel. Im Gegensatz zur 

mitochondrialen Produktion ist auf diese Weise eine hohe lokale ATP-Konzentration möglich, 

die ein schnelles Wiederbefüllen der synaptischen Vesikel nach Exozytose gewährleistet 

(Ikemoto et al., 2003). Dies wird durch die Interaktion der Aldolase und Phosphofructokinase 

mit Untereinheiten der vATPase belegt (Lu et al., 2001; Su et al., 2003), die ein ‚Metabolon’ 

zur Maximierung der Energielieferung für die vATPase bilden (Ikemoto et al., 2003; Su et al., 

2003). Die GAPDH spielt zusätzlich eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion und 

Neurotoxizität, bindet Aktin und könnte in der Organisation des präsynaptischen Terminals 

involviert sein (Rogalski-Wilk und Cohen, 1997). Zusätzlich könnte sie an der Fusion 

beteiligt sein, denn GAPDH ist Teil des Fusionskomplexes mit vATPase und 

Ca2+/Calmodulin (Peters et al., 2001). Glykolytische Enzyme im Gehirn zeigen in 

Synaptosomen ihre größte Aktivität (Knull, 1978). Daher ist es nicht überraschend, daß nach 

Immunreinigung die glykolytischen Enzyme Fructose Bisphosphat Aldolase, GAPDH, Lactat 

Dehydrogenase, Phosphofructokinase, Hexokinase, Pyruvat Kinase und Dihydrolipoamid 

Acetyltransferase als Teil des Pyruvat Dehydrogenase Komplexes identifiziert wurden. Die 

Analysen des Saccharosegradienten hinsichtlich der GAPDH und Pyruvat Kinase geben die 

Abundanz beider Proteine in den oberen Fraktionen wieder. Allerdings weicht das Muster von 

dem integraler synaptischer Vesikelproteine ab, da auch Immunsignale in den Fraktionen 1 

bis 3 erhalten wurden. Da die Proteine neben der Membranbindung jedoch auch löslich 

vorkommen, könnte dies Grund der Detektion in diesen Fraktionen sein. Laut Analyse des 

Präparationsverlaufes sind in der immungereinigten Probe nur noch Spuren beider Enzyme 

vorhanden. Dies schließt eine spezifische Assoziation nicht aus, da die Glykolyse zellweit 

stattfindet und die Enzyme möglicherweise nur eine Subpopulation darstellen, die an 

synaptische Vesikel bindet.  
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4.6.3.13.2 Protein Phosphatase 1 

Protein Phosphatase 1 gehört zu den Enzymen, die den Großteil der Serin/Threonin-

Phosphatase Aktivität des Gehirns und anderer Gewebe bildet (Cohen, 1997). Die 

katalytischen Untereinheiten der PP1 sind konstitutiv aktiv, während andere die Bindung von 

Ca2+/Calmodulin benötigen. Verschiedene Proteinphosphatase-Komplexe werden durch 

Assemblierung der katalytischen Untereinheiten mit regulatorischen gebildet (Colbran, 

2004a). Die Protein Phosphatase 1 bestimmt die Effizienz des Lernens und Gedächtnisses 

durch Begrenzen der Aufnahme und Bevorzugen des Gedächtnisabfalls (Feng et al., 2000). 

Die Hemmung der PP1 verlängert das Gedächtnis, indem sie das Vergessen fördert (Genoux 

et al., 2002). LTP beinhaltet oft die (Auto-)Phosphorylierung von CAMKII im Hippocampus 

(Colbran, 2004b). PP1 dephosphoryliert neben anderen Protein Phosphatasen die CaMKII 

(Shields et al., 1985). Die physiologisch relevante Phosphatase hängt hierbei wahrscheinlich 

von der subzellulären Lokalisation der Kinase ab. Diese wiederum wird durch zahlreiche 

Protein-Protein-Interaktionen gesteuert (Colbran, 2004a).  

4.6.3.13.3 Protein Tyrosin Phosphatase MEG2 

Die Protein Tyrosin Phosphatase MEG2 oder Protein Tyrosin Phosphatase 9 ist über eine 

Phosphatidylbindedomäne an sekretorische Vesikelmembranen gebunden (Kruger et al., 

2002; Wang et al., 2002b). Diese Domäne reguliert die katalytische Aktivität des Enzyms 

(Kruger et al., 2002; Huynh et al., 2003). NSF ist Substrat für PTP-MEG2 und die 

Tyrosinphosphorylierung/-dephosphorylierung von NSF beeinflußt dessen Funktion. Dies 

könnte die Biogenese oder Homöostase synaptischer Vesikel durch Regulation der 

homotypischen Fusion unreifer sekretorischer Vesikel beeinflussen. Die 

Tyrosinphosphorylierung verhindert die Bindung von αSNAP an NSF. Da die Bindung von 

αSNAP für die Funktion des NSF im Abbau des cis-SNARE-Komplexes essentiell ist, würde 

die Phosphorylierung in einer Reduktion der Fähigkeit von NSF resultieren, die Fusion zu 

initiieren. Daher dient PTP-MEG2 als positiver Regulator von NSF (Huynh et al., 2004).  

4.6.3.13.4 PKC 

Viele Studien der letzten 20 Jahre haben gezeigt, daß die Exozytose durch Protein Kinasen 

wie PKA und PKC moduliert wird (Lindau und Gomperts, 1991; Hille et al., 1999; Turner et 

al., 1999; Leenders und Sheng, 2005). Die PKC scheint an verschiedenen Stufen zu wirken 

und wird durch Ca2+ und DAG aktiviert (Newton, 2001). Zum einen beeinflußt sie die Größe 

und Wiederauffüllrate des RRP (Smith et al., 1998; Lonart und Südhof, 2000), zum anderen 



4. Diskussion   259 

hat sie Wirkung auf die Rate und das Ausmaß der Exozytose (Barclay et al., 2003). Dutzende 

von Proteinen sind als Substrate identifiziert worden. Zusätzlich ist es wahrscheinlich, daß die 

PKC-induzierte Rearrangierung des Aktinzytoskeletts in die erhöhte Exozytoserate involviert 

ist (Burgoyne und Morgan, 2003). Die ε-Untereinheit bindet hierbei an Aktinfilamente und 

führt nach Bindung zur Aktivierung der Kinase (Prekeris et al., 1996). Die Aktinfilamente 

könnten auf diese Weise die ε−PKC in einer katalytisch aktiven Form in der Nähe der 

präsynaptischen Substrate halten (Prekeris et al., 1996).   

4.6.3.13.5 Erk 

Erk-1/2 verhält sich im Saccharosegradienten wie ein integrales Vesikelprotein, ist aber in 

immungereinigten Proben nicht detektierbar. Interessanterweise gilt dies nur für die 

Anreicherungsstudien, während nach 2D-Elektrophorese ein Signal detektiert werden kann. 

Die Abreicherung während der Präparation läßt nicht ausschließen, daß  eine Subpopulation 

von Erk mit synaptischen Vesikeln assoziiert ist, zumal per Massenspektrometrie die 

interagierenden Ras-Proteine detektiert wurden. 

 

Erks (extracellular signal-regulated kinase) sind Serin/Threonin-Kinasen, deren Ziele 

Transkriptionsfaktoren, Zytoskelettproteine, regulatorische Enzyme und andere Kinasen 

beinhalten. Erks, ihre Aktivatoren und Effektoren sind in reifen Neuronen exprimiert und 

werden aufgrund excitatorischer glutamaterger Stimulation aktiviert, was viele Formen der 

synaptischen Plastizität wie Lernen und Gedächtnis kontrolliert (Rosenblum et al., 2000) 

sowie eine Rolle in der temporalen Integration der Synapse spielt (Selcher et al., 2003). Sie 

werden durch Phosphorylierung an der Plasmamembran und anderen subzellulären 

Organellen wie Golgi und spätem Endosom aktiviert (Chiu et al., 2002; Teis et al., 2002; 

Torii et al., 2004). Erk reguliert die Organellendynamik und den endosomalen 

Membranverkehr. Es wirkt spezifisch im nicht Clathrin-vermittelten Recyclingsystem, das 

von Arf6 reguliert wird (Roberston et al., 2006) und ist nötig für die Aufrechterhaltung der 

normalen Morphologie und Dynamik des tubulären Endosoms. Ein weiteres Protein, das in 

diesem Membranweg eine Rolle spielt, ist EHD1 (Naslavsky et al., 2004), das durch Erk 

phosphoryliert werden könnte (Roberston et al., 2006). Der Ca2+-Einstrom in neuronale 

Zellen über Ca2+-Kanäle des L-Typs und NMDA-Rezeptoren kann effizient Erk über Ras 

aktivieren (Rosen et al., 1994). Erk2 hat Effekte auf viele zelluläre Ereignisse, wie die 

Aktivierung von CREB und anderen Wegen, die in synaptischer Plastizität eine Rolle spielen 

(Josselyn et al., 2001; Genoux et al., 2002). Erks können auch über direkte 
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Membrandepolarisierung (Rosen et al., 1994) oder glutamaterges Signalling aktiviert werden 

(Thomas und Huganir, 2004). Diese Aktivierung ist Ras-abhängig und zeigt wiederum eine 

Ca2+-Abhängigkeit (Nakielny et al., 1992).  

4.6.3.13.6 Dipeptidyl-Peptidase 

Dipeptidyl-Peptidasen spalten als Serinproteasen N-terminal Dipeptide von Oligo- und 

Polypeptiden (Wada et al., 1992). Peptidasen wie DPP6 sind integrale 

Membranglykoproteine, vorwiegend im Gehirn lokalisiert und könnten in neuronaler 

Plastizität involviert sein. DPP6 ist zudem eine Akzessoruntereinheit des Kaliumkanals Kv4 

(Wada et al., 1992; Nadal et al., 2003) und erhöht dramatisch die Oberflächenexpression der 

Kv4-Kanäle (Nadal et al., 2003). DPP10 zeigt die höchste Expression in Gehirn, Pankreas, 

Rückenmark und adrenergen Drüsen (Allen et al., 2003) und hat ähnliche Effekte auf die 

Kv4.2-Kanäle wie DPP6.  

4.6.3.13.7 cdk6 

Postmitotisch differenzierte Neuronen nutzen Zellzyklusregulatormechanismen als Teil des 

apoptotischen Weges, der durch Nährstoffentzug aktiviert wird. Cdk6 zählt hierzu (Park et al., 

1997). 

4.6.3.13.8 Aldose Reduktase 

Die Aldose Reduktase ist Mitglied der Aldo/Keto-Reduktase-Superfamilie (Jez et al., 1997) 

und reduziert biogene Amine (Wermuth, 1985). Das Enzym ist in sympathischen Neuronen 

vorhanden (Kawamura et al., 1999). Norepinephrin wird durch Monoamin-Oxidasen zu 

einem Aldehyd-Intermediat metabolisiert, das durch Aldose Reduktasen weiter zum stabilen 

Derivat 3,4-Dihydroxyphenylglykol umgewandelt wird (Kawamura et al., 2002).  

4.6.3.13.9 Monoglycerid Lipase 

Monoglycerid Lipasen sind Abbauenzyme endogener Cannabinoide und in Axonenden 

präsynaptisch lokalisiert (Gulyas et al., 2004).  

4.6.3.13.10 Inositol Polyphosphat Phosphatase 

Inositol Polyphosphat Phosphatasen gehören wie Synaptojanin zu der Proteinfamilie, die an 

Position 5 des Inositolringes das Phosphat abspaltet. Substrate sind Phosphatidylinositol-4,5-

Bisphosphat, Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat, Inositol-1,4,5-Trisphosphat und 
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Inositol-1,3,4,5-Tetraphosphat. Die 5-Phosphatase-vermittelte Phosphoinositidregulation 

spielt im Recycling synaptischer Vesikel eine essentielle Rolle (Cremona et al., 1999).  

4.6.3.13.11 CNPase 

Die 3’,5’-Zyklische Nukleotidphosphodiesterase (CNPase) katalysiert die Hydrolyse von 

cAMP und/oder cGMP. Sie wirkt zusammen mit der Adenylat- oder Guanylatzyklase in der 

Regulation der Amplitude und Dauer der Zellsignalmechanismen, die durch cAMP oder 

cGMP vermittelt werden. Man kennt lösliche und membrangebundene Formen, die durch 

CaMKII und/oder PKA aktiviert werden und Teil an der Amplifizierung neuronaler Signale 

haben. In der Nervenendigung findet sich CNPase-Aktivität auf Membranen synaptischer 

Vesikel (Pardos und Lentz, 1976), was eine Rolle für cAMP in der Funktion synaptischer 

Vesikel suggeriert. Die CNPase könnte ferner als MAP die Bindung von Tubulin an 

Membranen vermitteln (Laezza et al., 1997). Der Hauptteil von Tubulin ist zytoplasmatisch, 

aber eine signifikante Portion ist eng mit der Plasmamembran und anderen Membranen 

assoziiert (Bifulco et al., 2002). CNP ist prenyliert und palmitoyliert (Braun et al., 1991) und 

liefert so hydrophobe Domänen für die Membraninsertion (Bifulco et al., 2002). Auch die 

Assoziation von Mikrotubuli mit Mitochondrien (Bernier-Valentin et al., 1983), synaptischen 

Vesikeln (Gray, 1978), ER (Vogl, 1996) und Lysosomen (Mithieux et al., 1988) könnte über 

CNPase stattfinden.  

4.6.3.13.12 Adenylsuccinat Lyase 

Die Adenylsuccinat Lyase ist ein Enzym, das sowohl in der zellulären Replikation als auch im 

Stoffwechsel eine wichtige Rolle spielt. Die Lyase ist Teil des Purin-Syntheseweges. 

Aufgrund der Wichtigkeit in der Aufrechterhaltung des zellulären Metabolismus, haben 

Mutationen schwere klinische Konsequenzen, wie mentale Retardation mit autistischen 

Charakteristika (Toth und Yeates, 2000). 

4.6.3.13.13 Glutamin Synthetase 

Innerhalb des ZNS enthalten Astrozyten verschiedene gliaspezifische Enzyme des Citrat- und 

Glutaminzyklus. Hierzu zählt u. a. die Glutamin Synthetase, die die Umwandlung von 

Glutamat in das nichtreaktive Glutamin katalysiert (Martinez-Hernandez et al., 1977; Cooper, 

1988). Glutamin wird von Astrozyten freigesetzt, von glutamatergen Neuronen aufgenommen 

und zu Glutamat deamidiert, wenn sie Glutamat für die Neurotransmission benötigen. 
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Freigesetztes Glutamat wird anschließend von Astrozyten wieder zu Glutamin recycelt (Duce 

und Keen, 1983).  

4.6.3.13.14 Chromaffine Granula ATPase II 

Die sekretorischen Granula der adrenalen Medulla, genannt chromaffine Granula, speichern 

und sezernieren Catecholamine, Nukleotide und Proteine (Percy et al., 1985). Die 

Akkumulation wird durch Wirkung einer elektrogenen Protonen-ATPase erreicht (Knoth et 

al., 1982). Chromaffine Granula enthalten zwei ATPase-Typen mit unterschiedlichen 

Eigenschaften (Apps et al., 1983): ATPase I (400 kDa) und II (140 kDa), wobei es 

unwahrscheinlich ist, daß Typ II Protonen pumpt (Percy et al., 1985). Die chromaffine 

Granula ATPase II (phospholipid-transporting ATPase IA oder ATPase Klasse I Typ 8A 

Mitglied 1) ist Mitglied der Subfamilie von P-Typ ATPasen und könnte eine Rolle im 

Transport von Aminophospholipiden vom äußeren in den inneren Layer verschiedener 

Membranen spielen und die asymmetrische Verteilung von Phospholipiden, hauptsächlich in 

sekretorischen Vesikeln (Tang et al., 1996), aufrechterhalten. Sie wird in vielen Geweben 

exprimiert, zeigt aber in Gehirn und Lunge die höchste Abundanz.  

4.6.3.14 Putative Kontaminationen 

4.6.3.14.1 Plasmamembran 

Wie erwartet lassen sich Proteine der Plasmamembran nach Analyse des 

Saccharosegradienten ausschließlich in den unteren Fraktionen detektieren. Neben der Na,K-

ATPase beinhaltet dies den Calcium-Kanal des N-Typs. Weitere Evidenz für das Fehlen von 

Plasmamembran in den immungereinigten Fraktionen ist die Analyse des 

Präparationsverlaufs. Die Na,K-ATPase, der Calcium-Kanal Cav2.2 und die Proteine CAT, 

GAT und EAAC1 zeigen eine Abundanzabnahme während der Präparation und sind in 

immungereinigten Vesikeln nicht nachweisbar. Die massenspektrometrisch detektierten 

Proteine der Plasmamembran sind daher vermutlich auf Spuren der Proteine oder der 

Plasmamembran in der vesikulären Präparation zurückzuführen. Andere Proteine hingegen 

sind neueren Befunden zufolge auch intrazellulär und daher möglicherweise auch auf 

synaptischen Vesikeln lokalisiert. 

4.6.3.14.1.1 Na,K-ATPase 

Die Na,K-ATPase ist ein Membranprotein mit ubiquitärer Expression (Lingrel und 

Kuntzweiler, 1994). In Nervenzellen werden 70% des ATP von der elektrogenen Pumpe 
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genutzt. Der durch Ionentransport generierte elektrochemische Gradient über der 

Plasmamembran ist nötig für den direktionalen Fluß von Molekülen über die Membran. Die 

Pumpe schafft die Voraussetzungen für die elektrische Erregbarkeit von Nerven- und 

Muskelzellen, erleichtert den Transport von Glucose, Aminosäuren und anderen Nährstoffen 

in die Zelle und schafft in Epithelzellen einen osmotischen Gradienten, der die 

Wasseraufnahme antreibt, was insbesondere in Darm und Niere eine wichtige Rolle spielt 

(Geering, 1997). Die Na,K-ATPase besteht aus zwei Untereinheiten. Die α-Untereinheit 

bindet ATP, K+ und Na+ und enthält die Phosphorylierungsstelle (Jorgensen et al., 2003). Die 

kleinere β-Untereinheit ist nötig für die Aktivität des Komplexes und für die Lokalisation und 

Aktivität der α-Untereinheit. Man vermutet acht oder zehn Transmembranhelices.  

4.6.3.14.1.2 LSAMP 

LSAMP (limbic system-associated membrane protein) ist ein Glykoprotein auf der 

Oberfläche von Somata und proximalen Dendriten von Neuronen kortikaler und subkortikaler 

Regionen des limbischen Systems (Zacco et al., 1990). Es inseriert mit einem GPI-Anker in 

die Zellmembran (Pimenta et al., 1996), fördert das Neuritenwachstum (Mann et al., 1998) 

und vermittelt die Netzwerkbildung des limbischen Systems (Keller et al., 1989).  

4.6.3.14.1.3 Glykoprotein m6a 

M6a ist ein neuronales Oberflächenmolekül im ZNS (Lagenaur et al., 1992), das hohe 

Homologie mit dem Proteolipidprotein PLP aus der Familie der Myeline zeigt. Es wird 

vorwiegend in granulären Zellkörpern synthetisiert und akkumuliert dann schnell in 

synaptischen Endigungen der Molekularschicht (Yan et al., 1996). Über 

Elektronenmikroskopie ist es präsynaptischen Vesikeln zugeordnet worden (Roussel et al., 

1998) und spielt eine wichtige Rolle im Neuritenwachstum und der Synapsenbildung 

(Alfonso et al., 2005). M6a ist im Cerebellum vorwiegend mit synaptischen Strukturen 

assoziiert und spielt dort möglicherweise eine Rolle im Vesikeldocken. Sowohl die 

Lokalisierung in der präsynaptischen Plasmamembran als auch auf Membranen synaptischer 

Vesikel und die hohe Homologie mit den Myelin-Proteolipiden (Diaz et al., 1990) sprechen 

für eine Funktion als Ca2+-Kanal, der durch NGF-abhängige PKC-Phosphorylierung reguliert 

wird (Mukobata et al., 2002).  

4.6.3.14.1.4 Myelin Basic Protein und Proteolipid Protein 

Die Myelinscheide des ZNS wird durch Membranen von Oligodendrozyten gebildet, die sich 

mehrere hundert Male um Nervenfasern wickeln, sie dadurch isolieren und die schnelle 
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Weiterleitung von Nervenimpulsen erlauben (Kramer et al., 2001). Die Hauptproteine des 

Myelin sind das Myelin Basic Protein (MBP) und das Proteolipid Protein in nahezu 

äquimolaren Teilen (Arvanitis et al., 2004). MBP interagiert in vitro mit Calmodulin (Libich 

und Harauz, 2002), Aktin (Hill et al., 2004), Tubulin (Gendreau et al., 2003), Clathrin (Prasad 

et al., 1995) und CNP, welches mit dem Zytoskelett assoziiert ist (Richter-Landsberg, 2001). 

Die Bindung an Aktin beeinflußt die Polymerisation des MBP dramatisch (Harauz et al., 

2004). Die Assoziation von MBP mit SNARE-Komplexen wurde bereits dokumentiert 

(Söllner et al., 1993a) und stellt ein in vitro-Artefakt dar, da MBP und synaptische SNAREs 

in unterschiedlichen Zellen lokalisiert sind. PLP erhält die strukturelle Integrität der 

Myelinmembran und spielt vermutlich eine wichtige Rolle in der frühen 

Oligodendrozytendifferenzierung und dem Überleben der Zellen lange vor Einsetzen der 

Myelinisierung (Yan et al., 1996). Ein signifikanter Teil ist auf Coated Vesicles vorhanden, 

die Transportvesikel für die intrazelluläre Bewegung des Proteins darstellen könnten 

(Sapirstein et al., 1988). Möglicherweise sind diese Transportvesikel SV2-haltig und 

resultierten daher in der Identifikation des Proteins. 

4.6.3.14.1.5 NCAM140 und Contactin 

NCAM ist ein Zelladhäsionsmolekül der Immunglobulin-Superfamilie (Leshchyns'ka et al., 

2003), das in Neuronen im gesamten ZNS und PNS exprimiert wird (Cunningham et al., 

1987). Alternatives Spleißen führt zu Transmembranproteinen von 180 und 140 kDa und 

einem GPI-verankerten Produkt von 120 kDa (Murray et al., 1986), die verschiedene 

Expressionsmuster und Funktionen besitzen. Während der Entwicklung fördern die NCAMs 

das Axonwachstum in korrekte Richtungen (Stoeckli und Landmesser, 1995). Im reifen 

Nervensystem sind sie in synaptischen Membranen lokalisiert (Persohn et al., 1989) und 

regulieren präsynaptisches Sprießen und synaptische Stabilisation über NCAM-ähnliche 

Proteine (Schuster et al., 1996). Außerdem sind sie in LTP (Luthl et al., 1994) und Lernen 

(Arami et al., 1996) involviert. Zur gleichen Familie gehört F3/Contactin, ein GPI-verankertes 

Molekül, das von Neuronen exprimiert wird. Die Bindung von Contactin an Mitglieder der 

L1-Familie von Zelladhäsionsmolekülen der Immunglobulin-Superfamilie moduliert und 

kontrolliert das axonale Wachstum. Über die Assoziation mit Komponenten der 

extrazellulären Matrix vermittelt es Neuron-Glia-Kontakte. Ferner organisiert es axonale 

Subdomänen an den Ranvier’schen Schnürringen und interagiert dort mit 

spannungsgesteuerten Na+-Kanälen (Falk et al., 2002). 
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4.6.3.14.1.6 VILIP-1 und -3 

VILIP-1 ist ein Mitglied der Superfamilie neuronaler Ca2+-Sensorproteine, dessen 

Myristoylierung Ca2+-abhängig die Membranassoziation erleichtert (Ames et al., 1997). Das 

NCS-Protein vermittelt die Zellmigration und die Zelladhäsion an die extrazelluläre Matrix 

und reguliert im ZNS die Konzentration an cAMP für Signalkaskaden und Differenzierung 

(Gonzalez Guerrico et al., 2005). VILIP-1 interagiert mit den nikotinischen 

Acetylcholinrezeptoren (Lin et al., 2002) und Guanylatzyklaserezeptoren (Braunewell et al., 

2001) und moduliert vermutlich deren Oberflächenexpression durch Änderungen 

intrazellulärer Ca2+-Level. Neben der Plasmamembran ist es an Golgi-Membranen und bisher 

unidentifizierten Spezialisierungen neuronaler Dendriten lokalisiert (Spilker und Braunewell, 

2003). Durch den globalen Einfluß auf das Rezeptortrafficking könnte VILIP-1 unter 

physiologischen und pathologischen Bedingungen zum Prozeß der synaptischen Plastizität 

beitragen (Brackmann et al., 2005). Neuere Studien zeigen, daß VILIP-1 mit CCV aus 

Rattenhirn assoziiert ist, was eine Funktion im Clathrin-abhängigen Membranverkehr 

beinhaltet (Blondeau et al., 2004). VILIP-1 wird in zerebellären Granulazellen exprimiert, 

während VILIP-3 in Purkinjezellen lokalisiert ist (Spilker et al., 2000). Beide kolokalisieren 

in Neuronen im Hippocampus. NCS-Proteine sind in eine Vielzahl von Ca2+-abhängigen 

Signaltransduktionskaskaden involviert, wie dem Metabolismus zyklischer Nukleotide, der 

Neurotransmitterfreisetzung, der Modulation von Ionenkanälen und der Regulation der 

Genexpression (Braunewell et al., 2001; Burgoyne und Weiss, 2001). VILIP-1 ist vorwiegend 

mit Neuronenmembranen assoziiert, während VILIP-3 auf intrazellulären Strukturen 

lokalisiert ist, wo es Einfluß auf Signalkaskaden über MAPK nimmt (Spilker et al., 2002), 

VILIP-1 könnte ferner über α-Adaptin in der Endozytose fungieren (Blondeau et al., 2004).  

4.6.3.14.2 Mitochondriale Proteine 

Analysen mitochondrialer Verunreinigungen fanden durch Immunanalyse der F-ATPase statt. 

Das Enzym ist im Saccharosegradienten nur in den unteren Fraktionen präsent, reichert 

während der Präparation ab und zeigt keine Präsenz in immungereinigten Fraktionen. Die 

detektierten mitochondrialen Proteine sind demnach als Verunreinigungen zu werten.  

4.6.3.14.2.1 Aspartat Aminotransferase 

Mitochondriale Vorläuferproteine werden mit einer positiv geladenen Präsequenz 

synthetisiert (Heijne, 1986). Der Vorläufer der mitochondrialen Aspartat Aminotransferase 

bindet daher an negativ geladene Phospholipidvesikel (Berezov et al., 1996). Aufgrund dieser 
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Gegebenheit und der Zerstörung der präsynaptischen Nervenendigung ist es möglich, daß das 

Vorläuferprotein an die synaptische Vesikelmembran bindet. 

4.6.3.14.2.2 Mitochondriale Creatin Kinase 

Creatin Kinasen (CK) katalysieren den reversiblen Transfer von Phosphatgruppen des ATP an 

Creatin für die Bildung von Phosphocreatin und ADP (Vacheron et al., 1997) und geben dem 

oxidativen Phosphorylierungssystem direkte Auskunft über den momentanen Wert des 

Phosphorylpotentials im Zytoplasma (Lipskaya, 2001). Das Enzym existiert als zytosolische 

und mitochondriale Isoform (mt-CK). Die mt-CK ist über ionische Interaktionen an die 

äußere Seite der inneren Membran von Muskel- oder Hirnmitochondrien gebunden (Scholte, 

1973). Neben Cardiolipin (Müller et al., 1985) bindet die mt-CK auch negativ geladene 

Phospholipide wie Phosphatidylglycin, -amin, -inositol oder -serin (Müller et al., 1985; Rojo 

et al., 1991). Über solche Interaktionen ist eine Bindung des Proteins während der Präparation 

an synaptische Vesikel möglich. 

4.6.3.14.2.3 F-ATPase 

Die F0F1-ATPase regeneriert in Mitochondrien ATP aus ADP und Pi (Boyer, 1997). Der F1-

Sektor kann dissoziieren und behält hierbei seine Fähigkeit, ATP zu hydrolysieren. Die 

Identifikation der F1-Untereinheit könnte während der Zellfraktionierung durch Dissoziation 

des löslichen ATPase-Sektors vom membranständigen Sektor und unspezifische Bindung an 

synaptische Vesikelmembranen zustande gekommen sein. So wurde die F1-ATPase auch nach 

Isolation chromaffiner Granula als Kontamination identifiziert (Percy et al., 1985). 

4.6.3.14.3 Nukleäre Proteine 

4.6.3.14.3.1 BASP1 

Brain acid soluble protein 1 (BASP1) ist ein transkriptioneller Kosuppressor des 

Transkriptionsregulators Wilms Tumor Suppressor Protein WT1, der eine Rolle in der 

Entwicklung der Nieren spielt. Beide Proteine sind im Nukleus lokalisiert (Carpenter et al., 

2004). 

4.6.3.14.3.2 Interleukin enhancer binding factor 

ILF-2 wird weit verbreitet exprimiert und hat eine vorwiegend nukleäre Lokalisation. Als 

Regulator der Genexpression aktiviert es die Transkription (Zhao et al., 2005). 
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4.6.3.14.3.3 Matrin 3 

Matrin 3 ist ein abundantes Protein der nukleären Matrix, die als Komplex von Proteinen und 

Nukleinsäuren im Zellkern definiert werden kann (Berezney und Coffey, 1974). Die 

Matrixproteine haben Teil an der DNA-Replikation, RNA-Transkription und dem 

Prozessieren und Organisieren von Chromatin (Agutter und Richardson, 1980; Nickerson et 

al., 1997). Die Funktion des Matrin 3 ist größtenteils unklar. Die Aktivierung von NMDA-

Rezeptoren führt aber zu dessen Phosphorylierung und ist in der LTP involviert (Giordano et 

al., 2005).  

4.6.3.14.3.4 Spindlin-like protein 2 

SPIN-2 ist im Zellkern lokalisiert und hat anti-apoptotische Eigenschaften. Es reguliert 

vermutlich die Zellzyklus-Progression (Fletcher et al., 2002).  

4.6.3.14.3.5 Transcription factor NRF 

Der Transkriptionsfaktor NRF interagiert mit einem spezifischen negativen Regulatorelement 

(NRE) 5'-AATTCCTCTGA-3', um die transkriptionelle Inhibition bestimmter, durch NFκ-B 

induzierter Gene zu vermitteln. Das Protein ist im konstitutiven Stillegen des Interferon-β 

Promotors, der Regulation der IL-8 Transkription sowie in der Inhibition der basalen und 

Cytokin-induzierten iNOS Promotoraktivität involviert (Nourbakhsh und Hauser, 1999) und 

interagiert mit NFκ-B.  

4.6.3.14.4 Andere 

Um Kontaminationen durch andere Organellen auszuschließen, wurde der Saccharosegradient 

und die während der Präparation entnommenen Proben hinsichtlich ER (IP3-Rezeptor, 

Calnexin), Golgi (TGN38), Endosomen (EEA1), Peroxisomen (PMP70) und postsynaptischer 

Dichte (PSD93, PSD95, SAP102, AMPA-R) untersucht. Diese Proteine können bis auf 

Calnexin und den AMPA-Rezeptor ausschließlich in den unteren Fraktionen des 

Saccharosegradienten nachgewiesen werden und sind in immungereinigten Proben nicht 

präsent. Dies spricht für eine unspezifische Assoziation der identifizierten Proteine mit 

synaptischen Vesikeln. Der ionotrope AMPA-Rezeptor läßt sich in geringen Spuren in den 

oberen Fraktionen des Gradienten sowie in der immungereinigten Probe detektieren. Dies 

sieht sich durch Befunde von Fabian-Fine und Mitarbeitern bestätigt (Fabian-Fine et al., 

2000), in denen der AMPA-Rezeptor auf präsynaptischen Vesikeln lokalisiert ist und dort zur 

Modulation der Transmission verwendet werden könnte. Calnexin ist in gleichen 
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Konzentrationen in allen Fraktionen des Gradienten und in der Anreicherungsstudie 

nachweisbar und damit unspezifisch mit Vesikeln assoziiert. Untersuchungen astrozytärer 

Proteine umfassen Analysen von GFAP und GLAST. GFAP kann über den gesamten 

Saccharosegradienten detektiert werden, nimmt aber im Verlauf der Präparation an 

Konzentration ab. Daher ist auch dieses Protein unspezifisch mit Vesikeln assoziiert. GLAST 

ist in immungereinigten Proben nicht nachweisbar. 

4.6.3.14.4.1 BIT 

BIT (brain immunoglobulin-like molecule with tyrosine-based inhibitory motifs) ist ein 

Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie und kann als Zelladhäsionsmolekül agieren (Comu 

et al., 1997). Es ist vermutlich in der Wachstumsfaktor-Signalgebung (Wang et al., 2003) und 

in der neuronalen Antwort auf Kälteexposition im Hypothalamus involviert (Taniguchi et al., 

2004). 

4.6.3.14.4.2 NADPH-Cytochrom P450 Oxidase 

Cytochrom P450 ist die letzte Komponente der Elektronentransportkette im ER und wichtig 

für die Verstoffwechslung körperfremder Komponenten. Das System wandelt lipophile 

Substrate durch Insertion eines Sauerstoffatoms in wasserlöslichere Produkte um (Backes und 

Kelley, 2003).  

4.6.3.14.4.3 GFAP 

GFAP ist das Hauptintermediärfilament reifer Astrozyten (Eng et al., 2000) und neuronaler 

Vorläuferzellen (Campbell und Götz, 2002). Die Funktion des Proteins ist immer noch nicht 

richtig verstanden.  

4.6.3.14.4.4 Phospholipidhydroperoxid Glutathion Peroxidase 

Die Phospholipidhydroperoxid Glutathion Peroxidase (PHGP) ist ein einzigartiges Selen-

abhängiges, monomeres Enzym, das Phospholipide, Cholesterin und 

Cholesterinesterhydroperoxide reduziert und damit Zellen vor peroxidvermitteltem Schaden 

schützt (Ursini et al., 1985; Thomas et al., 1990). Sie interagiert hierbei mit zellulären 

Lipoproteinmembranen zur Verhinderung lipidperoxidvermittelten Schadens dieser 

Strukturen (Brigelius-Flohe et al., 1994). Die reife PHGP ist v. a. in Mitochondrien, im Kern 

und im Zytoplasma präsent. Lipidperoxide sind involviert in einer Reihe von Krankheiten, 

wie Atheriosklerose (O'Brien et al., 1996) und neurodegenerativen Krankheiten (Martin et al., 

1996).  



4. Diskussion   269 

4.6.3.14.4.5 Proteasom 

Die meisten Proteine in der Zelle werden durch das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) 

abgebaut. Das Zielprotein wird hierbei durch Ubiquitin markiert, durch das Proteasom erkannt 

und degradiert (Bingol und Schuman, 2005). Die Polyubiquitinkette kann durch 

deubiquitierende Enzyme moduliert und die Reaktion dadurch rückgängig machen. In 

Neuronen sind alle Komponenten des UPS in Dendriten und in der präsynaptischen Endigung 

vorhanden (Chapman et al., 1994; Ehlers, 2003), und ubiquitinierte Proteine werden nicht 

zum Soma transportiert, sondern lokal abgebaut (Speese et al., 2003). Eine Hemmung des 

Proteasoms verursacht eine dramatische Steigerung der synaptischen Transmission, die 

schnell und präsynaptisch ist. Die Ubiquitinierung ist demnach ein wichtiger 

Regulatormechanismus, der Struktur und Funktion der Synapse formt (DiAntonio und Hicke, 

2004). Die Ubiquitin-abhängige Proteolyse agiert lokal und schnell, um die 

Neurotransmitterfreisetzung zu regulieren. Proteine, die durch das Proteasom moduliert 

werden, sind Syntaxin-1 und Synaptophysin (Chin et al., 2002a; Wheeler et al., 2002).  

4.6.3.14.4.6 Ribosomen 

Neben der Proteinsynthese im Soma findet auch im Axon und in den Synapsen 

Proteinbiosynthese statt. Im Axon ist mRNA für β-Aktin und β-Tubulin, Neurofilamente 

(Giuditta et al., 1991) und Kinesin (Gioio et al., 1994) vorhanden. Die synaptische Plastizität 

scheint zudem durch lokale Translationsprozesse unterstützt zu werden (Giuditta et al., 2002).  

4.6.3.14.4.7 SERCA2 und RS8-17 

Die Regulation intrazellulären Calciums benötigt den aktiven Transport von Ca2+ über die 

Plasmamembran und intrazelluläre Membranen wie das sarkoplasmatische und 

endoplasmatische Retikulum (Carafoli, 1987). SERCA2 und RS8-17 sind sarkoplasmatisch 

und koppeln die ATP-Hydrolyse mit der Translokation von Ca2+ aus dem Zytosol in das 

Lumen des sarkoplasmatischen Retikulums. SERCA ist auch auf dem ER und Mikrosomen 

vorhanden (Sepulveda et al., 2004). 

4.6.3.14.4.8 Hämoglobin 

Hämoglobin ist ein eisenhaltiges Protein in roten Blutzellen, das Sauerstoff bindet. Es besteht 

aus einem eisenhaltigen Häm und dem Protein Globin. In den Lungen bildet es mit Sauerstoff 

Oxyhämoglobin. In den Geweben des Körpers, in denen die Konzentration des Sauerstoffs 

gering und die des CO2 hoch ist, tauscht Oxyhämoglobin den Sauerstoff durch CO2 aus. 

Funktionell bindet und transportiert es Sauerstoff aus den Lungen in alle Gewebe des 
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Körpers. CO2 wird über das Blut zurück zu den Lungen transportiert und bei Ausatmung 

entlassen. Das Protein besteht aus zwei alpha- und zwei beta-Ketten (Voet und Voet).  

4.6.3.14.4.9 Protein der postsynaptischen Dichte (Citron) 

PSD-Proteine könnten als Gerüst für Neurotransmitterrezeptoren, Ionenkanäle oder 

Signalmoleküle in der Postsynapse agieren (Ziff, 1997). Citron ist eine Hauptkomponente 

isolierter PSDs (Zhang et al., 1999b). Zusammen mit NMDA-Rezeptoren, PSD-95, CaMKIIα 

und einigen anderen Proteinen ist es Teil der Kern-PSD, die auch nach starker 

Detergenzextraktion zusammenbleibt (Peng et al., 2004). Hierbei läßt es sich nur in 

bestimmten excitatorischen Synapsen im Vorderhirn detektieren (Furuyashiki et al., 1999). 

Citron kann auch Rho binden und aktivieren (Madaule et al., 1995). Neuere Evidenz zeigt, 

daß es für die korrekte Lokalisation des Golgi innerhalb neuronaler Zellkörper nötig ist 

(Camera et al., 2003).  

4.6.3.15 Putativ neue Proteine 

4.6.3.15.1 Svap30 und SV35 

Diese beiden Proteine waren Objekt eingehender Studien. Angaben über Domänenstruktur 

und putative Funktionen sind an anderer Stelle wiedergegeben. 

4.6.3.15.2 WD repeat and FYVE domain containing 1 isoform 1 

Dieses Protein enthält laut SMART-Algorithmus drei WD-40 Repeats, die die Aminosäuren 5 

bis 43, 48 bis 87 und 91 bis 130 umspannen. WD-40 Repeats, auch bekannt als β-Transducin 

Repeats, sind kurze, etwa 40 Aminosäuren lange Motive, die oft in dem Dipeptid Tryptophan 

und Aspartat (WD) enden (van der Voorn und Ploegh, 1992). WD-haltige Proteine besitzen 4 

bis 16 dieser Einheiten, die vermutlich alle eine zirkularisierte β-Propellerstruktur bilden. Die 

Proteine sind an einer Vielzahl von Funktionen wie Signaltransduktion und Regulation von 

Transkription, Zellzyklus und Apoptose beteiligt. Dies geschieht durch Koordination von 

Multiproteinkomplex-Assemblaten. Die Spezifität der Proteine wird durch die Sequenzen um 

die WD-Repeats sichergestellt. Zu diesen Proteinen zählen G-Proteine, der TAFII 

Transkriptionsfaktor und die E3 Ubiquitin-Ligase. Unterhalb der Signifikanzschwelle gibt 

SMART eine Reihe weiterer Domänen an. Die Ubiquitin-Domäne (Aminosäure 28 bis 101) 

wird für eine Vielzahl zellulärer Prozesse genutzt, abhängig von der subzelluläre Lokalisation, 

der Proteinart und der Art der kovalenten Bindung (Larsen und Wang, 2002). Die Myosin-

Domäne (Aminosäure 48 bis 148) wird neben den klassischen Motorproteinen auch in 
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Proteinen ohne Motorfunktion gefunden. Diese Domäne bindet vermutlich an Mikrotubuli 

und könnte eine Verbindung zwischen dem Mikrotubuliskelett und aktinbasierenden Motoren 

schaffen. RING-Domänen (Aminosäure 64 bis 150) enthalten intrinsische E3 Ubiquitin-

Ligaseaktivität. Diese Ligase bestimmt die Substratspezifität für die Ubiquitinierung. FYVE-

Domänen (Aminosäuren 136 bis 167 und 139 bis 188) sind Zink-Bindedomänen, die 

vermutlich im endosomalen Targeting involviert sind. Neuere Daten zeigen, daß diese 

Domänen Phosphatidylinositol-3-Phosphat binden. Proteine mit dieser Domäne beinhalten  

u.a. EEA1. Gemäß Psi/Phi-BLAST werden nach sieben Iterationen Ähnlichkeiten mit  

β-Transducin, der Untereinheit β2 des guanine nucleotide-binding proteins, und mit einer 

Serin/Threonin- und Tyrosin-Kinase gefunden.  

4.6.3.15.3 Testis specific adriamycin sensitivity protein (Ähnlichkeiten mit LanC 
(bacterial lantibiotic synthetase component C)-like 2) 

Die LANC-ähnliche Domäne umfaßt die Aminosäuren 81 und 444. Lanthionine sind 

Thioetherbrücken, die vermutlich durch Dehydratation von Serinen und Threoninen und 

Anfügung von Cysteinen entstehen. LANCL1 (P40 seven-transmembrane-domain protein) 

und LANCL2 (testis-specific adriamycin sensitivity protein) werden als peptidmodifizierende 

Enzyme vermutet. Sie werden in hohen Mengen in Gehirn und Testes exprimiert und könnten 

eine Rolle in der Immunüberwachung dieser Organe spielen (Mayer et al., 2001). 

4.6.3.15.4 Hypothetisches Protein LOC303183 (RIKEN cDNA 110031B06) 

Nach sieben BLAST-Iterationen zeigen sich Ähnlichkeiten mit SVAP1, SNAP-25, SNAP-23  

und weiteren SNAPs. Der SMART-Algorithmus gibt eine t-SNARE Domäne, die helicale 

Region in SNAREs, für die Aminosäuren 346 bis 418 wieder. Unterhalb der 

Signifikanzschwelle werden weitere Domänen identifiziert. Die Homologiedomäne des 

Gelsolin (Aminosäuren 278 bis 376) ist ein zytoplasmatisches, Ca2+-reguliertes und 

aktinmodulierendes Protein ist, das an bärtige Enden von Aktinfilamenten bindet und diese 

blockiert. Es kann die Nukleation der Monomere in Filamente initiieren sowie bestehende 

Filamente auseinanderschneiden. Zudem bindet es mit hoher Affinität an Fibronectin, eine 

Komponente der extrazellulären Matrix. Spektrin Repeats (Aminosäure 296 bis 395) findet 

man in einer Vielzahl von Proteinen, die in der Zytoskelett-Architektur eine Rolle spielen. 

Dazu zählen Spektrin, α-Actinin und Dystrophin. Spektrin Repeats bilden Dreihelixbündel. 

Die Domäne des GoLoco (Aminosäure 119 bis 137) oder G-Protein regulatorischen (GPR) 
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Motivs wird in verschiedenen Regulatoren von G-Proteinen gefunden und wirkt als GDI für 

Gαi.  

4.6.3.15.5 Da1-10 

Das bisher unbeschriebene Protein Da1-10 enthält bis auf die Coiled Coil-Domäne 

(Aminosäuren 361 bis 400) keine signifikanten Domänen. Unterhalb der Signifikanzschwelle 

könnte BPTI/Kunitz (Aminosäuren 234 bis 259) in Frage kommen, was zu einer Familie von 

Serinprotease-Inhibitoren gehört, Proteasen der S1-Familie hemmt und auf Metazoa 

beschränkt ist. Eine Domäne eines eukaryontischen Translationsinitiationsfaktors 

(Aminosäuren 85 bis 162) sowie eine konservierte Domäne aus dem Bowman-Birk Proteinase 

Inhibitor 8 (Aminosäure 322 bis 361) sind ebenfalls möglich. 

4.6.3.15.6 Hypothetisches Protein (Ähnlichkeiten mit Ankyrin 2 Isoform 2) 

Ankyrine verbinden das kortikale Aktin-Spektrin-basierende Membranzytoskelett mit der 

Plasmamembran und spielen essentielle Rollen in der Zellbewegung, Proliferation, Zell-Zell-

Kontakten und der Aufrechterhaltung spezialisierter Membrandomänen. Ankyrin 2 ist das 

Hauptankyrin im Gehirn.  

4.6.3.15.7 KIAA0587 (Vorhersage: NCK-associated protein 1 (Nap1)) 

Nck ist ein Adaptormolekül, dessen Bindepartner Nap1 mit Rac präzipitiert. Die Bindung 

wird vermutlich über zusätzliche Proteine vermittelt (Kitamura et al., 1997). Nap1 ist in 

sporadischer Alzheimer herunterreguliert, und die Suppression der Nap1-Expression resultiert 

in Apoptose (Suzuki et al., 2000).  

4.6.3.15.8 Leucine zipper domain protein (LOC287061) 

Nach Anwendung des SMART-Algorithmus konnten keine signifikanten Domänen 

zugeordnet werden. Unterhalb der Signifkanzschwelle kommen jedoch mehrere Domänen in 

Frage. Hierzu zählen die katalytische Domäne der Tyrosin Kinase (Aminosäuren 5 bis 188), 

die Polyphosphat Kinase 2-Domäne (Aminosäuren 5 bis 161) sowie eine DEATH-Domäne 

(Aminosäure 96 bis 184). Zusätzlich kommen die C-terminale Domäne der Glutation  

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

spielt, als auch eine BAR-Domäne (Aminosäuren 112 bis 277) in Frage, die in die Endozytose 

und verschiedene Schritte des intrazellulären Transportes verwickelt ist und eine Rolle bei der 

Bildung der Membrankurvatur spielt.  
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4.6.3.15.9 Nicht detektierte synaptische Vesikelproteine 

Einige Proteine wie der vesikuläre Transporter für Acetylcholin (vAChT) oder für 

Monoamine (vMaT2) konnten nicht über Massenspektrometrie identifiziert werden. Dies läßt 

sich darauf zurückführen, daß diese im Vergleich zu anderen synaptischen Vesikelproteinen 

im Gesamtgehirn unterrepräsentiert sind. Die Anwesenheit des vesikulären 

Acetylcholintransporters konnte über Immunblot bestätigt werden. Es ist daher durchaus 

möglich, daß auch andere Proteine einer Detektion entgangen sind, insbesondere wenn diese 

wie die beiden erwähnten Transporter in geringer Abundanz und nur in Subpopulationen von 

Neuronen existent sind. 

4.6.3.16 Vergleich mit anderen Arbeiten 

In den letzten Jahren wurden einige Arbeiten über die proteinäre Zusammensetzung 

synaptischer Vesikel und CCVs publiziert. Coughenour und Mitarbeiter (Coughenour et al., 

2004) nutzten einen Glyceringradienten als letzten Schritt für die Aufreinigung synaptischer 

Vesikel und identifizierten über BAC/SDS- und IEF/SDS-PAGE insgesamt 36 Proteine, von 

denen annähernd alle auch in dieser Arbeit detektiert werden konnten. Dies trifft auch auf 

mögliche Kontaminationen wie die NADPH Cytochrom Reduktase zu. Nicht identifiziert 

wurden in dieser Arbeit AnnexinIII, das Ca2+-abhängig Phospholipide bindet und Inhibitor 

der Phospholipase A2 ist (Kim et al., 2001) und VDAC1, ein Ionenkanal in der äußeren 

Mitochondrienmembran (Hodge und Colombini, 1997) und in Caveolae von 

Plasmamembranen (Bathori et al., 1999). Die Proteomanalyse von CCVs (Blondeau et al., 

2004) resultierte in der Identifizierung von 32 integralen synaptischen Vesikelproteinen. Dazu 

zählen VAMP-1 und -2, Synaptotagmin 1 und 2, Syntaxin 1A und B und SNAP-25, die auch 

in dieser Arbeit detektiert werden konnten. Auch die nachgewiesenen rab-Proteine stimmen 

mit den hier beschriebenen überein. Blondeau et al. identifizierten ferner 17 metabolische 

Enzyme, 12 davon Bestandteil der Glykolyse. Zu den 11 Zytoskelettproteinen zählen wie hier 

beschrieben Aktin und Tubulin. GTPasen beinhalten ras, das konstitutiv mit CCVs assoziiert 

ist (Howe et al., 2001), und ein heterotrimeres G-Protein. Zu den nachgewiesenen 18 

Plasmamembranproteinen zählen die Na,K-ATPase, die in CCVs angereichert ist und 

hierüber möglicherweise die Zelloberflächenexpression reguliert (Chibalin et al., 1998), 

sowie die Na+-abhängigen Transporter EAAT1, EAAT2, EAAT4, GAT-1, GAT-3. Diese 

Transporter fehlen in dieser Arbeit, was die Reinheit der Vesikelfraktion gegenüber den 

CCVs belegt und darlegt, daß CCVs in der hier verwendeten Präparation nur in geringer 

Konzentration vorhanden sind. Blondeau et al. wiesen ferner 23 Proteine zur 
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Phosphorylierung und Ca2+-Interaktion nach. Hierzu zählen u. a. Calcineurin A, Calcineurin 

B-like, Peptidylprolyl-Isomerase, VILIP-1 und VILIP-3. Die Isomerase sowie die beiden 

VILIP-Proteine konnten auch in dieser Arbeit detektiert werden. Ebenso wie hier beschrieben, 

waren die Vesikel nach Immunanalyse frei von Kontaminationen durch Mitochondrien, 

Nuklei, Golgi und ER. Detektiert wurden aber Myelin sowie 25 ribosomale und RNA-

Bindeproteine, die vermutlich Teil von RNA-Granula sind. Blondeau et al. beschreiben diese 

als Teil von RNA-Granula, die aus Zufall in Dichte und Größe mit CCVs kofraktionieren. 

Proteine, die in dieser Analyse, nicht aber auf CCVs gefunden wurden, beinhalten Syntaxin 7, 

Synaptotagmin V und XII, ZnT-3, Reticulon 4, der Prolintransporter, Vat1, GP106, die 

Synapsine, Rabphilin3A, Rabconnectin 3, die Septine, Synaptojanin, Amphiphysin, die AP2-

assoziierte Kinase, Neurofilamente, ARP2/3, Spektrin, α-Internexin, Myosin-Va, Capping 

Proteine, EF1, STOP, MAL2A, Atlastin, GAP1-like, RAP, Ral, einige Stoffwechsel-Enzyme 

sowie die identifizierten neuen Proteine. Da einige dieser Proteine wie Synaptojanin oder 

Amphiphysin bewiesenermaßen auf CCVs lokalisieren, diese aber nicht durch Blondeau et al. 

nachgewiesen werden konnten, demonstriert dies die Nützlichkeit des in dieser Arbeit 

verwendeten Ansatzes über verschiedene Elektrophoresetechniken, die zu einer genaueren 

Charakterisierung von Organellen verwendet werden sollten. 

4.6.3.17 Evaluation der gereinigten Organellen 

Aufgrund der durchgeführten Immunanalysen des Saccharosegradienten sowie der 

Anreicherungsstudien während der Präparation kann darauf geschlossen werden, daß es sich 

bei den aufgereinigten Organellen um synaptische Vesikel des Reservepools handelt. Obwohl 

Proteine wie Clathrin, die Adaptoren und Dynamin per Massenspektrometrie identifiziert 

wurden, konnte über die Immunanalysen dargelegt werden, daß Clathrin in den oberen 

Fraktionen des Gradienten nicht vorhanden ist und zudem während der Präparation an 

Konzentration abnimmt. Die identifizierten Proteine der CCVs sind daher auf Proteinspuren 

in der Vesikelpräparation zurückzuführen. Die Anwesenheit endosomaler Organellen ist 

durch die Identifizierung von Syntaxin 7 und 12 und diverser rab-Proteine bestätigt. 

Allerdings fehlen an dieser Stelle andere wichtige Endosomenmarker wie VAMP-3 (Link et 

al., 1993) oder EEA1. Letzteres ist gemäß der Immunanalysen lediglich in den unteren 

Fraktionen detektierbar. Andere Vesikel, die von ER und Golgi abstammen, sind ebenso 

auszuschließen wie Peroxisomen, Nuklei und Mitochondrien. Für all diese Organellen und die 

Plasmamembran durchgeführte Immunanalysen resultieren in einer Abnahme der 
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Konzentration und sind damit auf unspezifische Interaktion oder auf Nachweise von 

Proteinspuren durch die sehr sensitive Massenspektrometrie zurückzuführen. 

4.7 Stimulation synaptischer Vesikel und Analyse über DIGE 

4.7.1 Analyse der Qualität der Stimulation 

Die Effizienz und Qualität der Stimulation läßt sich durch Überprüfung der Verteilung des 

endosomalen Proteins EEA1 demonstrieren. Das integrale Membranprotein ist unter Ruhe ab 

Fraktion 13 detektierbar, während es nach Stimulation erst ab Fraktion 17 nachzuweisen ist. 

Dies legt dar, daß sich endosomale Kompartimente zu größeren Dichten verschieben, 

demnach also an Größe zunehmen. Die Zunahme endosomaler Größe hängt direkt mit der 

Exozytoserate synaptischer Vesikel zusammen. Bei massiver Vesikelfreisetzung kann die 

endosomale Sortierstation die normale Endosomengröße durch Abschnürung und 

Bereitstellung neuer synaptischer Vesikel nicht aufrechterhalten (Leenders et al., 2002), so 

daß die Endosomen an Größe zunehmen. Dies belegt, daß die gewählten 

Stimulationsbedingungen für die Exozytose synaptischer Vesikel ausreichend sind und das 

System für eine qualitative, funktionelle Analyse verwendet werden kann. 

4.7.2 Detektierte Abundanzänderungen 

Nach Anwendung des DIGE-Systems ergeben sich für acht Proteine Abundanzänderungen, 

die sich zwischen 1,96 und -1,53 bewegen. Die SNARE-Proteine SNAP-25 und VAMP-2 

ändern hierbei mit Faktor 1,38 und 1,3 in gleichem Maße ihre Abundanz. Interessanterweise 

resultiert auch das RIKEN-Protein mit Faktor 1,36 in einer identischen Abundanzänderung 

und könnte daher mit den SNAREs zusammenhängen. Auch Synaptophysin zeigt mit Faktor 

1,21 eine ähnliche Änderung. Rab3A weist eine Abundanzerhöhung um 1,38, rab2B eine 

entsprechende Abundanzerniedrigung auf. Das Motorprotein Dynein zeigt nach Stimulation 

eine nahezu doppelte Abundanz, während sich die d-Untereinheit des V0-Teils der vATPase 

um Faktor -1,25 ändert. Abundanzänderungen können durch posttranslationale 

Modifizierungen wie Phosphorylierung zustandekommen. Daher wurden die betroffenen 

Proteine hinsichtlich ihres Phosphorylierungsstatus untersucht. Es wurde zudem 

sichergestellt, daß die verwendeten Phosphoantikörper spezifisch die jeweiligen 

phosphorylierten Aminosäuren erkennen. Verdau der Proteine mit Lambda Protein 

Phosphatase resultierte bis auf ein nicht näher identifizierbares Signal im kompletten Verlust 

des Immunsignals.  
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Anhand der Phosphostudien wird deutlich, daß einige der identifizierten Proteine 

stimulationsabhängige Phosphorylierungen durchlaufen. Die Phosphorylierung ist ein Mittel 

zur Modulation der Proteinfunktion und -stabilität und dient der Vermittlung 

phosphorylierungsabhängiger Protein-Protein-Interaktionen. Viele Proteine, die in der 

Membranfusion involviert sind, sind Phosphoproteine (Gerst, 2003), und der 

Phosphorylierungsstatus von Proteinen in Prä- und Postsynapse beeinflußt die synaptische 

Struktur, Organisation und Funktion. Die Phosphorylierung durch Kinasen und die 

Dephosphorylierung durch diverse Phosphatasen kontrolliert nahezu jeden Aspekt der 

synaptischen Funktion, wie die Neurotransmitterfreisetzung, Endozytose, Aktivität von 

Rezeptoren und Ionenkanälen sowie die lokale Proteinsynthese. Auf die nachgewiesenen 

Phosphorylierungen der identifizierten Proteine sowie andere Hypothesen zur 

Abundanzänderung wird im Folgenden detailliert eingegangen.  

4.7.2.1 SNAP-25 

SNAP-25 wird durch Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration über PKA an Thr138 

und über PKC an Ser187 phosphoryliert. Die Threoninphosphorylierung hat keinen Effekt auf 

den Zusammenbau des SNARE-Komplexes oder die Bindung von Synaptotagmin, während 

die Serinphosphorylierung in einer reduzierten Bindung von Synaptotagmin und einer 

geänderten subzellulären Lokalisation resultiert (Shimazaki et al., 1996; Risinger und 

Bennett, 1999). Thr138 ist zudem nötig für den geprimten Zustand des RRP (Nagy et al., 

2004), Ser187 beeinflußt die anhaltende Phase der Sekretion durch Erhöhung der 

Vesikelrekrutierung, nachdem der RRP exozytiert ist (Nagy et al., 2002). Zusätzlich führt die 

Inkubation mit hohen Kaliumkonzentrationen zu einem Anstieg der Genexpression für 

SNAP-25, präferentiell SNAP-25a. Reguliert wird dies über Phosphorylierung durch CaMK, 

PKA und/oder PKC (Montiel et al., 2003). Die nachgewiesene Abundanzänderung von 1,38 

könnte durch Phosphorylierung zustande kommen. Die Phosphostudien liefern diesbezüglich 

aufgrund der Kolokalisation mit der leichten Immunglobulinkette keine aussagekräftigen 

Ergebnisse. Eine Abundanzerhöhung durch Anstieg der Genexpression ist aufgrund der zu 

kurzen Zeitdauer auszuschließen. 

4.7.2.2 VAMP-2 und Synaptophysin 

VAMP-2 besitzt zwei potentielle Phosphorylierungsstellen, Ser35 und Thr61 (Nielander et al., 

1995). Da die Bindung von Synaptophysin an VAMP-2 dessen Verfügbarkeit regulieren 
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und/oder den monomeren, thermodynamisch instabilen Zustand stabilisieren kann (Thiele et 

al., 2000) und die Phosphorylierung von VAMP-2 nicht die Bindung an Syntaxin oder  

SNAP-25 beeinflußt (Nielander et al., 1995), könnte die Phosphorylierung die Bindung des 

VAMP-2 an Synaptophysin modulieren und das Protein für die Bildung des SNARE-

Komplexes nach Stimulation entlassen. Die nachgewiesene Serinphosphorylierung geht 

konform mit diesen Aussagen. 

 

Synaptophysin ist das Hauptphosphoprotein synaptischer Vesikel (Pang et al., 1988) und 

kann potentiell an Serin, Threonin und Tyrosin phosphoryliert werden. Als Kinasen kommen 

c-src (Pang et al., 1988; Onofri et al., 1997) und CaMKII in Frage (Pang et al., 1988; 

Rubenstein et al., 1993). Die Phosphorylierungsstellen sind aufgrund des Fehlens von 

Trypsinspaltstellen im C-Terminus jedoch immer noch nicht identifiziert. Unter Ruhe ist 

Synaptophysin tyrosinphosphoryliert (Jena et al., 1997; Mullany und Lynch, 1998) und wird 

vermutlich nicht durch Depolarisation phosphoryliert (Rubenstein et al., 1993). Dies stimmt 

mit fehlenden Evidenzen der direkten Rolle einer Tyrosinphosphorylierung in der 

Neurotransmitterfreisetzung überein (Gurd, 1997). Allerdings wirkt die 

Tyrosinphosphorylierung in der LTP und besitzt damit einen Effekt auf die synaptische Stärke 

(Kalia et al., 2004). Die nachgewiesene Tyrosinphosphorylierung könnte durch die harschen 

Stimulationsbedingungen entstehen, die einer LTP nahekommen. Zusätzlich ist die 

Interaktion zwischen Dynamin und Synaptophysin abhängig von der 

Tyrosinphosphorylierung, wird aber nur durch Ca2+-Konzentrationen im µM Bereich 

stimuliert (Daly und Ziff, 2002; Evans und Cousin, 2005). Die Zunahme der 

Serinphosphorylierung nach Stimulation durch Ca2+/Calmodulin ist bereits beschrieben, 

stimmt jedoch im Ausmaß um Faktor 1,9 nicht mit der Literatur überein. So resultiert 

Ca2+/Calmodulin in einer vierfachen Zunahme der CaMKII-induzierten 

Serinphosphorylierung (Rubenstein et al., 1993).  

4.7.2.3 VAMP-2, Synaptophysin und vATPase V0 d 

Die Untereinheiten V0 a und d sind eher für Zusammenbau, Targeting und Regulation der 

vATPase als für ihre katalytische oder protonenpumpende Aktivität wichtig (Carrión-Váquez 

et al., 1998). So spielt die d-Untereinheit eine wichtige Rolle im Zusammenbau von V0 und 

des V0V1-Komplexes (Bauerle et al., 1993; Myers und Forgac, 1993). VAMP-2 liegt in 

Assoziation mit Synaptophysin und dem V0-Teil der vATPase vor, der den V1-Teil sowie 

SNAP-25 und Syntaxin-1 ausschließt (Galli et al., 1996). Die direkte Bindung von VAMP-2 
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an Synaptophysin könnte daher zwei Funktionen beinhalten: die bereits beschriebene 

Regulation der Bildung des SNARE-Komplexes und die Regulation der Fusionspore (Calakos 

und Scheller, 1994; Edelmann et al., 1995; Washbourne et al., 1995) über die Bindung des 

Synaptophysin an V0 d (Thomas und Betz, 1990). Die Regulation der vATPase durch 

Dissoziation ist beschrieben (Sumner et al., 1995). V0 d ist ein vielversprechender Kandidat 

für die Vermittlung dieser Reaktion, da es die umgekehrte Reaktion seiner postulierten 

Funktion der vATPase-Biogenese darstellt (Myers und Forgac, 1993). Die Phosphorylierung/ 

Dephosphorylierung und/oder Sulphatisierung könnten Induktor sein, da V0 d zwölf 

Phosphorylierungsstellen für Casein Kinase II, eine für Tyrosin-Kinase und eine Tyrosin-

Sulphatisierungsstelle besitzt. Der Komplex zwischen VAMP-2, Synaptophysin und V0 

könnte zur Inaktivierung der vATPase vor der Exozytose dienen. Synaptophysin und die 

vATPase lägen vorgeformt auf der Vesikelmembran vor und die Bindung des VAMP-2 würde 

in einer Konformationsänderung der d-Untereinheit resultieren, was zum Ablösen des V1-

Sektors und damit zur Inaktivierung der Pumpe führt (Carrión-Váquez et al., 1998). 

4.7.2.4 Rab-Proteine und Dynein 

Die direkte Phosphorylierung von rab-Proteinen kann deren Aktivität und/oder zelluläre 

Lokalisation regulieren sowie die Interaktion mit Effektoren beeinflussen (Ding et al., 2003). 

Rab3B, rab6 und rab8 werden nach Thrombinstimulation von Blutplättchen phosphoryliert 

(Karniguian et al., 1993), und rab8 kann in seiner aktiven Form mit der streßaktivierten GC-

Kinase reagieren (Ren et al., 1996). Nach Phosphorylierung ändern rab1 und 4 ihre 

subzelluläre Verteilung und werden hauptsächlich zytosolisch detektiert (Bailly et al., 1991; 

Cormont et al., 1994). Auch die drei rab5-Isoformen können durch verschiedene Kinasen 

phosphoryliert werden. Die Phosphorylierung könnte generell für die Feinregulation der rab-

Wirkung verantwortlich sein (Chiariello et al., 1999), so auch für die Wirkung von rab3A. So 

könnte die Serin- und Threoninphosphorylierung rab3A in dessen Rolle als Superprimer 

unterstützen oder die Funktion im aktivitätsabhängigen Transport synaptischer Vesikel an die 

aktive Zone fördern. Studien mit rab-Mutanten lassen den Schluß zu, daß die GTP-Hydrolyse 

nicht an den Transport gekoppelt ist, sondern daß GTP-gebundene rabs als Beschleuniger der 

Verkehrrate arbeiten (Tuvim et al., 2001). Dies könnte auch für rab2 gelten. Rab2 führt zur 

Rekrutierung von Komponenten, die die Membranabschnürung und Interaktion mit dem 

Zytoskelett erleichtern, was in der Freisetzung und dem Transport retrograd gerichteter 

Vesikel im Komplex mit GAPDH und Mikrotubuli resultiert. Detektiertes Dynein könnte hier 
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ebenso eine Rolle spielen. Die Abundanzzunahme könnte in einer erhöhten Rekrutierung an 

synaptische Vesikel erklärt werden. 

4.7.2.5 Svap30 

Interessanterweise zeigt auch eines der neuen Proteine, die in dieser Arbeit näher 

charakterisiert wurden, eine Abundanzänderung. Da das Protein physiologisch nachweislich 

zytosolisch und membranassoziiert vorkommt, könnte es während der Stimulation an Vesikel 

binden, was die Abundanzerhöhung erklärt. Ferner könnte es wie die rab-Proteine 

phosphoryliert und dadurch in seiner Funktion moduliert werden. Dies geht konform mit 

vorhergesagten Phosphorylierungstellen für Protein Kinase C und Casein Kinase II. Inwieweit 

die nachgewiesene Lokalisation in Gliazellen eine Rolle im Vesikelzyklus spielt, bleibt zu 

klären. Dem Protein wurde der Name Svap30 (synaptic vesicle-associated protein of 30 kDa) 

gegeben. 

4.7.2.6 Weitere Proteine 

Bei den Proteinen VII und VIII, deren Phosphorylierungsstatus sich nach Stimulation ändert, 

handelt es sich nach Vergleich mit den MS-Identifikationen vermutlich um Aktin (VII) und 

GAPDH (VIII). Die Zunahme der Serinphosphorylierung von Aktin nach Stimulation kann 

dessen Polymerisationsverhalten beeinflussen (Papakonstanti und Stournaras, 2002) und 

könnte dadurch Einfluß auf die Verfügbarkeit synaptischer Vesikel für die Fusion nehmen. 

GAPDH wird nach Stimulation tyrosinphosphoryliert. Die phosphorylierte GAPDH ist nötig 

für die Bindung der Mikrotubuli an rab2-haltige VTCs. Dies stellt den retrograden Transport 

sicher. GAPDH ist Substrat der PKCJλ (Tisdale, 2002). Daß diese Proteine nicht über das 

DIGE-System identifiziert wurden, könnte an der Höhe der Abundanzänderung liegen, die für 

eine signifikante Erkennung über die DeCyder-Software zu gering ist. 

4.7.3 Zusammenfassung 

Eine zusammenfassende Darstellung der Proteine, die nach Stimulation ihre Abundanz 

ändern, ist mit zugehörigen funktionellen Angaben bzw. vermuteten Funktionen in Abbildung 

157 wiedergegeben. 

 

 

 



4. Diskussion   280 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.7.4 Evaluation des DIGE-Systems 

Das DIGE-System hat sich in Kombination mit BAC/SDS-PAGE für die Identifikation von 

Abundanzänderungen nach Stimulation als geeignet erwiesen. Möglicherweise wäre es 

sinnvoll gewesen, das Markieren der Proteine vor oder nach der Immunreinigung 

durchzuführen, da die Magnetbeads einen schützenden Einfluß auf die gebundenen Vesikel zu 

haben scheinen. Wie bereits beschrieben wurde, konnten durch Einsatz von Natriumcarbonat 

oder Tris keine peripher assoziierten Proteine von der Vesikelmembran abgelöst werden. 

Dennoch erwies sich das Muster der mit CyDyes gelabelten Proteine als identisch mit dem 

coomassiegefärbter Gele, so daß der Ausschluß der Magnetbeads während der Markierung 

vermutlich nur einen Einfluß auf die Menge des gebundenen Farbstoffes gehabt hätte.  

 

Zusätzliche Evidenz für die Abundanzänderung nach Stimulation könnte über den Einsatz von 

ICAT und/oder iTRAQ erreicht werden. ICAT verläuft über die cysteinspezifische 

Markierung von Proteinen mit den Isotopen 13C und 12C und erlaubt damit Multiplexing und 

relative Quantifizierung zweier Proben. Die Proteine können anschließend per Gel oder 

Flüssigkeitschromatographie analysiert werden. iTRAQ basiert auf der Markierung von 

Peptiden mit isobaren Farbstoffen und erlaubt Multiplexing bis zu vier verschiedener Proben 

in einer Analyse. Vorteil des Systems gegenüber DIGE und ICAT ist das Labeln von Peptiden 

Abb. 157. Schema der putativen Funktionen der über DIGE identifizierten Proteine. 
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nach tryptischem Verdau in Lösung, was eine relative oder absolute Quantifizierung erlaubt 

und keine Trennung per Gelelektrophorese mit möglichen anschließenden Problemen bei der 

Peptidelution benötigt. Zusätzlich gehen keine posttranslationalen Modifizierungen verloren, 

da alle Peptide markiert werden. Für die Feststellung der jeweils phosphorylierten 

Aminosäure können Phosphopeptide aus komplexen Proteinmischungen über Metall-

Affinitätschromatographie (IMAC) (Andersson und Porath, 1986) isoliert und danach über 

Massenspektrometrie identifiziert werden (Ficarro et al., 2002). Trotz der möglichen 

Probleme durch multiple Phosphorylierungen in einem Peptid, Heterogenität der 

Phosphorylierung eines Proteins und der zur Zeit schlechten Fragmentierung der 

Phosphopeptide (Collins et al., 2005) könnte dieser Ansatz Aufschluß über den genauen 

Phosphorylierungsstatus der identifizierten Proteine geben. 

4.8 Charakterisierung ausgewählter neuer Vesikelproteine 

4.8.1 Svap30 

Die Analyse von Svap30 zeigt nach Expression in CHO- und PC12-Zellen ein punktuelles 

Muster, das in PC12-Zellen neben der somatischen Lokalisation bis in die Neuriten reicht und 

in den Wachstumszonen eine hohe Präsenz zeigt. Membranfraktionen legen dar, daß das 

Protein sowohl zytosolisch als auch membranassoziiert vorliegt, was durch die 

immunzytochemischen Daten und Stickstoffbehandlung transfizierter CHO-Zellen zusätzlich 

belegt werden kann. Das Protein läßt sich durch hohe pH-Werte von der Membran 

extrahieren, was auf eine elektrostatische Interaktion hinweist. Über das 

Wanderungsverhalten im Saccharosegradienten und damit auch über einen Profilvergleich mit 

anderen analysierten Proteinen kann aufgrund der beschriebenen Problematik nicht viel 

ausgesagt werden. Hinweise auf eine bimodale Verteilung, wie sie für integrale synaptische 

Vesikelproteine beschrieben wurden, liegen jedoch nicht vor. Dennoch zeigt das Protein 

während des Präparationsverlaufes eine Anreicherung und scheint daher spezifisch mit 

synaptischen Vesikeln assoziiert vorzuliegen. Die Analyse der Gewebeexpression mittels RT-

PCR legt nahe, daß das korrespondierende Gen ubiquitär exprimiert wird und in seinen 

Expressionleveln nur leichten Schwankungen in den untersuchten Geweben unterliegt. 

Immunhistologische Untersuchungen bestätigen die Präsenz in allen Gehirnarealen, der Milz, 

Niere, Lunge und dem Thymus. In anderen Geweben kann kein sicherer immunhistologischer 

Nachweis geführt werden. Eine Aufreinigung der Präimmunseren über die antigenen Peptide 

wäre in diesem Fall sinnvoll, um einen spezifischen Immunnachweis führen zu können.  
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Die immunhistologische Markierung ähnelt in allen Gehirnarealen stark der von astroglialen 

Proteinen, was die Kolokalisationsstudien mit GFAP bestätigen. Die Überlappung mit GFAP 

in den glialen Ausläufern läßt eine Assoziation des Proteins mit GFAP und/oder glialen 

Intermediärfilamenten vermuten. Bisher wurden jedoch keine Proteine identifiziert, die solch 

ein Verhalten aufzeigen. Zudem geht die errechnete molekulare Masse nicht konform mit 

anderen Neurofilamenten, und Svap30 weist keine für diese Proteinfamilie charakteristische 

Domänenstruktur oder andere Ähnlichkeiten auf. Das Veteilungsmuster von Svap30 ist 

dennoch nicht absolut mit GFAP vergleichbar, da es auch in großen Neuronen detektiert 

werden kann, in denen es mit VAMP-2 kolokalisiert. 

 

SNARE-Proteine existieren neben der hochabundanten Lokalisation in Neuronen auch in 

Gliazellen (Madison et al., 1999), die wie Neurone eine Ca2+-Erregbarkeit zeigen (Peters et 

al., 2003) und vermutlich neben der strukturellen Unterstützung und Ernährung von Neuronen 

eine regulierende Funktion in synaptischer Stärke und Plastizität besitzen (Stigliani et al., 

2006). Dies könnte die Anwesenheit von Svap30 in Gliazellen erklären. Dennoch ist eine 

Aufreinigung SV2-haltiger Organellen aus diesem Zelltyp auszuschließen, da SV2 nicht in 

akut isolierten Astrozyten vorhanden ist (Wilhelm et al., 2004) und keine Überlappung von 

SV2 und Svap30 nachgewiesen werden konnte. Da das Protein jedoch nach Immunreinigung 

synaptischer Vesikel über SV2 identifiziert wurde, ist dessen fehlende Kolokalisation mit 

SV2 nicht erklärbar. Wie für alle anderen identifizierten Proteine, die nicht in Neuronen oder 

an synaptischen Vesikeln lokalisiert sind, könnte das Protein unspezifisch an die Vesikel 

gebunden haben. Dies erklärt jedoch weder die Konzentrationszunahme des Proteins während 

der Präparation noch die Abundanzänderung des Proteins nach Stimulation von Neuronen 

sowie die endogene Präsenz in PC12-Zellen. Möglicherweise erkennt der Peptidantikörper 

nicht nur Svap30, sondern resultiert in einer unspezifischen Interaktion mit GFAP. Dies 

könnte über Transfektion von CHO-Zellen mit einem GFAP-haltigen Vektor und 

anschließender Immunzytochemie über Applikation des Svap30-Antikörpers überprüft 

werden. Da jedoch das Präimmunserum in der Immunzytochemie identische Markierungen 

wie der Peptidantikörper ergibt, sind diese Studien als nicht signifikant zu werten. Auch hier 

wäre eine Aufreinigung des Peptidantikörpers und des korrespondieren Präimmunserums von 

Vorteil. Vergleicht man die Sequenz des gewählten Epitops mit der GFAP-Sequenz, so stellen 

sich keine signifikanten Ähnlichkeiten dar - die größstmögliche Ähnlichkeit im Bereich der 

GFAP-Sequenz ist in Abbilung 158 dargelegt.  
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Dies läßt eine unspezifische Markierung von GFAP mit dem Svap30-Antikörper 

ausschließen. Weiter bestätigt werden kann dieser Befund durch Western Blots, die bei 

Applikation des Svap30-Antikörpers in einer einzigen Bande bei ~30 kDa resultieren. Das für 

GFAP typische Immunsignal bei 42 kDa konnte nicht detektiert werden. Eine unspezifische 

Antikörpermarkierung des nativen Proteins ist jedoch weiterhin nicht ausgeschlossen.  

4.8.2 SV35 

Das integrale Membranprotein SV35 zeigt ebenso wie Svap30 eine punktuelle Verteilung und 

ist in den Wachstumskegeln der PC12-Zellen angereichert. Laut Membranfraktion ist das 

Protein erwartungsgemäß ausschließlich membranär lokalisiert und ist mit einer Reihe 

integraler synaptischer Vesikelproteine kolokalisiert. Im Saccharosegradienten zeigt es eine 

den integralen Vesikelproteinen entsprechende Verteilung und reichert sich während der 

Präparation an. All dies läßt auf eine spezifische Assoziation mit synaptischen Vesikeln 

schließen. Sämtliche Immunanalysen geben das Protein als Doppelbande oder -spot wieder, 

so daß es vermutlich in zwei Spleißvarianten oder zusätzlich als anderweitig posttranslational 

modifizierte Population vorliegt. Das Protein ist endogen in PC12-Zellen vorhanden.  

 

Erste Resultate nach einem Knockout eines SV35-verwandten Proteins in C. elegans 

induzieren einen unkoordinierten Phänotyp, der aus einer reduzierten 

Neurotransmitterfreisetzung resultiert (Kollaboration mit Dr. Alexander Gottschalk). 

Immunhistochemische Untersuchungen umfassen Studien zur Kolokalisation mit den 

integralen synaptischen Vesikelproteinen VAMP-2 und SV2 sowie mit diversen 

Neurotransmittertransportern. VAMP-2 und SV2 als integrale Vesikelproteine zeigen in allen 

untersuchten Gehirnbereichen partielle Überlappungen mit SV35. Dies läßt den Schluß zu, 

daß es sich bei SV35 um ein Vesikelprotein handelt, das aufgrund der eingeschränkten 

Kolokalisation mit den untersuchten synaptischen Vesikelproteinen in Subpopulationen von 

Neuronen exprimiert wird. Deren Typ wurde durch Kolokalisationsanalysen mit vGat, vGlut1 

und der Tyrosinhydroxylase untersucht. Die immunhistochemischen Analysen lassen den 

Schluß zu, daß SV35 nicht in dopaminergen, noradrenergen oder adrenergen Neuronen 

vorhanden ist, da für die Tyrosin Hydroxylase keine Überlappungen nachgewiesen werden 

Abb. 158. Darstelllung  der größten Sequenzhomolgie für das Epitop des Svap30-Antikörpers und die 
Proteinsequenz von GFAP. 
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konnten. Aufgrund der nicht aussagekräftigen Resultate der Immunanalysen der vesikulären 

Transporter für Acetylcholin und für Monoamine lassen sich keine Aussagen über die 

Kolokalisation in cholinergen und serotonergen Neuronen treffen. Um zudem 

Kolokalisationen mit Monoaminen vollständig auszuschließen, wäre eine Untersuchung 

histaminerger Neuronen sinnvoll, gegen die zum Zeitpunkt der Studie jedoch keine 

Antikörper verfügbar waren. Für glutamaterge und GABA/glycinerge Neuronensubtypen 

wurden hingegen positive, aber auch negative Resultate erzielt. Kolokalisationen wurden für 

beide Proteine in der Habenula nachgewiesen. Andere Bereiche wie der geniculate Kern 

zeigen ausschließlich für vGat eine Kolokalisation. Im piriformen Cortex ergibt sich für 

vGlut1 eine Kolokalisation, während vGat dort eine geringe bis keine Überlappung zeigt. In 

den olfaktorischen Tuberkeln hingegen ergibt sich eine Kolokalisation für vGat, während 

vGlut1 den Bereich völlig ausspart. Im Bulbus olfactorius ist in der äußeren plexiformen 

Schicht für vGlut1 eine Kolokalisation feststellbar, während sich für vGat eine mäßige bis 

keine Überlappung ergibt. Dagegen zeigen die Analysen der Glomeruli Überlappungen für 

beide Transporter. Im Cerebellum lassen sich beide Transporter zusammen mit SV35 in der 

Molekularschicht nachweisen. Auch in der Körnerzellschicht sowie im Hirnstamm sind für 

beide Proteine Überlappungen mit SV35 nachweisbar. Andere untersuchte Bereiche wie der 

Cortex und die Fasertrakte in der Molekularschicht des Cerebellums sind ausschließlich 

SV35-haltig. Keiner der untersuchten Neuronenmarker ergab an dieser Stelle eine 

Überlappung. Der Nachweis von VAMP-2 und SV2 zusammen mit SV35 in diesem Bereich 

läßt daher den Schluß zu, daß es sich bei den markierten Zellen um Neuronen handelt, deren 

Typ jedoch noch bestimmt werden muß. Zusammenfassend läßt sich SV35 weder 

glutamatergen noch GABA/glycinergen Neuronen eindeutig zuordnen. Das Protein scheint 

vielmehr in beiden Populationen partiell präsent zu sein und zusätzlich in Neuronen 

vorzuliegen, die durch keine der verwendeten Marker markiert wurden. Glycinerge Neuronen 

sind vermutlich auszuschließen, da man Glycinrezeptoren fast ausschließlich im ventralen 

Rückenmark findet.  

 

Möglicherweise besitzt SV35 neuromodulatorische Funktion, da es nur in Subpopulationen 

von Neuronen vorhanden ist. Das Vorkommen in excitatorischen und auch inhibitorischen 

Neuronenpopulationen steht hierbei nicht im Widerspruch zu Befunden anderer Gruppen.  So 

wurde gezeigt, daß Synapsen gleichzeitig Dopamin und Glutamat (Sulzer und Rayport, 2000), 

Acetylcholin und GABA (O'Malley et al., 1992) oder GABA und Glycin (Knopp et al., 1999) 

freisetzen können. Selbst die im Gehirn am häufigsten vorkommenden und antagonist 
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wirkenden Transmitter Glutamat und GABA können durch die gleiche Zelle freigesetzt 

werden, z.B. durch hippocampale Moosfasern (Sandler und Smith, 1991; Walker et al., 2001; 

Bergersen et al., 2003), bipolare Zellen der Katzenretina (Kao et al., 2004) und vermutlich 

bipolare Salamanderzellen (Yang et al., 2003). Zu überprüfen bleiben die Bereiche, die nach 

Immunmarkierung über alkalische Phosphatase eine schwache SV35-Präsenz aufweisen.  

4.9 Ausblick 

Obwohl in den letzten Jahrzehnten signifikante Fortschritte auf dem Gebiet synaptischer 

Vesikel erzielt wurden, ist für ein mechanistisches Verständnis des Vesikelzyklus weitere 

Forschung unabdingbar. Die Lücke zwischen physiologischer Beschreibung und molekularem 

Verständnis des Vesikelzyklus ist immens. Die meisten Proteine agieren in Netzwerken, die 

schwierig zu definieren und zu validieren sind, und viele Proteine partizipieren in mehr als 

einer Funktion. Zusätzlich legen bisherige Befunde dar, daß es eine unerwartete Variabilität in 

der Art der Kopplung von Exo- und Endozytose gibt und daß mehrere Wege für die 

Organisation und Regulation der beiden Mechanismen existieren. Die Aufschlüsselung dieser 

Netzwerke und deren überlappenden Funktionen muß daher im Fokus zukünftiger Forschung 

liegen. Die hier dargestellten Proteinnachweise ebnen den Weg für die Identifizierung und 

funktionelle Charakterisierung einiger neuer Proteinbestandteile synaptischer Vesikel. 
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5 Zusammenfassung 

In dieser Arbeit wurde das Proteom synaptischer Vesikel mit Hilfe vier verschiedener 

elektrophoretischer Techniken in Kombination mit Massenspektrometrie eingehend 

charakterisiert. Die bisherigen Proteomansätze resultierten in der Identifizierung einer 

deutlich geringeren Anzahl von Proteinen. Bis auf wenige Ausnahmen wurden alle in der 

Literatur beschriebenen Proteine detektiert. Dies zeigt, daß die Verwendung der eingesetzten 

Techniken die umfassende Charakterisierung der Proteinbestandteile der Vesikel zuläßt. 

Ferner kann aus den Analysen geschlossen werden, daß zum jetzigen Zeitpunkt die 

technischen Grenzen für die Charakterisierung nicht weiter subfraktionierter synaptischer 

Vesikel erreicht sind.  

 

Die Anwendung der drei Techniken legt nahe, daß jede Technik ihre Vor- und Nachteile für 

die Identifizierung bestimmer Proteinklassen besitzt. Dies wurde bisher noch nicht in dieser 

Form gezeigt und liefert wertvolle Informationen für weitere Proteomanalysen.  

 

Zu den in der Summe 238 identifizierten Proteinen gehören neun Proteine, für die weder 

Lokalisations- noch Funktionsdaten vorliegen. Die zwei ausgewählten Proteine Svap30 und 

SV35 zeigen eine gliale bzw. neuronale Verteilung. SV35 befindet sich in Subpopulationen 

von Neuronen, die nach immunhistochemischer Untersuchung als GABAerg und glutamaterg 

zu werten sind. Welche Funktion dieses Protein in diesen Neuronen ausübt, bleibt zu klären. 

Analysen mittels RNA-Intereferenz in PC12-Zellen und Untersuchungen zur Änderung der 

catecholaminergen Transmitterausschüttung könnten erste Indizien liefern. Zudem könnte 

über Transfektion des Proteins in Oozyten die Identität des putativ transportierten Substrates 

bestimmt werden. All diese Arbeiten werden in Zukunft zu einer eingehenden 

Charakterisierung des Proteins beitragen. 
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