
 I 

 

 

 

 
Bcl-2-homologe Proteine aus dem Schwamm Geodia cydonium: 

Klonierung, Charakterisierung und Funktionsanalyse 
von Apoptose-Regulatoren der Porifera 

 

 

 

 

 

 

 

Dissertation 

zur Erlangung des Grades 

"Doktor der Naturwissenschaften" 

am Fachbereich Biologie 

der Johannes Gutenberg-Universität 

in Mainz 

 

 

 

 

 

vorgelegt von 

Matthias Wiens  

geb. in Bad Dürkheim 

 

 

 

Mainz, 2001 



 II 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan:   

 

 

Berichterstatter:  

    

 

 

 

 

 

Tag der mündlichen Prüfung:  4. März 2002 

 

 

 



 III

Inhaltsverzeichnis 
 

 
1 Einleitung .............................................................................................................1 

1.1 Historische Entwicklung: die Geschichte des Zelltods ...........................................1 

1.2 Morphologische und biochemische Determinanten der Apoptose und 

Nekrose ....................................................................................................................1 

1.3 Kernelemente der Apoptose....................................................................................4 

1.4 Die TNF-Rezeptor Familie: Rezeptoren des Zelltods ............................................6 

1.5 Caspasen: Effektoren der Apoptose.......................................................................8 

1.6 Die Bcl-2 Familie: Regulatoren der Apoptose ......................................................11 

1.6.1 Bcl-2: der Prototyp einer großen Familie.....................................................................12 

1.6.2 Die Bcl-2 Homologie Domänen..................................................................................13 

1.6.3 Strukturelle Grundlagen intrafamiliärer Interaktionen....................................................14 

1.6.4 Strukturelle Grundlagen der Porenbildung ...................................................................14 

1.6.5 Modell zur multifunktionalen Wirkungsweise der Bcl-2 Familie ....................................15 

1.6.6 Verknüpfung von Lokalisation und Funktion der Bcl-2 Familie ....................................15 

1.6.6.1 Regulation mitochondrialer Prozesse durch die Bcl-2 Familie im Verlauf der 

Apoptose...................................................................................................................16 

1.6.6.2 Regulation postmitochondrialer Prozesse durch die Bcl-2 Familie im Verlauf der 

Apoptose...................................................................................................................18 

1.6.7 Regulation der Bcl-2 Proteine.....................................................................................19 

1.7 Porifera ....................................................................................................................20 

1.7.1 Biologie der Schwämme.............................................................................................20 

1.7.2  Schwämme: Modell-Organismen für Untersuchungen der Apoptose............................22 

 

 
2 Zielsetzung der Arbeit ................................................................................. 24 
 

 
3 Material und Methoden............................................................................... 25 

3.1 Material...................................................................................................................25 

3.1.1 Chemikalien...............................................................................................................25 

3.1.2 Enzyme......................................................................................................................28 

3.1.3 Kits ...........................................................................................................................28 

3.1.4 Geräte .......................................................................................................................28 

3.1.5 Weiteres Laborzubehör und Verbrauchsmaterialien.....................................................30 

3.1.6 Antikörper .................................................................................................................31 

3.1.7 Phagen, Bakterienstämme, Zellinien und Schwämme ...................................................31 



 IV

3.1.8 cDNA-Bibliothek und Vektoren.................................................................................32 

3.1.9 Primer........................................................................................................................32 

3.1.10 Online-Dienste und Computerprogramme ..................................................................34 

3.2 Methoden ................................................................................................................35 

3.2.1 Schwammkultur .........................................................................................................35 

3.2.1.1 Hälterung der Schwämme...........................................................................................35 

3.2.1.2 Apoptose-Induktion...................................................................................................35 

3.2.2 Zellkultur....................................................................................................................36 

3.2.2.1 Kultivierung adhärenter Zellen.....................................................................................36 

3.2.2.2 Kryokonservierung.....................................................................................................37 

3.2.2.3 Apoptose-Induktion...................................................................................................37 

3.2.2.4 Vitalitätstest ...............................................................................................................38 

3.2.2.5 Apoptose-Nachweis und Quantifizierung ....................................................................38 

3.2.3 Bakterienkultur...........................................................................................................39 

3.2.3.1 Kultivierung von Bakterien in Suspension....................................................................39 

3.2.3.2 Kryokonservierung ....................................................................................................40 

3.2.4 DNA-Plasmidpräparationen.......................................................................................40 

3.2.4.1 Mini-Plasmidpräparation............................................................................................40 

3.2.4.2 Midi-Plasmidpräparation............................................................................................41 

3.2.5 RNA-Präparationen...................................................................................................41 

3.2.5.1 Präparation von Gesamt-RNA aus Zellkulturzellen......................................................42 

3.2.5.2 Präparation von Gesamt-RNA aus Schwammgewebe.................................................42 

3.2.6 Spektrophotometrische Bestimmung der Konzentration und Reinheit von 

Nukleinsäuren............................................................................................................43 

3.2.6.1 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsäuren......................................................43 

3.2.6.2 Bestimmung der Reinheit von Nukleinsäuren...............................................................43 

3.2.7 Auftrennung von Nukleinsäurefragmenten mittels Gelelektrophorese ............................43 

3.2.7.1 Analytische und präparative DNA-Agarosegele ..........................................................44 

3.2.7.2 Analytische RNA-Agarosegele...................................................................................45 

3.2.7.3 Detektion aufgetrennter DNA durch Ethidiumbromid und halbquantitative 

Konzentrationsbestimmung.........................................................................................46 

3.2.7.4 Detektion aufgetrennter RNA durch Toluidinblau........................................................46 

3.2.8 Extraktion und Reinigung von DNA-Fragmenten.........................................................47 

3.2.8.1 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen...................................................47 

3.2.8.2 Reinigung von DNA-Fragmenten................................................................................47 

3.2.9 Homologiescreening der G. cydonium cDNA-Bibliothek............................................48 

3.2.9.1 Kultivierung von Bakterien für die Infektion mit Phagen...............................................48 

3.2.9.2 Bestimmung des Phagentiters......................................................................................48 

3.2.9.3 Primärscreening..........................................................................................................49 



 V

3.2.9.4 Sekundär- und Tertiärscreening..................................................................................52 

3.2.9.5 In vivo-Excission.......................................................................................................52 

3.2.10 Herstellung rekombinanter DNA.................................................................................54 

3.2.10.1 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen....................................................54 

3.2.10.2 Ligation linearer DNA................................................................................................54 

3.2.11 Transformation kompetenter Bakterien.......................................................................55 

3.2.11.1 Herstellung kompetenter E. coli XL1-Blue MRF'........................................................55 

3.2.11.2 Transformation kompetenter E. coli XL1-Blue MRF'..................................................56 

3.2.11.3 Blau/Weiß-Selektion rekombinanter Klone .................................................................56 

3.2.12 Transfer von Nukleinsäuren auf Nylonmembranen.......................................................57 

3.2.12.1 Northern Blotting .......................................................................................................57 

3.2.12.2 Detektion aufgetrennter, immobilisierter Nukleinsäuren durch Methylenblau.................59 

3.2.13 Detektion aufgetrennter, immobilisierter Nukleinsäuren und Proteine durch 

Chemilumineszenz ......................................................................................................59 

3.2.14 Primerdesign..............................................................................................................60 

3.2.15 Die Polymerasekettenreaktion (PCR) .........................................................................61 

3.2.15.1 Standard-PCR...........................................................................................................61 

3.2.15.2 Subklonierung mittels PCR.........................................................................................62 

3.2.15.3 Checking-PCR ..........................................................................................................63 

3.2.15.4 Digoxigenin-Markierung von DNA-Fragmenten..........................................................63 

3.2.15.5 Reverse Transkription von mRNA mit gekoppelter PCR (RT-PCR)............................64 

3.2.16 DNA-Sequenzierung nach Sanger ..............................................................................64 

3.2.16.1 DNA-Sequenzierreaktion...........................................................................................65 

3.2.16.2 DNA-Sequenzierung mittels eines automatisierten Sequenzierers .................................66 

3.2.16.3 Auswertung der DNA-Sequenzierung.........................................................................66 

3.2.17 Expression von Fusionsproteinen in Prokaryoten.........................................................67 

3.2.17.1 Konstruktion eines Expressionsklons ..........................................................................67 

3.2.17.2 Expression eines Fusionsproteins ................................................................................68 

3.2.17.3 Präparation eines Fusionsproteins ...............................................................................68 

3.2.18 Expression von Fusionsproteinen in Eukaryoten..........................................................69 

3.2.18.1 Konstruktion eines Expressionsklons ..........................................................................70 

3.2.18.2 Transfektion und Selektion der Transfektanten............................................................70 

3.2.19 Immuncytochemische Färbung von Zellen...................................................................71 

3.2.19.1 Vorbereitung und Fixierung der Zellen.........................................................................71 

3.2.19.2 Immunfluoreszenzmikroskopie ....................................................................................72 

3.2.20 Auftrennung von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese...................73 

3.2.20.1 Herstellung von Proteinextrakten aus Geweben und Zellkulturzellen.............................73 

3.2.20.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen.....................................................................74 

3.2.20.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)................................................75 



 VI

3.2.20.4 Coomassie Brilliant-Blue-Färbung von SDS-Polyacrylamidgelen.................................76 

3.2.21 Western Blotting ........................................................................................................76 

3.2.22 Herstellung polyklonaler Antikörper............................................................................78 

3.2.22.1 Immunisierung und Serumzubereitung..........................................................................78 

3.2.22.2 Bestimmung des Antikörpertiters ................................................................................79 

 

 
4 Ergebnisse.......................................................................................................... 80 

4.1 Klonierung und Charakterisierung der cDNA zweier Bcl-2-homologer 

Proteine aus dem marinen Schwamm Geodia cydonium.......................................80 

4.1.1 Klonierung des GCBHP1 und des GCBHP2..............................................................80 

4.1.2 Analysen der Basensequenz und der abgeleiteten Aminosäuresequenz des 

GCBHP1 ..................................................................................................................82 

4.1.3 Analysen der Basensequenz und der abgeleiteten Aminosäuresequenz des 

GCBHP2 ..................................................................................................................83 

4.1.4 Vergleiche der Basensequenzen und der abgeleiteten Aminosäuresequenzen des 

GCBHP1 und des GCBHP2 .....................................................................................85 

4.2 Klonierung und Charakterisierung des molekularen Markers Septin 

(GCSEP1) aus G. cydonium...................................................................................90 

4.2.1 Klonierung des GCSEP1 ...........................................................................................90 

4.2.2 Analysen der Basensequenz und der abgeleiteten Aminosäuresequenz des 

GCSEP1 ...................................................................................................................91 

4.3 Analyse der GCBHP2-Transkription nach Einwirkung verschiedener 

Stressoren auf G. cydonium...................................................................................92 

4.4 Analyse der GCBHP2-Translation nach Einwirkung verschiedener 

Stressoren auf G. cydonium...................................................................................96 

4.4.1 Expression eines rekombinanten BHP2-Fusionsproteins und Herstellung eines 

polyklonalen BHP2-Antikörpers.................................................................................96 

4.4.2 Einfluß von TBT und Hitze auf die GCBHP2-Proteinexpression..................................97 

4.5 GCBHP2-Proteinexpression in Säugetierzellen....................................................99 

4.5.1 Herstellung eines Expressionskonstrukts und Transfektion von Säugetierzellen..............99 

4.5.2 Überprüfung der Transkription des transfizierten Expressionskonstrukts .....................100 

4.5.3 Kontrolle der GCBHP2-Proteinexpression................................................................101 

4.5.3.1 Western Blot Analysen..............................................................................................101 

4.5.3.2 Immuncytochemische Analysen..................................................................................102 

4.6 Funktionsanalyse des BHP2 in transfizierten Zellen...........................................103 

4.6.1 Überprüfung der GCBHP2-Proteinexpression im Verlauf der Apoptose-

Induktion..................................................................................................................104 



 VII

4.6.2 Vitalitätstest: Einfluß selektiver Stressoren auf die Vitalität GCBHP2-trans-

fizierter Zellen............................................................................................................105 

4.6.3 Caspase-Assay: Einfluß selektiver Stressoren auf die Caspase-Aktivität 

GCBHP2-transfizierter Zellen....................................................................................107 

4.7 Subzelluläre Lokalisation des BHP2 in GCBHP2-transfizierten Zellen.............109 

 

 
5 Diskussion .........................................................................................................111 

5.1 Erste Indizien für die Existenz apoptotischer Mechanismen in den 

Porifera ...................................................................................................................111 

5.2 Strukturelle Analysen Bcl-2-homologer Proteine aus G. cydonium....................114 

5.2.1 BHP1 und BHP2: Mitglieder der Bcl-2 Familie..........................................................114 

5.2.2 Die BH-Domänen des BHP1 und des BHP2 .............................................................116 

5.3 Phylogenetische Aspekte Bcl-2-homologer Proteine der Porifera ......................119 

5.4 Streßinduzierte Expression des BHP2 ..................................................................121 

5.5 Funktionale Analysen des BHP2...........................................................................125 

5.5.1 BHP2-Expression in einem heterologen System.........................................................125 

5.5.2 Antiapoptotische Effekte der BHP2-Expression.........................................................126 

5.6 Modelle der Apoptose-Regulation durch BHP2, einem Mitglied der 

antiapoptotischen Bcl-2 Subfamilie .......................................................................128 

5.6.1 Potentielle Wirkungsmechanismen des BHP2.............................................................129 

5.6.2 Analogien der BHP2- und der HSP70-Expression.....................................................133 

5.7 Perspektiven für die weitere  Erforschung der Apoptose der Porifera ................136 

 

 
6 Zusammenfassung .........................................................................................137 

 

 
7 Literaturverzeichnis ....................................................................................139 
 

 
8 Abkürzungsverzeichnis ..............................................................................168 

8.1 Abkürzungen, Akronyme und Summenformeln....................................................168 

8.2 Abkürzungscodes für Aminosäuren und Basen....................................................171 

 



Einleitung 

 1

1 Einleitung 
 

1.1 Historische Entwicklung: die Geschichte des Zelltods  

 

Einer der ersten dokumentierten Berichte über den natürlich auftretenden Zelltod stammt von Carl 

Vogt, der 1842 u. a. den Tod von Knorpelzellen im Verlauf der Entwicklung von Amphibien 

beschrieb (CLARKE und CLARKE, 1995; CLARKE und CLARKE, 1996). 1885 wurden die mit dem 

Zelltod verbundenen morphologischen Ereignisse durch Flemming geschildert, welcher jenen 

zusammenfassend den Namen "Chromatolyse" gab. Dieser Name sollte die nächsten 30 Jahre 

hauptsächlich verwendet werden. Das schwindende Interesse an der Aufklärung des Zelltods um die 

Jahrhundertwende wird hauptsächlich auf eine Sprachbarriere zurückgeführt, da die meisten frühen 

Studien in deutsch geschrieben wurden, einer Sprache, die damals immer weniger Forscher 

beherrschten (LINCZ, 1998). Erst 1964 prägten Lockshin und Williams den Begriff "programmierter 

Zelltod" zur Beschreibung der im Verlauf der Transformation einer Mottenlarve zur Adultform 

auftretenden Eliminierung spezifischer Zellen (LOCKSHIN und WILLIAMS, 1964). 

 Der Begriff "Apoptose" (griechisch für das Fallen der Blätter von einem Baum im Herbst) 

wurde schließlich 1972 von Kerr, Currie und Wyllie eingeführt, welche damit die allgemeinen, im 

Verlauf der zellulären Selbstzerstörung auftretenden, morphologischen Veränderungen 

zusammenfaßten (KERR et al., 1972). Diese morphologischen Vorgänge hatten nicht unbedingt die 

de novo-Expression bestimmter Gene zur Voraussetzung. Der Ausdruck "programmierter Zelltod" 

wurde dagegen ursprünglich eingesetzt, um eine von der Expression bestimmter Gene abhängige, 

entwicklungsbiologisch bedingte Vernichtung von Zellen zu charakterisieren, die durch definierte 

physiologische Stimuli induziert worden war. Obwohl die Begriffe "Apoptose" und "programmierter 

Zelltod" ursprünglich nicht zwangsläufig den gleichen Prozeß beschrieben, haben beide über die 

Jahre hinweg ihre spezifische Bedeutung verloren und werden heute synonym angewandt 

(BAUMGARTNER-PARZER, 1996). Unabhängig von dem auslösenden Stimulus oder der Expression 

neuer Gene beschreiben sie heute den Vorgang des von der betroffenen Zelle dirigierten Zelltods, 

welcher sich von dem "zufälligen" Zelltod, der Nekrose, unterscheidet (s. 1.2). 

 

 

1.2 Morphologische und biochemische Determinanten der Apoptose und Nekrose 

 

Apoptose bzw. programmierter Zelltod ist eine morphologisch distinkte Form des Zelltods, welche 

durch eine Vielfalt an physiologischen und pathologischen Stimuli ausgelöst wird (RAFF, 1992; RAFF 

et al., 1993; STELLER und GRETHER, 1994). So sorgt diese natürliche Form des Zelltods bei 

multizellulären Organismen während der Embryogenese, der Seneszenz, der Gewebshomöostase, 

der Abwehr von Pathogenen und nach Schädigung durch exogene oder endogene Faktoren für eine 

Entfernung nicht mehr benötigter und unerwünschter Zellen, ohne umgebendes Gewebe zu schädigen 

oder eine Immunantwort hervorzurufen (SAUNDERS, 1966; GOLSTEIN et al., 1991; WILLIAMS, 
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1991; RAFF, 1992; VAUX et al., 1994). Zusätzlich zu den nützlichen Effekten der Apoptose kann 

eine deplacierte Aktivierung des programmierten Zelltods auch bestimmte Krankheitsformen fördern 

bzw. initiieren. Zu erwähnen sind hierbei vor allem Autoimmunerkrankungen und neurodegenerative 

Störungen (THOMPSON, 1995; YANG und KORSMEYER, 1996). 

 Der Prozeß des Zelltods läßt sich in mehrere Phasen gliedern, beginnend mit dem 

apoptotischen Stimulus (Induktionsphase). Dieser Stimulus kann ein externes Signal sein (z. B. 

Tumor-Nekrose-Faktoren), welches über Rezeptoren der Zelle in das Zellinnere geleitet wird 

(s. 1.4). Er kann aber auch seinen Ursprung direkt in der Zelle als Folge der Einwirkung von 

Toxinen, Oxidantien, Produkten des zellulären Metabolismus' usw. haben (s. Tab. 1.1). Die nächste 

Phase beinhaltet die Detektion des Signals oder des metabolischen Zustands und die 

Signaltransduktion. Die Signalweiterleitung erfolgt über unterschiedliche, intrazelluläre Wege, die 

zelltypspezifisch und wenig aufgeklärt sind. In der Effektorphase münden diese jedoch in einen 

allgemeingültigen Mechanismus, welcher für alle Gewebe identisch sein dürfte (VAUX und 

STRASSER, 1996). Mit der Aktivierung dieser exekutiven Mechanismen setzt die dritte Phase, die 

Effektorphase, ein. Diese Phase umfaßt hauptsächlich Proteasen, welche zu diesem Zeitpunkt 

aktiviert werden, sowie deren positive und negative Regulatoren (s. 1.5). Die letzte Phase wird als 

Post-Mortem-Phase bezeichnet. Hier erfolgt die Chromatin-Kondensierung, der DNA-Abbau und 

schließlich die Phagocytose durch benachbarte Zellen oder Makrophagen (VAUX und STRASSER, 

1996). 

 Die Apoptose stellt einen energieabhängigen, streng regulierten Prozeß dar, welcher en-

zymatisch katalysierte Schritte involviert. Sie betrifft meist nur einzelne Zellen und weist ein breites 

Spektrum charakteristischer morphologischer Veränderungen auf (SEARLE et al., 1975). In frühen 

Stadien ist eine Abrundung der betroffenen Zelle und eine Kondensierung des Chromatins entlang 

der inneren Membran des Zellkerns zu beobachten. Der Rückgang des Cytoplasmas bewirkt ein 

Zusammendrängen der Organellen und die Lösung von Kontakten zu benachbarten Zellen. Parallel 

zur Zerlegung des Zellkerns in kleinere Fragmente löst sich die Zelle in membranumhüllte 

Bruchstücke (apoptotic bodies) auf, welche ein breites Spektrum zellulärer Elemente enthalten, bis 

hin zu intakten Organellen und nukleären Fragmenten. Diese apoptotic bodies werden im 

Interzellularraum verstreut und schnell durch benachbarte Zellen und Makrophagen phagocytiert und 

abgebaut. Dabei wird keine Entzündungsreaktion hervorgerufen (KERR et al., 1972). 

 Diese morphologischen Erscheinungen werden im Verlauf der Apoptose von einer Reihe 

biochemischer Veränderungen begleitet (SARRASTE und PULKKI, 2000). Dazu zählt die prälytische 

Fragmentierung des Genoms in Oligomere von 180 - 200 bp (WYLLIE, 1987). Der Abbau erfolgt in 

zwei Schritten, wobei zuerst recht große (50 - 300 kb) DNA-Fragment gebildet werden, gefolgt von 

der Produktion kleinerer, internukleosomaler Fragmente (BROWN et al., 1993). Dieser durch eine 

endogene Endonuklease, ein DNase I-artiges Enzym, katalysierte Vorgang ist typisch für die 

Apoptose, jedoch nicht obligat (COHEN et al., 1992). Während des programmierten Zelltods erfolgt 

außerdem der Abbau bestimmter zellulärer Proteine und Enzyme, z. B. der Poly(ADP-Ribose)-

Polymerase (KAUFMANN et al., 1993). Dieses Enzym führt im Fall von DNA-Schäden zur 
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Synthese von Polymeren der Poly(ADP-Ribose), welche zwar keine direkte Funktion bei der DNA-

Reparatur haben, aber das Chromatin im Bereich der DNA-Schäden reorganisieren (LINDAHL, 

1995). Somit scheint aufgrund des Zusammenhangs zwischen dem Enzym und der DNA-Reparatur 

dessen Inaktivierung Voraussetzung für die DNA-Fragmentierung bei der Apoptose zu sein. Die 

Ansäuerung des Cytoplasmas ist ein weiteres biochemisches Kennzeichen der Apoptose, wodurch 

pH-abhängige Enzyme aktiviert werden (MEISENHOLDER et al., 1996). In Verbindung damit treten 

Veränderungen in der Plasmamembran auf: In gesunden Zellen ist Phosphatidylserin ausschließlich an 

der Innenseite der Lipid-Doppelschicht von Zellmembranen positioniert. Im Fall des programmierten 

Zelltods wird Phosphatidylserin dagegen auf die Außenseite verlagert, wo es vermutlich mit anderen 

Molekülen Komplexe bildet, die von Rezeptoren erkannt werden können (FADOK et al., 1992). Die 

Präsentation dieser Komplexe erlaubt die Phagocytose der markierten Zellen und verhindert dadurch 

die Entstehung von Entzündungsprozessen (SCHLEGEL et al., 1993). 

 
Physiologische  

Aktivatoren 
Nichtphysiologische 

Induktoren 
Sonstige Agenzien, 

Toxine usw. 

TNF-Familie Hitzeschock Ethanol 

Wachstumsfaktorentzug Freie Radikale Xenobiotika 

Calcium Oxidantien β-Amyloid Peptid 

Glucocorticoide Cytolytische T-Zellen Methotrexat 

Verlust der Matrixadhäsion Virale Infektionen Natriumazid 

Neurotransmitter Strahlung Phorbolester 

 
Tab. 1.1: Auswahl apoptoseinduzierender Faktoren (nach THOMPSON, 1995 und KONOPLEVA et al., 1999). 

 

Nekrose oder passiver Zelltod ist im Vergleich zur Apoptose ein pathologischer, unkontrollierter 

Prozeß, der unter dem übermäßigen Einfluß physikalischer, chemischer oder viraler Faktoren eintritt 

(WYLLIE et al., 1980; STELLER, 1995). Die dabei hervorgerufenen massiven Zellschädigungen 

führen zu einem Verlust der Plasmamembran-Integrität (THOMPSON, 1995). Der Vorgang der 

Nekrose beginnt mit dem Kollaps des Zellstoffwechsels und der Unfähigkeit der Zelle, ihre 

Homöostase aufrechtzuerhalten, woraufhin extrazelluläres Wasser und Ionen in das Zellinnere 

einströmen. Die Zelle und ihre Organellen, insbesondere die Mitochondrien, schwellen daher an, 

brechen auf und ergießen ihren Inhalt in den extrazellulären Raum (TRUMP et al., 1965). Im 

Gegensatz zur Apoptose führt die Nekrose in vivo deshalb oft zu Gewebeschäden und 

Entzündungen (VAN-FURTH und VAN-ZWET, 1988). Sie ist außerdem ein energieunabhängiger 

Prozeß, der meist einen Zellverband betrifft und zu einem willkürlichen, postlytischen Abbau der 

DNA führt (JÄCKEL, 1998). Eine Expression neuer Gene findet während der Nekrose nicht statt 

(MCCONKEY, 1998). 
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1.3 Kernelemente der Apoptose 

 

Aufgrund der Kenntnis seines Zellstammbaums und der neuerdings kompletten Sequenz seines 

Genoms (www.The Sanger Centre Web Server.ac.uk) stellt der Nematode C. elegans ein her-

vorragendes Modell-System dar, in welchem die Kernelemente der Apoptose-Maschinerie sowie 

die einzelnen Phasen des programmierten Zelltods während der Entwicklung des Organismus' 

beobachtet werden können. Vor allem Untersuchungen von Horvitz und seinen Kollegen an C. 

elegans haben viel zum heutigen Verständnis der Kontrollmechanismen des programmierten Zelltods 

beigetragen. Von den 1090 somatischen Zellen des Nematoden, die während der Genese produziert 

werden, sterben genau 131 (DRISCOLL, 1992; HENGARTNER und HORVITZ, 1994a). Dabei handelt 

es sich immer um die gleichen Zellen, die stets zum gleichen Zeitpunkt der Entwicklung absterben. 

1986 wiesen ELLIS und HORVITZ mit ced-3, ced-4 und ced-9 (ced steht für cell death abnormal) 

die wichtigsten von etwa 14 Genen nach, welche am programmierten Zelltod beteiligt sind. 

Mutationsexperimente belegten die Notwendigkeit der Gene ced-3 und ced-4 für den Tod der 

erwähnten 131 Zellen sowie die Erfordernis des ced-9 für das Überleben der restlichen Zellen 

(ELLIS und HORVITZ, 1986; HENGARTNER et al., 1992). Die meisten der restlichen ced-Gene (ced-

1, -2, -5, -6, -7, -8, -10) werden für die Beseitigung der toten Zellkörper benötigt, die von 

benachbarten Zellen erkannt und phagocytiert werden (ELLIS et al., 1991). So ist beispielsweise die 

Nuklease Nuc-1 zwar nicht essentiell für den Zelltod, wird aber für den Abbau der DNA toter 

Zellen gebraucht. Auch in Säugetierzellen werden die mit der Apoptose verbundenen Vorgänge im 

Nukleus nicht für die in anderen Teilen der Zelle ablaufenden Prozesse des Zelltods benötigt 

(JACOBSON et al., 1994). Die Komponenten der am programmierten Zelltod beteiligten 

Mechanismen existieren im Cytoplasma, bereit aktiviert zu werden, ohne daß sie vorher erst 

synthetisiert werden müssen (VAUX und WEISSMAN, 1993). 

 Strukturelle und funktionale Analysen bildeten die Grundlage für die Identifizierung der 

Säugetier-Homologen der wesentlichen ced-Gene und lieferten wichtige Hinweise auf den pro-

grammierten Zelltod als ein im Verlauf der Evolution konserviertes Ereignis (HENGARTNER und 

HORVITZ, 1994b). Diese aufschlußreichen Experimente erbrachten dabei den Nachweis, daß eine 

Expression der Proteine CED-3 und CED-4 in Säugetierzellen zu deren Zelltod führt (NGUYEN et 

al., 1993; MIURA et al., 1993) und im Gegenzug die Expression des antiapoptotisch wirksamen 

Bcl-2 der Säugetiere (s. u.) in C. elegans die antiapoptotische Funktion des CED-9 ersetzen kann 

(VAUX et al., 1992b). CED-3 erwies sich im weiteren Verlauf als Homolog eines Säugetierenzyms 

(der ICE-Protease), das einer Familie von Cysteinproteasen angehört (YUAN et al., 1993; WALKER 

et al., 1994). Diese auch als Caspasen bezeichneten Proteasen verkörpern die wichtigsten 

Effektoren der Apoptose. Sie sind in einer autokatalytischen Kaskade angeordnet und tragen 

entscheidend zum Zelltod durch den Abbau lebenswichtiger Proteine bei (s. 1.5; YUAN et al., 1993; 

COHEN, 1997). 

 Bei dem Säugetier-Homolog des CED-4 handelt es sich um das erst kürzlich identifizierte 

Adapterprotein Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1; ZOU et al., 1997). Dieses löst in 
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Folge einer Schädigung der Mitochondrien und ihrer Energieproduktion die Aktivierung der 

Caspase-Kaskade aus. Apaf-1 wird durch die Bindung an das Homolog des CED-9 in einem 

inaktiven Zustand gehalten. Bei diesem Homolog handelt es sich um Bcl-2, dem Prototyp einer 

großen Familie (HENGARTNER und HORVITZ, 1994b). Bcl-2 Proteine umfassen sowohl pro- als 

auch antiapoptotische Mitglieder, die zu den wichtigsten Regulatoren der Apoptose gehören und 

deshalb eine Schlüsselposition einnehmen (s. 1.6). Sie entscheiden dabei nicht nur durch Bindung an 

Apaf-1 über dessen Aktivierungszustand, sondern können auch durch Insertion in Membranen die 

Homöostase von Organellen während der Apoptose beeinflussen. 

 In den folgenden Kapiteln wird die Rolle der Caspasen, des Apaf-1 und der Bcl-2 Familie als 

Hauptakteure im Verlauf der Apoptose näher erläutert und der Ablauf apoptotischer Prozesse an 

den Mitochondrien genauer erklärt werden. Ein erstes Kapitel ist den Rezeptoren des Zelltods 

gewidmet. Diese membranständigen Rezeptoren leiten apoptotische Stimuli, ausgelöst durch die 

Bindung von Tumor-Nekrose-Faktoren (TNF), in das Zellinnere und verursachen eine Caspase-

Aktivierung weitgehend unabhängig des Apaf-1 und der Bcl-2 Homologen. 

 

 
Abb. 1.1: Schematische Darstellung der zur Apoptose führenden Signalwege inkl. beteiligter Hauptak-

 teure: Mannigfaltige Stimuli (z. B. cytotoxische Agenzien oder TNF-Rezeptor-Liganden-Inter-
 aktionen) führen zu einer adaptervermittelten Aktivierung der wichtigsten Effektoren der 
 Apoptose, der Caspasen. Diese Aktivierung wird in vielen Fällen durch Mitglieder der Bcl-2 
 Familie reguliert. 
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1.4 Die TNF-Rezeptor Familie: Rezeptoren des Zelltods  

 

Überlebenssignale von benachbarten Zellen und interne Sensoren bewahren Zellen normalerweise 

vor Apoptose. Verlieren diese jedoch den Kontakt zu ihren Nachbarn, erleiden einen irreparablen 

internen Schaden oder empfangen simultan widersprüchliche Signale, welche die Zellteilung 

verzögern bzw. aktivieren, wird in diesen Zellen Apoptose initiiert (EVAN und LITTLEWOOD, 1998). 

Die Todesfaktorrezeptoren der Säugetiere sind eine weitere Möglichkeit, Zellen gezielt zu zerstören. 

Die Beteiligung der Rezeptoren an der Apoptose ist vor allem in Zusammenhang mit dem 

Immunsystem essentiell (OSBORNE, 1996). Die auf der Zelloberfläche exponierten Rezeptoren 

übertragen ein apoptotisches Signal, indem sie nach Bindung ihres Liganden in Sekundenschnelle 

intrazelluläre Proteasen, sog. Caspasen (s. 1.5), aktivieren. So führen sie innerhalb von Stunden zum 

Tod der Zelle. Die Todesfaktorrezeptoren gehören zur großen Familie der Tumor-Nekrose-Faktor 

(TNF) -Rezeptoren. Diese Familie ist durch den Besitz ähnlicher, cysteinreicher extrazellulärer 

Domänen gekennzeichnet (SMITH et al., 1994). Sie weisen zudem eine homologe cytoplasmatische 

Sequenz auf, die Death Domain (DD), welche meist, aber nicht immer, die Apoptose-Maschinerie 

der Zelle in Gang zu bringen vermag (TARTAGLIA et al., 1993; NAGATA, 1997). Diese Region ist 

auch in anderen, an der Apoptose beteiligten Proteinen vorhanden, wie z. B. RIP, TRADD und 

FADD (s. u.; NAGATA, 1997). Die Liganden der Todesfaktorrezeptoren sind strukturell verwandte 

Moleküle, die zur Familie der Tumor-Nekrose-Faktoren gehören (SMITH et al., 1994). Sie sind 

sowohl auf den Zelloberflächen als auch, nach Abspaltung eines transmembranen Bereichs, 

extrazellulär in löslicher Form zu finden (GEARING et al., 1994). 

 Der bisher am besten charakterisierte Rezeptor wird als CD95 bezeichnet (auch Fas oder 

Apo1 genannt; KRAMMER, 1999). Es handelt sich dabei um ein transmembranes Glykoprotein, das 

insbesondere an der peripheren Deletion aktivierter T-Zellen am Ende der Immunantwort beteiligt ist. 

Bei diesem Schutzmechanismus werden überschüssige Lymphozyten im Anschluß an eine 

Immunreaktion eliminiert. Zu Beginn der Immunantwort verursacht die antigenspezifische Erkennung 

infizierter Zellen durch T-Zellen die Vernichtung ersterer sowie die anhaltende Aktivierung letzterer. 

Mit stetiger Abnahme infizierter Zellen und kontinuierlicher Zunahme aktivierter T-Zellen steigt die 

Wahrscheinlichkeit der T/T-Zellen Interaktion mit dem Resultat der durch Rezeptor-Liganden-

Interaktion ausgelösten Apoptose dieser Zellen (GREEN und WARE, 1997). Außerdem spielt CD95 

eine Rolle bei der Vernichtung von Krebszellen und virusinfizierten Zellen durch cytotoxische 

T-Zellen und natürliche Killerzellen (OEHM et al., 1992; NAGATA, 1997). 

 Wie andere Mitglieder der TNF-Familie ist auch der CD95-Ligand (CD95L) ein Homotrimer, 

der drei CD95-Moleküle bindet (SMITH et al., 1994). Diese Oligomerisierung führt die Death 

Domains (DD) des Rezeptor-Clusters zusammen, an welche jeweils ein Adaptermolekül FADD 

(Fas-Associated Death Domain) mit seiner eigenen Death Domain bindet (CHINNAIYAN et al., 

1995). Über eine weitere Domäne der Adapter, die Death Effector Domain (DED), die sich in 

analoger Form im Zymogen der Caspase-8 befindet, binden sie jeweils ein Molekül dieser Protease. 

Die Death Effector Domain ist ein spezifisches Beispiel für eine mehr globale, homophile 
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Interaktions-Domäne, die auch als CARD (Caspase-Recruitment Domain) bezeichnet und in vielen 

Caspasen angetroffen wird (HOFMANN et al., 1997). Procaspasen besitzen nur eine geringe 

Aktivität, die aber in Folge ihrer Oligomerisierung ausreichend für ihre autokatalytische Spaltung und 

Aktivierung ist (THORNBERRY und LAZEBNIK, 1998). Caspase-8 führt darauf zur Aktivierung 

weiterer Effektor-Caspasen und letztendlich zum Zelltod durch den Abbau zellulärer, lebenswichtiger 

Proteine (MUZIO et al., 1998; s. Abb. 1.2). 

 TNFR1 und Apo3 stellen zwei weitere, gut charakterisierte Rezeptoren mit hoher Se-

quenzhomologie dar (KITSON et al., 1996). Die Bindung ihrer Liganden, TNF an TNFR1 bzw. 

Apo3L an Apo3, führt zu einer Trimerisierung der jeweiligen Rezeptoren und zur Assoziierung ihrer 

Death Domains (SMITH et al., 1994). Das Adaptermolekül TRADD (TNFR-Associated Death 

Domain) bindet darauf über seine Death Domain an die DD der geclusterten TNFR1- bzw. Apo3-

Moleküle und eröffnet damit zwei Möglichkeiten: Die Bindung von FADD an TRADD und von 

Caspase-8 an FADD führt zur Aktivierung der Apoptose, während durch die Assoziation des 

Receptor-Interacting Proteins (RIP) mit TRADD und dem TNFR-assoziierten Faktor 2 (TRAF2) 

über mehrere Schritte eine Aktivierung von NF-κB (und zusätzlich JNK im Fall des TNFR1) 

erreicht wird. NF-κB und JNK fördern schließlich die Expression antiapoptotischer Gene (ROTHE et 

al., 1995; HSU et al., 1996; CHINNAIYAN et al., 1996; ASHKENAZI und DIXIT, 1998). 

Unterschiede zwischen den Systemen TNFR1/TNF einerseits, und Apo3/Apo3L andererseits 

ergeben sich hauptsächlich in der Expression und Lokalisation von Liganden und Rezeptoren 

(TARTAGLIA und GOEDDEL, 1992; CHICHEPORTICHE et al., 1997). Trotz überlappender 

Signalwege scheinen daher beide Rezeptorsysteme distinkte biologische Rollen einzunehmen. 

 An die in vielen Geweben vorkommenden Rezeptoren DR4 und DR5 bindet ein weiteres 

Mitglied der TNF-Familie, welches als Apo2L bezeichnet wird und die höchste Homologie zu 

CD95L aufweist (WILEY et al., 1995). Die Wirkungsweise dieses Liganden ist bisher kaum 

aufgeklärt, jedoch führt dessen Bindung zu einer Aktivierung von Caspasen, evtl. unter Beteiligung 

von Adaptermolekülen (MARSTERS et al., 1996). In vielen Geweben werden Apo2L und DR4 

bzw. DR5 konstitutiv exprimiert (WILEY et al., 1995). Daher verfügen diese Zellen über einen 

einmaligen Schutz vor willkürlicher Apoptose-Induktion: Scheinrezeptoren (DcR1 und DcR2) mit 

großer Ähnlichkeit zu DR4 und DR5, jedoch ohne Signaltransduktionsfunktion, konkurrieren mit 

diesen um die Bindung des Apo2L (GOLSTEIN, 1997). Die Aktivität des Apo2L scheint jene des 

CD95L in der Weise zu komplementieren, daß Zellen mit Resistenz gegen einen Liganden besonders 

empfindlich gegenüber dem anderen sind (MARIANI et al., 1997). 
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der wichtigsten, über extrazelluläre Rezeptoren vermittelten, pro- und 

 antiapoptotischen Signalwege (nach ASHKENAZI und DIXIT , 1998; modifiziert). Die durch Bin-
 dung der Liganden (dunkelblau) herbeigeführte Rezeptor-Oligomerisierung (hellgrün) erlaubt 
 nach Kopplung entsprechender Adaptermoleküle (FADD [gelb], TRADD [blau]) über Death 
 Domains (DD) die weitere Interaktion entweder über Death Effector Domains (DED) mit der 
 Procaspase-8 (grau), welche daraufhin im oligomerisierten Zustand autokatalytisch aktiviert 
 wird und Apoptose einleitet oder über Death Domains mit weiteren Adaptern (RIP [orange], 
 TRAF2 [braun]), welche zur Aktivierung von NF-kB/JNK führt, die die Expression anti-
 apoptotischer Gene regulieren. 
 

 

1.5 Caspasen: Effektoren der Apoptose 

 

Vielfältige extra- oder intrazelluläre, den Tod auslösende Impulse laufen über verschiedene Wege in 

einer Kontrollstelle zusammen (s. 1.6) und führen schließlich zur Exekution der Zelle. An diesem 

Punkt setzt die Aktivierung der Caspasen ein, welche die typischen, die Apoptose begleitenden 

Veränderungen in der Zellstruktur hervorruft (s. 1.2). Durch den Nachweis der Verwandtschaft des 

am Zelltod von C. elegans beteiligten CED-3 (s. 1.3) mit dem Interleukin-1β-Converting Enzyme 

(ICE, auch Caspase-1 genannt) der Säuger, wurden Caspasen mit der Apoptose in Verbindung 

gebracht (THORNBERRY et al., 1992; YUAN et al., 1993). Die ICE-Protease bewirkt durch 

Spaltung des IL-1β  Präkursors die Freisetzung von aktivem IL-1β , welches am Entzündungsprozeß 

und anderen pathologischen Zuständen beteiligt ist (DINARELLO, 1991). Heute sind etwa 13 

Mitglieder der Caspase-Familie bekannt, die sich aufgrund ihrer Spezifitäten in drei Subfamilien 
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einteilen lassen: Gruppe I (z. B. Caspase-1, -4 und -5), Gruppe II (z. B. Caspase-2, -3 und -7) 

sowie Gruppe III (z. B. Caspase-6, -8 und -10) (THORNBERRY et al., 1997). 

 Alle Caspasen zeigen Ähnlichkeiten in ihrer Aminosäuresequenz, Struktur und Substrat-

spezifität (NICHOLSON et al., 1997). Sie werden als Proenzyme (Zymogene) exprimiert (30 – 

50 kDa), welche über drei Domänen verfügen: eine N-terminale Prodomäne sowie zwei für eine 

große (ca. 20 kDa) und eine kleine Untereinheit (ca. 10 kDa) kodierende Domänen. Bei einer 

Aktivierung der Enzyme werden die Domänen proteolytisch an Caspase-Konsensussequenzen 

voneinander getrennt. Diese Tatsache impliziert, daß die Aktivierung entweder in einem 

autokatalytischen Prozeß oder durch Caspasen mit ähnlicher Spezifität erfolgt. Im Anschluß an die 

Trennung vereinen sich die große und die kleine Untereinheit zu einem Heterodimer. Zwei 

Heterodimere bilden darauf einen aktiven Tetramer mit zwei unabhängigen katalytischen Zentren 

(WILSON et al., 1994; ROTONDA et al., 1996). An diesen Zentren sind Aminosäuren beider 

Untereinheiten in komplexer Weise beteiligt (WALKER et al., 1994). 

 Die Länge der N-terminalen Prodomäne variiert von 23 AS (Caspase-6 und -7) bis 219 AS 

(Caspase-10). Caspasen mit großer Prodomäne (s. u.) werden als Initiator-Caspasen bezeichnet, da 

sie durch Aktivierung weiterer Caspasen die Effektorphase der Apoptose initiieren, während solche 

mit kleiner Domäne durch Initiator-Caspasen aktiviert und als Effektor-Caspasen tituliert werden 

(EARNSHAW et al., 1999). Unterschiedliche proapoptotische Signale rufen eine Aktivierung 

spezifischer Initiator-Caspasen hervor. Dem Oligomerisierungs-Modell zufolge verursachen 

Adapterproteine eine räumliche Annäherung zweier oder mehrerer monomerer Procaspasen (s. 1.4 

und 1.6.6.2). Die geringe Protease-Aktivität der Procaspasen ist bei Ansammlung mehrerer 

Moleküle ausreichend, um eine intermolekulare, autokatalytische Aktivierung zu induzieren (GU et 

al., 1995; MUZIO et al., 1998). Aktivierte Initiator-Caspasen bewirken darauf in einer 

kaskadeartigen Reaktion die Aktivierung von Effektor-Caspasen und verursachen letztendlich den 

Tod der betroffenen Zelle (s. Abb. 1.3). 

 Obwohl die Prodomänen der Initiator-Caspasen untereinander weniger Homologien zeigen als 

die katalytischen Segmente, können zwei Motive in dieser Region unterschieden werden: Die in den 

Caspasen-8 und -10 vertretene Death Effector Domain (DED), welche an der Interaktion mit 

DEDs der Adapterproteine FADD und TRADD (s. 1.4) beteiligt ist, plaziert diese beiden Proteasen 

an die Spitze der Caspase-Kaskade (FERNANDES-ALNEMRI et al., 1996). Das gleiche gilt für die in 

den Caspasen-1, -2, -4 und -9 vorgefundene Caspase-Recruitment Domain (CARD; ALLEN et 

al., 1998; KONOPLEVA  et al., 1999; s. 1.4). Diese ist nachgewiesenermaßen im Fall der 

Procaspase-9 an einer Interaktion mit der CARD des Adapters Apaf-1 beteiligt (s. 1.3 und 

1.6.6.2), wodurch die Aktivierung der Protease induziert wird (LI et al., 1997). Unter den Effektor-

Caspasen nimmt vor allem die Caspase-3 eine zentrale Stellung innerhalb der Caspase-Kaskade ein, 

da sie direkt die Procaspasen-2, -6, und -7 prozessiert (SRINIVASULA  et al., 1996; FALEIRO et al., 

1997) und selbst von vielen Caspasen aktiviert wird, darunter Caspase-1, -8 und -10 (ENARI et al., 

1996). 
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Struktur von Initiator- und Effektor-Caspasen und der Aktivierung 

 der Caspase-Kaskade. Prodomänen sind grün, große (gU) und kleine Untereinheiten (kU) blau 
 gezeichnet. Anstelle der Death Effector Domain (DED) weisen andere Initiator-Caspasen eine 
 Caspase-Recruitment Domain (CARD) auf. 

 

Caspasen sind sehr spezifische Cysteinproteasen, welche immer C-terminal eines Aspartatrestes 

schneiden. Von den eukaryotischen Proteasen besitzt nur noch die Serinprotease Granzym B eine 

ähnlich hohe Spezifität (GREENBERG, 1996). Außerdem benötigen Caspasen zur proteolytischen 

Spaltung eine Erkennungssequenz N-terminal der Schnittstelle. Dieses Tetrapeptid-Motiv variiert 

zwischen den einzelnen Caspasen und erklärt die Diversität ihrer biologischen Funktion 

(THORNBERRY et al., 1997). Aber nicht jedes Protein, welches diese Erkennungssequenz trägt, wird 

durch die jeweilige Caspase gespalten. Vielmehr scheint auch die Tertiärstruktur des Zielproteins in 

dem Erkennungsprozeß eine Rolle zu spielen. Diese Spezifität geht einher mit der Beobachtung, daß 

im Verlauf der Apoptose Proteine nicht wahllos verdaut werden, sondern nur bestimmte Proteine 

koordiniert, meist an nur einer Stelle, gespalten werden und dadurch ihre Funktion verlieren oder 

verändern (THORNBERRY und LAZEBNIK, 1998). 

 Die Auswirkungen der Caspasen sind mannigfaltig: Trennung von Zellkontakten, Reor-

ganisation des Cytoskeletts, Hemmung von DNA-Reparatur und -Replikation sowie Freisetzung von 

Signalen, welche die Zelle für die Phagocytose markieren und damit letztendlich zur Bildung 

apoptotischer Körper führen. Um diese Effekte zu erzielen, verfolgen Caspasen daher mehrere 
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Strategien. Dazu gehört die Inaktivierung zellschützender Proteine, wie z. B. die Proteolyse des ICAD, 

einem Inhibitor der Nuklease CAD (Caspase Activated Deoxyribonuclease), welche für die 

Fragmentierung von genomischer DNA verantwortlich ist (ENARI et al., 1998). Auch Mitglieder der 

Bcl-2 Familie - Regulatoren der Apoptose (s. 1.6) - werden durch Caspasen gespalten, wobei die 

resultierenden Fragmente wahrscheinlich proapoptotisch wirken (XUE und HORVITZ, 1997). Ebenso 

sind Caspasen an der Zerstörung zellulärer Strukturen beteiligt. Hierfür ist sowohl die Spaltung des 

am Aufbau der nukleären Lamina partizipierenden Lamins ein wichtiges Beispiel (ORTH et al., 1996) 

als auch jene der an der Regulation des Cytoskeletts beteiligten Proteine (KOTHAKOTA et al., 1997; 

WEN et al., 1997; RUDEL und BOKOCH, 1997). Schließlich bewirken Caspasen die Inaktivierung 

bestimmter Enzyme, indem sie durch Proteolyse regulatorische und katalytische Domänen 

voneinander trennen. Ziele dieser Inaktivierung sind z. B. Enzyme für die DNA-Reparatur oder –Re-

plikation (CRYNS und YUAN, 1998; RHEAUME et al., 1997). 

 Eine Möglichkeit, die Caspase-Aktivität zu regulieren, stellen FADD-Like ICE Inhibitory 

Proteins (FLIPs) dar, welche ähnliche Sequenzen wie Caspasen aufweisen, jedoch kein funk-

tionsfähiges katalytisches Zentrum besitzen. Sie kompetitieren mit den Caspasen um die Bindung von 

Adaptern und verhindern dadurch die Aktivierung der Proteasen (SHU et al., 1997; IRMLER et al., 

1997). Neben der Kontrolle der Genexpression auf transkriptionaler Ebene ermöglichen auch die 

Kompartimentierung der Caspasen sowie der Bedarf von Adaptern eine gezielte Regulation der 

Caspase-Aktivität. Als inzwischen klassisches Beispiel wird hier die durch die Freisetzung von 

Cytochrom c aus den Mitochondrien (als Folge apoptotischer Stimuli) bewirkte Aktivierung der 

Caspase-9 angesehen (GREEN und REED, 1998; s. auch 1.6.6.2). Schließlich sind auch Inhibitoren 

an der Kontrolle der Caspasen beteiligt. Ihre Wirkung erreichen diese, indem sie Schwellenwerte 

aktiver Caspasen festlegen. Erst bei deren Überschreiten wird Apoptose ausgelöst (RAY et al., 

1992; UREN et al., 1998). Vor allem Vertreter, die apikal der Caspase-Kaskade sitzen, sind eher 

von Modifikationen durch endogene Regulator-Moleküle beeinflußbar als andere Vertreter, die den 

letzten und irreversiblen Schritt der Apoptose einleiten. 

 

 

1.6 Die Bcl-2 Familie: Regulatoren der Apoptose 

 

Die ständig wachsende Familie der Bcl-2 Proteine registriert diverse Formen intrazellulärer Schäden, 

erfaßt die von anderen Zellen gelieferten positiven oder negativen Stimuli und verarbeitet schließlich 

diese miteinander konkurrierenden Signale, um über das weitere Schicksal der Zelle zu entscheiden. 

Bestimmte Todessignale, wie z. B. manche der von den TNF-Rezeptoren in das Zellinnere geleiteten 

Signale, umgehen dabei die durch Bcl-2 Proteine kontrollierten Schritte (STRASSER et al., 1995; 

s. auch 1.4). 

Mit Hilfe funktionaler und struktureller Analysen erwies sich Bcl-2, der Prototyp der großen Bcl-2 

Familie, als Homolog des bei C. elegans antiapoptotisch wirkenden CED-9 (ELLIS und HORVITZ, 

1986; VAUX et al., 1992b; s. 1.3 und 1.6.1). Im Hinblick auf den Nachweis der Homologen des 



Einleitung 

 12

CED-3 und CED-4 bei Säugetieren war damit ein zusätzlicher Hinweis auf die Konservierung der 

Apoptose zwischen Nematode und Mensch geliefert, obwohl u. a. durch die Entdeckung weiterer 

Mitglieder der Bcl-2 Familie mit gegensätzlicher Wirkung deutlich wurde, daß dieser Prozeß im 

Verlauf der Evolution eine höhere Komplexität erreicht hatte. Diejenigen Proteine mit höchster 

Homologie zu Bcl-2 inhibieren Apoptose angesichts einer Vielfalt an cytotoxischen Einflüssen, 

entferntere Verwandte unterstützen dagegen den programmierten Zelltod (s. 1.6.2). In der Tat 

beeinflußt das Verhältnis zwischen beiden die Anfälligkeit einer Zelle gegenüber einer Vielzahl von 

Todessignalen (OLTVAI et al., 1993; s. 1.6.5).  Bcl-2 Proteine üben ihre Rolle als Regulatoren 

sowohl bezüglich der sich im Verlauf des programmierten Zelltods ergebenden Organell-

Dysfunktionen als auch der Aktivierung vieler Caspasen aus (s. 1.6.6). In beiden Fällen basiert die 

Funktion der Bcl-2 Proteine auf ihrer Fähigkeit sowohl zur Homo- als auch zur Heterodimerisierung 

sowie auf dem Potential vieler Familienangehöriger, in Membranen zu inserieren und Poren zu bilden 

(s. 1.6.3 und 1.6.4). Eine Regulation der Bcl-2 Proteine erfolgt schließlich auf transkriptionaler 

Ebene, durch posttranslationale Modifikationen und durch die Bindung von Effektormolekülen 

(s. 1.6.7). 

 

 

1.6.1 Bcl-2: der Prototyp einer großen Familie 

 

Das B-Zellen Lymphom/Leukämie Gen 2, besser bekannt als bcl-2, wurde ursprünglich aufgrund 

seiner Beteiligung an malignen Lymphomen der B-Zellreihe identifiziert (TSUJIMOTO et al., 1985). 

Infolge einer t(14:18) chromosomalen Translokation wird hierbei das bcl-2 Gen aus seiner üblichen 

Position neben den Locus der schweren Kette des Immunglobulins transloziert. Dadurch gerät es 

unter den Einfluß starker Enhancer-Elemente dieser Region, welche eine Überexpression des Bcl-2 

verursachen (SETO et al., 1988). Bcl-2 repräsentiert daher eine neue Klasse der Onkogene, die 

neoplastisches Wachstum nicht durch Förderung der Zellproliferation, sondern durch Unterdrückung 

des Zelltods ermöglichen (MCDONNELL, 1993). Vaux et al. waren die ersten, die bei einer Bcl-2 

Überexpression ein verlängertes Überleben der Zellen nachweisen konnten. Il-3-abhängige Zellen 

konnten in vitro auch ohne Zugabe von exogenem Il-3 überleben, sofern sie Bcl-2 exprimierten 

(VAUX et al., 1988). Seitdem wurde für viele Zellinien die Hemmung des von einer Vielzahl an 

Faktoren induzierten Zelltods durch Bcl-2 festgestellt (THOMPSON, 1995; MERRY und KORSMEYER, 

1997). Jedoch nicht jeder derart eingeleitete Zelltod läßt sich von Bcl-2 inhibieren. Umgekehrt hat 

die Abwesenheit dieses Proteins nicht unweigerlich den Tod der Zelle zur Folge (VAUX et al., 

1992a; KITADA et al., 1993). Dies impliziert die Beteiligung weiterer Proteine an der Aktivierung 

und Hemmung der Apoptose. 
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1.6.2 Die Bcl-2 Homologie Domänen 

 

Wenigstens 15 Mitglieder der Bcl-2 Familie wurden bisher in Säugetierzellen nachgewiesen und 

mehrere andere in Viren (CORY, 1995; YANG und KORSMEYER, 1996; CHAO und KORSMEYER, 

1998). Alle Mitglieder besitzen mindestens eines von vier konservierten Motiven, die auch als Bcl-2 

Homologie Domänen (BH1 - BH4) bezeichnet werden (ADAMS und CORY, 1998; KELEKAR und 

THOMPSON, 1998). Die meisten pro-survival Mitglieder weisen mindestens die Domänen BH1 und 

BH2 auf, solche mit größter Ähnlichkeit zu Bcl-2 (26 kDa) verfügen über alle vier Domänen. 

Proapoptotische Mitglieder sind durch eine geringere Sequenzhomologie gekennzeichnet und werden 

in zwei Subfamilien eingeteilt: Die Mitglieder der ersten, der Bax Subfamilie, zeigen noch eine relativ 

hohe Ähnlichkeit zu Bcl-2 und sind mit den Domänen BH1 - BH3 versehen. Die Mitglieder der 

zweiten Subfamilie besitzen dagegen nur die Domäne BH3 (daher BH3-Domänen Subfamilie) und 

weisen sonst sowohl untereinander als auch bezüglich anderer Proteine kaum eine Verwandtschaft 

auf (ADAMS und CORY, 1998). 

 

 
Abb. 1.4: Domänenstruktur der pro- und antiapoptotischen Vertreter der Bcl-2 Subfamilien. BH1 bis BH4 

 stellen konservierte Sequenzmotive und TM einen transmembranen Bereich dar. Mit Ausnahme 
 von NR-13 (Gallus gallus), Ced-9, EGL-1  (C. elegans) und ORF16, KS-Bcl-2, BHRF1, LMW5-
 HL, E1B-19K (alle viral) handelt es sich um Säugetierproteine. 

 

In Deletions- und Mutagenese-Studien wurde die Präsenz der amphipatischen, α-helikalen BH3-

Domäne als unverzichtbare Voraussetzung für eine Apoptose-Induktion nachgewiesen. Hierfür 

spricht auch die Tatsache, daß alle Bcl-2 Proteine, welche nur die BH3-Domäne besitzen, 

proapoptotisch sind (GROSS et al., 1999). Die Größe der Domänen im Vergleich einzelner Vertreter 

ist variabel. Sind alle vier Domänen vorhanden, befindet sich BH4 dem N-Terminus am nächsten, in 

carboxyterminaler Richtung gefolgt von BH3, BH1 und schließlich BH2. Ein transmembraner, 

hydrophober Bereich, sofern existent, befindet sich am C-Terminus. Dieser ermöglicht die 

posttranslationale Verankerung der Proteine in Organellen-Membranen und bewirkt die Orientierung 

der Proteine zum Cytoplasma hin (TSUJIMOTO und CROCE, 1986; CHEN-LEVY und CLEARY, 1990). 
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1.6.3 Strukturelle Grundlagen intrafamiliärer Interaktionen 

 

Eine herausragende Eigenschaft der Bcl-2 Proteine ist die Fähigkeit zur Hetero- und Homo-

dimerisierung (OLTVAI et al., 1993; SEDLAK et al., 1995; ZHA et al., 1996a). Die Aufklärung der 

3D-Struktur des Bcl-xl (ein dem Bcl-2 in Aminosäuresequenz und Funktion sehr nahestehendes 

Protein) durch NMR- und röntgenkristallographische Untersuchungen lieferte eine Erklärung, 

weshalb die Domänen BH1 bis BH3 Dimerisierungen entscheidend beeinflussen (YIN et al., 1994; 

CHITTENDEN et al., 1995a): Durch den Zusammenschluß der α-Helices dieser Domänen bildet sich 

ein hydrophober Spalt. In einer Reaktion, welche stark an eine Rezeptor-Liganden-Interaktion 

erinnert, bindet die amphipatische α-Helix der BH3-Domäne eines dimerisierenden Bcl-2 Proteins 

(z. B. des Bax, dem Prototyp der proapoptotischen Bax Subfamilie) an diesen Spalt (MUCHMORE et 

al., 1996; DIAZ et al., 1997). Damit ist die BH3-Domäne sowohl an der Taschenbildung des 

"Rezeptors" als auch an der in die Tasche inserierenden Helix des "Liganden" beteiligt. Die 

hydrophobe Seite der BH3-Domäne des Bax ist jedoch so tief im Molekül verborgen, daß eine 

Interaktion mit Bcl-xl erst nach einer Konformationsänderung des Bax in Folge eines Todessignals 

möglich wird (SATTLER et al., 1997). Deshalb kann davon ausgegangen werden, daß Bcl-2 

Proteine, insbesondere solche mit proapoptotischer Funktion wie die Mitglieder der Bax Subfamilie, 

alternative Konformationen eingehen können. Ein dimerisierender Partner spielt hierbei die Rolle des 

Liganden (mit nach außen gestülpter BH3-Domäne), der andere die des Rezeptors - ähnlich des 

Bcl-xl - (REED, 1997). Somit können Bcl-2 Familienmitglieder in zwei konformationsabhängige 

Untergruppen eingeteilt werden: solche mit freiliegendem und solche mit verborgenem BH3 

(MCDONNELL et al., 1999). Möglicherweise sind alle Bcl-2 Proteine mit verborgener BH3-Domäne 

antiapoptotische oder inaktive proapoptotische Moleküle. Umgekehrt wären Moleküle mit frei-

liegender BH3-Domäne konstitutiv aktiv (proapoptotisch). Außerdem würden nach diesem Modell 

inaktive oder sogar proapoptotische Moleküle im Anschluß an ein Todessignal durch Freilegung der 

BH3-Domäne aktiv werden (GROSS et al., 1999). 

 

 

1.6.4 Strukturelle Grundlagen der Porenbildung 

 

Die Wirkung vieler Mitglieder der Bcl-2 Familie läßt sich nicht alleine durch intrafamiliäre 

Interaktionen begründen: Zwar ist eine Heterodimerisierung für die proapoptotische Aktivität der 

Mitglieder der BH3-Domänen Gruppe unerläßlich (CHITTENDEN et al., 1995a), für die Mitglieder 

der zweiten proapoptotischen Subfamilie, der Bax Subfamilie, ist sie dagegen nicht zwingend. 

Vielmehr können die Vertreter dieser Gruppe einen von antiapoptotischen Mitgliedern unabhängigen, 

cytotoxischen Effekt ausüben, z. B. die Aufhebung des mitochondrialen Membranpotentials (GREEN 

und REED, 1998; s. 1.6.6.2). Auch für antiapoptotische Bcl-2 Proteine ist eine Heterodimerisierung 

für die Ausübung der pro-survival Funktion nicht zwingend erforderlich (CHENG et al., 1996). 
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Eine mögliche Erklärung für diese Phänomene lieferten die Untersuchungen von MUCHMORE et al. 

(1996) an der räumlichen Struktur des Bcl-xl. Hierbei wurden bei Bcl-xl, in seiner 

membranständigen Konformation, sieben α-Helices in einer Anordnung nachgewiesen, welche an 

die transmembranen Domänen porenbildender bakterieller Toxine und des Diphterie-Toxins erinnert. 

In Zusammenhang mit der Lokalisation des Bcl-2 an Stellen, an denen sich innere und äußere 

Mitochondrien-Membranen annähern, deutet dies auf eine Fähigkeit zur Ionenkanalbildung hin 

(REED, 1994). In der Tat sind Bcl-2, Bax und Bcl-xl in der Lage, in synthetischen Membranen 

Ionenkanäle zu formen, jedoch nicht, wenn zwei an der Porenbildung beteiligte und zentral liegende 

Helices (α5 und α6) deletiert wurden (SCHENDEL et al., 1997). Über die Möglichkeit der 

Porenbildung wären die Bcl-2 Proteine somit in der Lage, die Homöostase einer Zelle durch 

Veränderung der Membran-Permeabilität zu beeinflussen (KROEMER, 1997a). 

 

 

1.6.5 Modell zur multifunktionalen Wirkungsweise der Bcl-2 Familie 

 

Anhand der in 1.6.3 und 1.6.4 erläuterten strukturellen und funktionalen Untersuchungen lassen sich 

für die Bcl-2 Homologen folgende Wirkungsmechanismen vermuten: Mitglieder der BH3-Domänen 

Subfamilie (z. B. EGL-1, Bik und Bid), denen die hydrophoben Kernhelices fehlen, agieren 

upstream als Death Ligands, indem sie antiapoptotische Bcl-2 Proteine binden und somit deren 

Funktion neutralisieren (BH3-Domänen Gruppe mit Ligandenfunktion). Im Gegensatz dazu besitzt 

der andere Teil der proapoptotischen Moleküle, die Bax Subfamilie, die konservierten Domänen 

BH1 und BH2 inklusive ihrer hydrophoben Kernhelices α5 und α6. Diese erlauben eine Integration 

in Membranen (insbesondere mitochondriale) und die Auslösung cytotoxischer Effekte, unabhängig 

von antiapoptotischen Bcl-2 Proteinen. Die Bax Subfamilie arbeitet daher parallel oder downstream 

von Bcl-2/Bcl-xl. Mittels der BH3-Domäne ist allerdings auch die Bindung und Inhibierung 

antiapoptotischer Proteine möglich (Poren- und Ligandenfunktion). 

 Mitglieder der antiapoptotischen Bcl-2 Subfamilie übernehmen durch den Besitz der Domänen 

BH1, BH2 und BH3 sowohl die Funktion der Porenbildung als auch die des BH3-Akzeptors 

(Poren- und Rezeptorfunktion). Der antiapoptotische Effekt der Bcl-2 Subfamilie wird dabei 

einerseits durch Heterodimerisierung mit porenbildenden Mitgliedern der Bax Subfamilie erreicht, 

deren proapoptotische Wirkung durch diese Interaktion inhibiert wird, andererseits indem sie durch 

ihre Fähigkeit der Porenbildung an der Wiederherstellung der Homöostase geschädigter Organellen 

beteiligt sind.  

 

 

1.6.6 Verknüpfung von Lokalisation und Funktion der Bcl-2 Familie 

 

Viele proapoptotische Mitglieder der Bcl-2 Familie weisen im Vergleich zu antiapoptotischen 

Mitgliedern eine unterschiedliche subzelluläre Lokalisation auf. Erstere befinden sich meist vor 
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Eintreffen eines apoptotischen Signals im Cytosol bzw. am Cytoskelett (GROSS et al., 1998; 

PUTHALAKATH et al., 1999), während letztere überwiegend in den Membranen von Mito-

chondrien, aber auch von ER und Nukleus, anzutreffen sind (HOCKENBERY et al., 1990; 

KRAJEWSKI et al., 1993; ZHU et al., 1996). Im Anschluß an ein Todessignal unterziehen sich die 

proapoptotischen Mitglieder einer Konformationsänderung, welche ihnen nicht nur die Interaktion mit 

ihren antiapoptotischen Gegenspielern erlaubt (s. 1.6.3), sondern potentiell auch die Membran-

Integration ermöglicht (s. 1.6.4; DESAGHER et al., 1999). Bereits unter 1.2 wurde gezeigt, daß sich 

der Prozeß der Apoptose aus einer Vielzahl komplexer Reaktionen zusammensetzt, welche nicht nur 

eine zeitliche, sondern auch eine räumliche Determinierung aufweisen. Die membranständige 

Lokalisation der Bcl-2 Proteine erlaubt ihnen den regulativen Eingriff in die fundamentalen 

Reaktionen, welche sich im Verlauf der Apoptose in den Zellorganellen abspielen. Dabei ist die 

Modifizierung des transmembranen Transports kleiner Moleküle und Proteine mit Signalfunktion von 

entscheidender Bedeutung (KROEMER, 1997a; GREEN und REED, 1998). Die Untersuchungen in 

diesem Zusammenhang stehen allerdings erst am Anfang und konzentrieren sich bisher meist auf den 

Einfluß der Bcl-2 Proteine auf mitochondriale und postmitochondriale Prozesse. 

 

 

1.6.6.1 Regulation mitochondrialer Prozesse durch die Bcl-2 Familie im Verlauf der Apoptose 

 

Apoptose manifestiert sich im Anschluß an ein Todessignal hauptsächlich durch die Vollstreckung 

zweier Mechanismen, welche den Tod der Zelle nach sich ziehen: die Aktivierung der Caspase-

Kaskade (s. 1.5 und 1.6.6.2) sowie Organell-Dysfunktionen, von welchen die mitochondriale 

Dysfunktion bisher am häufigsten beschrieben wurde (GREEN und REED, 1998). Der 

Zusammenbruch des transmembranen Potentials der inneren Mitochondrien-Membran stellt ein 

wichtiges Charakteristikum im Verlauf der Apoptose dar (KROEMER et al., 1997). Dieser Vorgang 

läßt sich wahrscheinlich auf das Öffnen eines Membran-Kanals zurückführen, welcher als 

mitochondriale PT- (Permeability Transition) Pore bezeichnet wird und aus geclusterten 

Komponenten der inneren und äußeren Membran besteht (BERNARDI et al., 1994; PETIT et al., 

1996). 
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Abb. 1.5: Schematisches Modell zur Regulation mitochondrialer Vorgänge durch die Bcl-2 Familie im Ver-

 lauf der Apoptose. Apoptotische Stimuli passieren einen Kontrollpunkt, welcher sich aus Ange-
 hörigen der Bcl-2 Familie zusammensetzt. Das Verhältnis von pro- zu antiapoptotischen Bcl-2 
 Proteinen entscheidet über das weitere Schicksal der Zelle. Überwiegen antiapoptotische Mit-
 glieder, ist das Überleben der Zelle gesichert. Ein Überwiegen proapoptotischer Mitglieder führt 
 dagegen zur Apoptose durch Caspase-Aktivierung (s. 1.5) und mitochondriale Dysfunktionen. 

 Letztere umfassen eine verstärkte ROS-Produktion, Verlust des Membranpotentials ∆ψM, Öff-
 nung der PT-Pore und Freisetzung von Apaf-1 und Cytochrom c, welche ebenfalls eine Caspase-
 Aktivierung induzieren. 
 

Die Öffnung der PT-Pore - als ein nichtselektiver Kanal der inneren Membran - erlaubt den 

Austausch von Ionen zwischen Matrix und Intermembranraum, wodurch der H+-Gradient 

zusammenbricht und die Atmungskette entkoppelt wird. Gleichzeitig bewirkt der ungehinderte 

Einstrom von Wasser in den hyperosmolaren Matrixraum ein Anschwellen und schließlich ein 

Aufbrechen der Mitochondrien. Dadurch werden Caspasen, apoptoseinduzierende Faktoren und 

Cytochrom c in das Cytoplasma entlassen (LIU et al., 1996; SUSIN et al., 1999). In vielen 

Mitochondrien ist daraufhin noch immer genug Cytochrom c vorhanden, so daß der Elektro-

nentransport aufrechterhalten und ATP produziert wird, während anderenorts in der Zelle Caspasen 

bereits ihre cytosolischen und nukleären Substrate umsetzen (GREEN und REED, 1998). Eine 

Freisetzung apoptoseinduzierender Faktoren aus dem Intermembranraum läßt sich auch mit dem 

Öffnen von entsprechend großen, in der äußeren Membran befindlichen Poren erklären und würde 
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damit der Tatsache Rechnung tragen, daß viele Mitochondrien im Verlauf der Apoptose nicht 

anschwellen, sondern intakt bleiben (WYLLIE et al., 1980). Nicht zuletzt haben die während der 

Apoptose auftretenden Störungen der Atmungskette auch die Entstehung cytotoxischer ROS 

(Reactive Oxygen Species) zur Folge, da jeder Vorgang, der die Effektivität des 

Elektronentransports verringert, gleichzeitig die Wahrscheinlichkeit der Bildung von 

Sauerstoffradikalen erhöht (HOCKENBERY et al., 1993; BREDESEN, 1995). 

 Die Beteiligung der Bcl-2 Homologen an den oben geschilderten mitochondrialen Ereignissen 

ist unbestritten (XIANG et al., 1996; ZAMZAMI et al., 1996). Die genauen Wirkungsmechanismen 

hierzu sind allerdings noch ungewiß, beruhen aber sowohl auf der Fähigkeit der Bcl-2 Proteine zur 

Dimerisierung als auch der Porenbildung. Außerdem ist die Möglichkeit der Regulation bereits 

bestehender Poren (z. B. der PT-Pore) nicht von der Hand zu weisen (VANDER-HEIDEN et al., 

1997). Damit ließe sich für proapoptotische Mitglieder der Bcl-2 Familie bei Eintreffen eines 

entsprechenden Signals eine Induktion der Porenöffnung bzw. die Bildung eigener Poren mit 

gleichem cytotoxischem Effekt vermuten (SUSIN et al., 1997). Antiapoptotische Bcl-2 

Familienmitglieder würden dagegen die Porenöffnung blockieren bzw. eigene Poren bilden, um die 

Homöostase der Organellen wiederherzustellen und evtl. sogar entwichenes Cytochrom c in die 

Mitochondrien zurückzuführen (YANG et al., 1997). In diesem Modell entscheidet also der relative 

Gehalt aktiver pro- und antiapoptotischer Bcl-2 Proteine über das weitere Schicksal der Zelle 

(s. Abb. 1.5). 

 

 

1.6.6.2 Regulation postmitochondrialer Prozesse durch die Bcl-2 Familie im Verlauf der 

 Apoptose 

 

Bei dem Nematoden C. elegans liegen CED-9, CED-4 und proCED-3, der CED-3 Vorläufer, in 

einer gesunden Zelle als inaktiver Komplex vor (CHINNAIYAN et al., 1997). Dieser trimolekulare 

Komplex wird durch einen proapoptotischen Stimulus auf bisher unbekannte Weise aufgelöst. 

Daraufhin geht CED-4 nicht nur eine Bindung mit proCED-3 ein, sondern ist auch in der Lage, ein 

weiteres CED-4 Molekül zu binden. Durch diese Oligomerisierung liegt eine Reihe von proCED-3 

Molekülen in enger Nachbarschaft und schafft damit die Voraussetzung für deren autokatalytische 

Prozessierung und Aktivierung (s. 1.5). Die Bindung des CED-9 an CED-4 verhindert dagegen die 

Oligomerisierung des CED-4 und bewahrt CED-3 damit in seiner inaktiven, monomeren Form. 

 Bei Säugetieren scheinen die Homologen des CED-9, CED-4 und CED-3 (Bcl-2/Bcl-xl, 

Apaf-1 und Caspase-9) den gleichen Regeln zu folgen, jedoch mit einer zusätzlichen Beteiligung des 

Cytochrom c: Durch die Bindung von Bcl-2 oder Bcl-xl an Apaf-1 (Apoptotic protease activating 

factor-1, dem CED-4 Homolog der Säugetiere) wird die Interaktion zwischen den CARDs 

(Caspase-Recruitment Domain) des Apaf-1 und der Procaspase-9 verhindert. Somit wird die 

Aktivierung der Caspase unterbunden (VAUX, 1997). Ein Stimulus in Form von proapoptotischen 

Bcl-2 Homologen (insbesondere Mitglieder der BH3-Domänen Gruppe) und von aus den 
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Mitochondrien entlassenem Cytochrom c löst, bei Anwesenheit von ATP, Apaf-1 von seiner 

Bindung an den Apoptose-Inhibitor Bcl-2 oder Bcl-xl (PAN et al., 1998; HU et al., 1998). 

Cytochrom c gehört zu den wichtigsten apoptoseinduzierenden Faktoren, die im Anschluß an ein 

entsprechendes Signal aus den Mitochondrien ins Cytoplasma entlassen werden und bildet 

zusammen mit Apaf-1 und der Procaspase-9 einen als Apoptosom bezeichneten Komplex (LIU et 

al., 1996; LI et al., 1997). Die dadurch ermöglichte Oligomerisierung mehrerer 

Apaf-1/Procaspase-9 Moleküle bewirkt die autokatalytische Prozessierung der Caspase und die 

Aktivierung der Caspase-Kaskade (ZOU et al., 1997). 

 Auch postmitochondrial entscheidet die relative Konzentration pro- und antiapoptotischer 

Bcl-2 Proteine über das weitere Schicksal der Zelle, da ein Überschuß an Bcl-2/Bcl-xl die durch 

Cytochrom c und proapoptotische Bcl-2 Proteine induzierte Freisetzung des Apaf-1 und die damit 

verbundene Aktivierung der Caspasen verhindert (CHINNAIYAN et al., 1997). Ein Überschuß an 

Mitgliedern der BH3 Subfamilie bewirkt dagegen die Auflösung dieser chaperonähnlichen 

Verbindung (HU et al., 1998). 

 

 

1.6.7 Regulation der Bcl-2 Proteine 

 

Die beschriebenen Wirkungsmechanismen und Interaktionen (s. 1.6.6) verdeutlichen, daß die 

jeweiligen Konzentrationen der zur Verfügung stehenden, funktionsfähigen pro- und anti-

apoptotischen Bcl-2 Proteine die Reaktion einer Zelle auf einen apoptotischen Stimulus beeinflussen 

(OLTVAI et al., 1993). An der Regulation der Aktivität dieser Apoptose-Regulatoren sind neben 

den vielfältigen Homo- und Heterodimerisierungszuständen der Bcl-2 Proteine (s. 1.6.3) vor allem 

posttranslationale Modifikationen beteiligt (KONOPLEVA  et al., 1999). Hierbei hat insbesondere der 

Phosphorylierungszustand einen Einfluß auf die Aktivität der Bcl-2 Familienmitglieder: Viele 

proapoptotische Bcl-2 Homologe liegen vor einem apoptotischen Stimulus als phosphorylierte, 

inaktive Monomere im Cytosol vor oder sind mit dem Cytoskelett assoziiert. Die im Anschluß an 

einen Stimulus erfolgende, durch Dephosphorylierung induzierte Konformationsänderung dieser 

Proteine erlaubt ihre subzelluläre Translokation zu den Organellen-Membranen. Dabei gelangen die 

Bcl-2 Proteine in die Reichweite ihrer membranständigen, funktionalen Antagonisten, welche im 

Anschluß an eine Dimerisierung in ihrer Funktion inhibiert werden (GOPING et al., 1998; 

PUTHALAKATH et al., 1999). Eine besondere Bedeutung kommt hier dem Bad zu, einem BH3 

Subfamilienmitglied, welches ursprünglich im Cytosol durch Bindung an ein 14-3-3 Protein 

zurückgehalten wird (ZHA et al., 1996b). Als Folge eines Todessignals (z. B. IL-3 Entzug) wird 

Bad dephosphoryliert, worauf die dadurch induzierte Konformationsänderung eine Freilegung der 

BH3-Domäne, eine Translokation zu den Mitochondrien und die Interaktion mit Bcl-xl/Bcl-2 

ermöglicht (KELEKAR et al., 1997; ZHA et al., 1997). Durch die Assoziation von Bad mit Bcl-xl 

wird das von Bcl-xl gebundene Bax freigesetzt, welches daraufhin seine proapoptotische Wirkung 

ausüben kann (LINCZ, 1998). Bis heute wurde die Beteiligung mehrerer Kinasen/Phosphatasen an 
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der Phosphorylierung/Dephosphorylierung des Bad beschrieben (DATTA et al., 1997; DEL-PESO et 

al., 1997; BLUME-JENSEN et al., 1998). Da diese Enzyme häufig selbst Bestandteil der unterschied-

lichsten Signaltransduktionswege sind, die u. a. durch externe Stimuli aktiviert werden, scheint Bad 

ein Bindeglied zwischen diesen und der restlichen Bcl-2 Familie darzustellen. Nicht nur bei 

proapoptotischen, sondern auch bei antiapoptotischen Bcl-2 Proteinen wurde eine durch Phos-

phorylierung induzierte Konformationsänderung beobachtet, welche diese Proteine ebenfalls in einen 

funktional inaktiven Zustand überführt (HALDAR et al., 1995; CHANG et al., 1997). 

 Eine alternative Möglichkeit posttranslationaler Modifikationen mit anschließender Aktivierung 

stellt die durch eine Caspase katalysierte proteolytische Abspaltung des N-Terminus einiger Bcl-2 

Proteine dar (LI et al., 1998). Die dadurch hervorgerufene Konformationsänderung des 

Restproteins erlaubt dessen Translokation zu den Mitochondrien und zu anderen Organellen. Im Fall 

des Bid, einem proapoptotischen BH3 Subfamilienmitglied, ist dessen gekappte Form potentiell an 

der Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien beteiligt (MCDONNELL et al., 1999). 

 Eine Regulierung der Aktivität vieler Familienmitglieder vollzieht sich ebenfalls durch die 

direkte Bindung signaltransduzierender Proteine - z. B. RAF-1 oder Prion-Protein PrP - an die 

BH4-Domäne (LINCZ, 1998). 

 Unabhängig von posttranslationalen Modifikationen und/oder Konformationsänderungen 

erfolgt schließlich eine Regulation der Bcl-2 Proteine auf transkriptionaler Ebene. Um Toxizität in 

gesunden Zellen zu verhindern, wird so die Transkription einiger konstitutiv aktiver, proapoptotischer 

Proteine erst bei Eintreffen eines apoptotischen Signals initiiert (INOHARA et al., 1997). Aber auch 

die Expression vieler antiapoptotischer Proteine (z. B. Bcl-xl, Bcl-2 und MCL-1) wird unter 

bestimmten Bedingungen transkriptional reguliert (BOISE et al., 1995; KOZOPAS et al., 1993). 

 

 

1.7 Porifera 

 

1.7.1 Biologie der Schwämme 

 

Die Porifera (vom lateinischen porus = Pore und ferre = tragen) gehören zu den ältesten multi-

zellulären Organismen (Metazoa). Fossile Funde weisen auf eine Existenz schon vor 550 Millionen 

Jahren hin (REITNER und MEHL, 1995), molekularbiologische Analysen lassen sogar auf ein Alter 

von etwa 800 Millionen Jahren schließen (WILLMER 1994; MÜLLER, 1995). Seit ihrem Erscheinen 

vor der "Kambrischen Explosion" (CONWAY-MORRIS, 1998) haben einige Taxa der Porifera, z. B. 

der Taxon Geodiidae, bis heute überdauert (GRUBER und REITNER, 1991). 
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Abb. 1.6: Der marine Schwamm Geodia cydonium in seinem natürlichen Habitat auf für Demospongien 

typischem, felsigem Untergrund in ca. 25 m Tiefe (A) und in gereinigter Form (B). Durchmesser 
etwa 45 cm. 

 

Bei den Schwämmen handelt es sich um sessile, aquatische Organismen von häufig unregelmäßiger 

Gestalt. Sie bilden einen der größten, im marinen Benthos auf harten Gründen angesiedelten 

Tierstämme, sowohl bezüglich der Biomasse als auch der Speziesvielfalt (SARÀ und VACELET, 

1973). Mit Ausnahme der Süßwasserschwämme (etwa 120 Arten) besiedeln ca. 9000 bisher 

bekannte Schwammarten alle Weltmeere. Nach LAFAY et al. (1992) werden Schwämme in zwei 

Unterreiche eingeteilt. Das Unterreich der Symplasma beinhaltet lediglich die Klasse der 

Hexactinellida (Glasschwämme), während jenes der Cellularia die Klassen der Calcarea 

(Kalkschwämme) und der Demospongiae (Kieselschwämme) umfaßt. 80 - 90 % aller Arten werden 

dabei den Kieselschwämmen zugeordnet, die sowohl in den Gewässern der Küstenregion als auch in 

Tiefen bis zu 8600 m gefunden werden (GRUNER et al., 1993). Die Klasse der Calcarea dagegen 

zieht ein Leben fast ausschließlich in flachen Zonen vor (bis zu 100 m Tiefe), indes Glasschwämme 

meistens in größeren Tiefen vorgefunden werden (KÄSTNER, 1993; BERGQUIST, 1978). 

 Häckel postulierte 1866 erstmals die Zugehörigkeit der Porifera zu den Metazoen, von 

welchen sie sich jedoch durch das Fehlen von Nervensystem, Muskulatur, Blutgefäßen und Organen 

unterscheiden. Als Filtrierer nehmen Schwämme Wasser durch ein System zahlreicher kleiner 

Einstromöffnungen (Ostien) auf und filtern Nahrungspartikel (Plankton, Algen und Bakterien) über 

Kanäle und Geißelkammern ab. Nahrung wird dabei endocytotisch aufgenommen und intrazellulär 

verdaut. Exkrete und Exkremente werden exocytotisch an das Wasser abgegeben, das schließlich 

den Organismus über größere Öffnungen (Oscula) wieder verläßt. Im Schwamm lebende 

Mikrosymbionten (Grünalgen, Bakterien und Cyanobakterien) tragen häufig zur Ernährung bei 

(WILKINSON et al., 1980). Abhängig von der Größe des Schwamm-Organismus' kann die 

Filterkapazität mehrere tausend Liter pro Tag betragen (VOGEL, 1977), wobei die Wasseraufnahme 

sowohl passiv durch Wasserströmung als auch aktiv durch den koordinierten Geißelschlag 

spezialisierter Zellen, den Kragengeißelzellen (Choanocyten), erfolgen kann. Aufgrund der 

unterschiedlichen Komplexität des Kanalsystems werden bei Schwämmen drei Organisationstypen 

BA
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unterschieden: Ascon-, Sycon- und Leucontyp. Die einfachsten Schwämme gehören dem Ascon-

Typ an und bestehen lediglich aus einem porendurchbrochenen, mit Choanocyten besetzten Schlauch 

und einem distalen Osculum. Beim Sycon-Typ weist ein Zentralraum radiäre Ausbuchtungen auf, 

deren Wände mit Kragengeißelzellen besetzt sind. Schwämme, bei denen diese Geißelkammern nicht 

direkt, sondern über ein verzweigtes Kanalsystem in den Gastralraum münden, werden dem 

komplexen Leukon-Typ zugeordnet. 

 Das von dem Kanalsystem durchzogene Mesohyl des Körperinneren wird von einem 

Außenepithel (Pinacoderm) und einem alle Kanalwandungen umkleidenden Innenepithel 

(Choanoderm) begrenzt. Bei beiden handelt es sich nicht um echte Epithelien, sondern nur um 

epithelartige Gewebeschichten (WESTHEIDE und RIEGER, 1996). In die extrazelluläre Matrix des 

Mesohyls sind zahlreiche, meist amöboid bewegliche Zelltypen eingelagert. Zu diesen werden 

totipotente Archaeocyten gerechnet (aus welchen sich alle anderen Zelltypen entwickeln können), 

phagocytotisch tätige Amöbocyten und Geschlechtszellen. Weiterhin bilden Sclerocyten mit 

kontraktilen Collencyten eine Art Mesohylgerüst und sind durch die Sezernierung von Skelettnadeln 

(Skleriten) am Aufbau des Skeletts beteiligt. Dieses enthält entweder Kalk oder Kieselsäure und 

verhindert ein Kollabieren des Schwammkörpers. Ein Kalkgerüst besitzen nur die Calcarea, alle 

übrigen Schwämme weisen Kieselsklerite auf (GRUNER et al., 1993). Durch die Ausbildung dicker 

Kollagenfibrillen übernehmen auch Lophocyten eine Stützfunktion bezüglich des Schwammkörpers. 

Pinacocyten (im Pinacoderm) begrenzen das Mesohyl nach außen, kleiden aber auch innere 

Kanalwandungen aus. 

 Die Fortpflanzung der Schwämme erfolgt sowohl sexuell als auch asexuell. Bei der sexuellen 

Reproduktion werden Geschlechtszellen aus Amoebocyten oder Choanocyten gebildet (HARRISON 

und COWDEN, 1976). Die weitere Entwicklung schließt eine Larvenbildung ein. Viele 

Schwammarten sind hermaphroditisch, jedoch ist bei Süßwasserschwämmen Getrennt-

geschlechtlichkeit die Regel. Eine asexuelle Vermehrung erfolgt durch Fragmentierung oder durch 

Bildung spezieller Dauerknospen, den kapselförmigen Gemmulae, die sich hauptsächlich aus 

totipotenten Archaeocyten zusammensetzen. Die Gemmulaeentstehung erfolgt nicht nur zum Zweck 

der Fortpflanzung, sondern wird auch durch eine Verschlechterung der Lebensbedingungen induziert. 

 

 

1.7.2 Schwämme: Modell-Organismen für Untersuchungen der Apoptose 

 

Kein einzelliger Organismus kann über einen Mechanismus des programmierten Zelltods verfügen, 

da eine im Verlauf der Entwicklung obligate Ausführung dieses Programms unweigerlich zur 

Vernichtung des Organismus' führen würde. Zudem altern Einzeller vermutlich nicht auf die gleiche 

Weise wie Pflanzen und Tiere, die über eine vorbestimmte Lebensdauer verfügen. Konventionelles 

Altern und zelluläre Seneszenz entwickelten sich wahrscheinlich erst im Laufe der Evolution der 

Multizellularia mit separaten somatischen Zellen und Keimzellen (VAUX und STRASSER, 1996). 

Trotzdem verfügen manche einzellige Organismen über die Fähigkeit, sich in bedrohlichen 
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Situationen selbst zu vernichten, um - altruistisch oder defensiv - die Infektion oder das Verhungern 

benachbarter, verwandter Zellen zu verhindern (SHUB, 1994; YARMOLINSKY, 1995). Die 

Aktivierung dieses Mechanismus' ist nicht obligat und die Gene, auf welchen er beruht, sterben nicht 

mit dem Individuum, sondern leben in den verwandten Zellen weiter. Vielleicht fungierte der Zelltod 

in Einzellern ursprünglich als eine Abwehrstrategie, basierend auf Mechanismen, welche sich nach 

der Evolution der Multizellularia auch in Entwicklung und Homöostase manifestierten. 

 Das Phylum der Porifera stellt den phylogenetisch ältesten aller Metazoen-Tierstämme dar 

(MÜLLER, 1995). Seine Mitglieder haben charakteristische funktionale, strukturelle und 

regulatorische Proteine mit den restlichen Metazoen gemein und liefern damit einen deutlichen 

Hinweis auf den monophyletischen Ursprung der Metazoa (MÜLLER, 1997; MÜLLER, 1998). Zu den 

erwähnten Proteinen gehören insbesondere Proteine der extrazellulären Matrix, Zellmembran-

Rezeptoren, immunmodulatorische und cytokinartige Moleküle, die bisher weder in Pflanzen noch 

Pilzen oder Protozoen nachgewiesen werden konnten (MÜLLER und SCHÄCKE, 1996; PANCER et 

al., 1997; BLUMBACH et al., 1999; MÜLLER et al., 1999). Die Zellen der Schwämme lassen keine 

eindeutige Trennung von Keimzellen und somatischen Zellen zu. Jedoch weisen sie ein hohes Maß an 

Telomerase-Aktivität und eine scheinbar unbegrenzte Kapazität zur Proliferation auf (KOZIOL et al., 

1998). Diese Tatsachen verdeutlichen die Erfordernis eines regulativen Mechanismus', um den 

Körperbauplan des Organismus' zu erhalten (WAGNER et al., 1998). Zudem verdeutlicht die durch 

die einzigartige Filterkapazität der Schwämme bedingte Exposition gegenüber einer Fülle potentiell 

toxischer Inhaltsstoffe des aquatischen Milieus den Bedarf nach einem entsprechend wirksamen 

Schutzmechanismus. 

 Bei Säugetieren, dem in diesem Zusammenhang wichtigsten Modell-System der Deu-

terostomia, ist die Apoptose entscheidend an der Embryo- und Morphogenese beteiligt, und ihre 

Hemmung stellt einen wesentlichen Vorgang im Rahmen der Karzinogenese dar. Zusätzlich hat sie 

Anteil am Abwehrmechanismus des Organismus' durch die Eliminierung infizierter und beschädigter 

Zellen (s. 1.2, 1.4 und 1.6.1). Auch beim Nematoden C. elegans, einem bedeutenden Modell-

System der Protostomia, wurden bereits die elementaren Komponenten der Apoptose-Maschinerie 

identifiziert und deren Beteiligung an der Entwicklung des Organismus' nachgewiesen (s. 1.3). Somit 

scheint unter Berücksichtigung des monophyletischen Ursprungs der Metazoen (MÜLLER, 1995; 

BORCHIELLINI et al., 1998) die Existenz gleicher oder ähnlicher apoptotischer Mechanismen, welche 

u. a. der kontrollierten Morphogenese und der Abwehr dienen, auch in Schwämmen wahrscheinlich. 

Die Porifera eröffnen somit als engste Verwandte der Urmetazoa, den potentiellen gemeinsamen 

Vorfahren aller Metazoen-Tierstämme (MÜLLER et al., 1999), neue Möglichkeiten, die Grundlagen 

der Apoptose-Maschinerie zu erforschen. 
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2 Zielsetzung der Arbeit 
 

Apoptose ist eine streng regulierte Form des Zelltods, mit Hilfe dessen Organismen unerwünschte, 

beschädigte oder infizierte Zellen eliminieren. Diese apoptotischen Zellen sind durch charakteristische 

morphologische Veränderungen und biochemische Prozesse gekennzeichnet. 

 Bisherige Untersuchungen bestätigen eine Konservierung des dem Zelltod zugrunde liegenden 

Instrumentariums (Regulatoren, Adapter und Effektoren) vom Nematoden zum Menschen. Im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die Porifera, der phylogenetisch älteste Tierstamm aller 

rezenten Metazoen-Phyla, auf die Existenz eines der Kernelemente der Apoptose untersucht 

werden, welches einen Hinweis auf die Konservierung der Apoptose in allen Metazoen liefern 

würde. Hierzu sollten Mitglieder einer sich aus pro- und antiapoptotischen Regulatoren 

zusammensetzenden Familie, der Bcl-2 Familie, unter Verwendung molekularbiologischer Methoden 

in dem marinen Schwamm G. cydonium identifiziert werden. Im Anschluß an ihre Klonierung sollten 

ausgiebige Analysen eine eindeutige Zugehörigkeit zu der Bcl-2 Familie belegen. Hierfür sollten die 

Bcl-2-homologen Proteine mittels Sequenz- und Strukturanalysen charakterisiert und auf das 

Vorkommen der die Bcl-2 Familie kennzeichnenden Merkmale untersucht werden. Im Anschluß an 

die Auswahl eines der Bcl-2-homologen Proteine sollte die gleichfalls charakteristische 

streßinduzierte Expression überprüft werden. Untersuchungen der Transkription beinhalteten in 

diesem Zusammenhang den Vergleich mit einem bereits etablierten Streßmarker (Hitzeschockprotein 

HSP70) sowie mit einem Vitalitätsmarker (Septin SEP1), welcher zuvor kloniert werden mußte. Die 

sich auf die Translation beziehenden Untersuchungen erforderten zusätzlich die Herstellung eines 

polyklonalen Antikörpers, der als essentielles Werkzeug auch Verwendung in nachfolgenden 

immunologischen Untersuchungen fand. 

 Mit dem Ziel der Funktionsanalyse sollten Säugetierzellen zum bisher ersten Mal mit der für ein 

Schwammprotein kodierenden genetischen Information (hier mit jener eines Bcl-2-homologen 

Schwammproteins) stabil transfiziert und die Expression des Proteins kontrolliert werden. Da 

antiapoptotische Bcl-2 Proteine mit Mitochondrien assoziiert sind, sollten zusätzliche 

immuncytochemische Untersuchungen transfizierter Zellen die subzelluläre Lokalisation des 

Schwammproteins aufdecken. Anschließend sollte dessen Wirkung auf die Vitalität der Zellen, im 

Vergleich zu jener mock-transfizierter Zellen, unter dem Einfluß zweier Modell-Stressoren untersucht 

werden. Eine Überprüfung des Aktivierungszustands der Caspase-Kaskade sollte zudem die 

potentielle Einflußnahme des Bcl-2-homologen Proteins auf den Prozeß der durch die gewählten 

Stressoren induzierten Apoptose verdeutlichen. 

 In einer Kombination der im Zuge dieser Arbeit erzielten Ergebnisse und bisheriger Er-

kenntnisse apoptotischer Mechanismen sollte schließlich ein Modell zur Funktionsweise des Bcl-2-

homologen Proteins der Schwämme und der zugrunde liegenden Signaltransduktion erstellt werden. 
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3 Material und Methoden 
 

3.1 Material 

 

3.1.1 Chemikalien 

 

Agar  Life Technologies, Karlsruhe 

Agarose  Eurobio, Raunheim 

Albumin Fraktion V Roth, Karlsruhe 

Amidoschwarz 10 B extra Serva, Heidelberg 

Ammoniumperoxodisulfat Sigma, Deisenhofen 

Ampicillin-Natriumsalz Sigma, Deisenhofen 

Blocking-Reagenz Boehringer, Mannheim 

Borsäure Roth, Karlsruhe 

5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β-D-galactopyranosid Roth, Karlsruhe 

5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat Roth, Karlsruhe 

Bromphenolblau Serva, Heidelberg 

Caseinhydrolysat Life Technologies, Karlsruhe 

Caspase-3 Substrat Ac-DEVD-AMC Peptide Institute, Osaka; J 

CDP-Star Boehringer, Mannheim 

Chloroform Roth, Karlsruhe 

3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-pro- Sigma, Deisenhofen 

 panesulfonate 

Coomassie Brilliant-Blue R250 Serva, Heidelberg 

Dimethylformamid Merck, Darmstadt 

Dimethylpyrocarbonat Sigma, Deisenhofen 

Dimethylsulfoxid Roth, Karlsruhe 

Dinatriumhydrogenphosphat Roth, Karlsruhe 

Dithiothreitol Sigma, Deisenhofen 

DMEM (high glucose) PAA, Cölbe 

DNA-Leiter GeneRuler MBI Fermentas, St. Leon-Roth 

DNA-Leiter 1 kb Plus Life Technologies, Karlsruhe 

DNA-Leiter Low Mass Life Technologies, Karlsruhe 

dNTP-Set Roth, Karlsruhe 

Essigsäure (Eisessig) Roth, Karlsruhe 

Ethanol  Roth, Karlsruhe 

Ethidiumbromid Boehringer, Mannheim 

Ethylendiamin-N,N,N',N'-tetraacetat Roth, Karlsruhe 
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Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N',N'- Sigma, Deisenhofen 

 tetraacetat  

Flüssigstickstoff Linde, Wiesbaden 

Formaldehyd Roth, Karlsruhe 

Formamid Roth, Karlsruhe 

Fötales Kälberserum Boehringer, Mannheim 

Freud'sches Adjuvans Sigma, Deisenhofen 

FuGENE6 Boehringer, Mannheim 

G418  Invitrogen, Groningen; NL 

Gelatine  Serva, Heidelberg 

Glucose D(+) - wasserfrei Merck, Darmstadt 

Glycerol  Roth, Karlsruhe 

Glycin  Roth, Karlsruhe 

Hefeextrakt Life Technologies, Karlsruhe 

Isopropanol Merck, Darmstadt 

Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid Roth, Karlsruhe 

Kaliumchlorid Roth, Karlsruhe 

Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt 

Kaliumhydroxid Roth, Karlsruhe 

Kanamycin Roth, Karlsruhe 

Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt 

Magnesiumsulfat Merck, Darmstadt 

Maleinsäure Roth, Karlsruhe 

Maltose  Merck, Darmstadt 

Meeressalz "Tropic Marine" Dr. Binder GmbH, Wartenberg 

2-Mercaptoethanol Sigma, Deisenhofen 

Methanol Roth, Karlsruhe 

Methylenblau Merck, Darmstadt 

4-Morpholinopropansulfonsäure Sigma, Deisenhofen 

Natriumacetat Roth, Karlsruhe 

Natriumchlorid Roth, Karlsruhe 

Natriumcitrat Roth, Karlsruhe 

Natriumdihydrogenphosphat-2-hydrat Merck, Darmstadt 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe 

Natriumhydrogencarbonat Merck, Darmstadt 

Natriumhydroxid Merck, Darmstadt 

Natriumphosphat Roth, Karlsruhe 
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N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsäure Roth, Karlsruhe 

Nitrotetrazoliumblauchlorid Roth, Karlsruhe 

N-Lauroylsarcosin Sigma, Deisenhofen 

N,N-Dimethylformamid Roth, Karlsruhe 

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin Merck, Darmstadt 

OptiMem Life Technologies, Karlsruhe 

Phenylmethylsulfonylfluorid Sigma, Deisenhofen 

Phytoplankton "Marin Niedere Tiere Futter" Amtra Aquaristik, Rodgau 

Polyethylenglycerol 7500 Serva, Heidelberg 

Protease-Inhibitor-Cocktail Complete-Mini Roche, Mannheim 

Protein-Längenstandard SDS-PAGE Broad Range Bio-Rad, München 

Resin AG 501-X8 Bio-Rad, München 

RNA Längenstandard I Digoxigenin gelabelt Boehringer, Mannheim 

RNA Längenstandard II Digoxigenin gelabelt Boehringer, Mannheim 

RNA Längenstandard III Digoxigenin gelabelt Boehringer, Mannheim 

Röntgenfilmentwickler LX24 Kodak, Stuttgart 

Röntgenfilmfixierer AL4 Kodak, Stuttgart 

Rotiphorese Gel 30 Roth, Karlsruhe 

Roti-Quant Roth, Karlsruhe 

RPMI 1640 Life Technologies, Karlsruhe 

Saccharose Roth, Karlsruhe 

Salzsäure Roth, Karlsruhe 

Schwefelsäure Roth, Karlsruhe 

Tetracyclin Sigma, Deisenhofen 

3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin Merck, Darmstadt 

Toluidinblau Sigma, Deisenhofen 

Tributylzinnchlorid Sigma, Deisenhofen 

Trichlormethan Roth, Karlsruhe 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Roth, Karlsruhe 

Triton X-100 (Octylphenolpoly(ethylenglycolether)n Roth, Karlsruhe 

TRIzol Reagenz Life Technologies, Karlsruhe 

Trypanblau Sigma, Deisenhofen 

Trypsin/EDTA Biochrom, Berlin 

Tween 20 (Poly(oxyethylen)n-sorbitan-monolaurat) Roth, Karlsruhe 

Wasserstoffperoxid 30% Roth, Karlsruhe 
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3.1.2 Enzyme 

 

BamH I   Pharmacia, Freiburg 

Kpn I  Pharmacia, Freiburg  

RNase A Qiagen, Hilden 

Sal I  Pharmacia, Freiburg 

T4-DNA-Ligase MBI Fermentas, St. Leon-Roth 

Taq-DNA-Polymerase Boehringer, Mannheim 

Xba I MBI Fermentas, St. Leon-Roth 

 

 

3.1.3 Kits 

 

Chemiluminescence Blotting Substrate Kit Boehringer, Mannheim 

NucleoSpin Extract 2 in 1: DNA extraction from  Macherey/Nagel, Düren 

 agarose gels/Purification of PCR products 

NucleoSpin System: Purification of plasmide DNA Macherey/Nagel, Düren 

PCR DIG Probe Synthesis Kit Boehringer, Mannheim 

pGEM-T Vector System I Promega, Mannheim 

QIAexpress Expression System Qiagen, Hilden 

Qiagen Blood & Cell Culture DNA Kit Qiagen, Hilden 

Qiagen Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden 

SequaGel XR Biozym, Hess. Oldendorf 

Superscript Preamplification System for First Life Technologies, Karlsruhe 

 Strand cDNA Synthesis 

Thermo Sequenase fluorescent labelled primer  Amersham, Braunschweig 

 cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP 

 

 

3.1.4 Geräte 

 

Brutschränke: 

 Queue Modell QWJ 500 Nunc, Wiesbaden 

 Typ BK 2/56 Ehret, Emmendingen 

ELISA-Reader Titertek Multiskan Plus MK II Bartolomey, Rheinbach 

Fluoreszenzmikroskop AH3 Olympus, Planegg 

Fluorometer Fluoroskan II Labsystems, Helsinki; FIN 

Folien-Schweißgerät Petra-electric, Burgau 

Gefrierschrank Modell Basic, -85°C Nunc, Wiesbaden 



Material und Methoden 

 29

Gelformen für die Horizontalelektrophorese techn. Werkstatt des Instituts 

Heizblock für Reaktionsgefäße Thermostat 5320 Eppendorf, Hamburg 

Kammern und diverse Kämme für die techn. Werkstatt des Instituts 

 Horizontalelektrophorese 

Laminar Flow Sterilbank Slee, Mainz 

pH-Meter CG 840 Schott, Mainz 

PhosphoImager Bio-Rad, München 

Powersupply für Gelelektrophorese und Western Blot: 

 Modell 1000/500 Bio-Rad, München 

 Modell PowerPac 200 Bio-Rad, München 

Proteinelektrophoreseeinheit Mini-Protean II Bio-Rad, München 

Rotoren GSA und HB 6 DuPont, Bad Homburg 

Schüttelinkubator mit Heizhaube Certomat H/R Braun, Melsungen 

Schüttler Modell Kühner Braun, Melsungen 

SemiDry-Blottingkammer Trans-Blot SD Bio-Rad, München 

Sequenzierer LI-COR 4000 S MWG Biotech, Ebersberg 

Sonifier Branson B-12 Heinemann, Schwäbisch Gmünd 

Spectrophotometer: 

 DU 64 Beckmann, München 

 Genequant II Pharmacia, Freiburg 

Sterilisator WTB Binder, Tuttlingen 

ThermoBlock Unitek HB-130 Salmon Electronics, Luton; UK 

Thermocycler: 

 Hybaid Touchdown MWG Biotech, Ebersberg 

 Perkin Elmer Geneamp 9600 Applied Biosystems, Weiterstadt 

Transilluminator mit Geldokumentationssystem UVP Limited, Cambridge; UK 

UV-Crosslinker Stratalinker 1800 Stratagene, La Jolla; USA 

Vortexer Reax 2000 Heidolph, Kehlheim 

Waage PT 120 Sartorius, Göttingen 

Waage R6 Mettler, Gießen 

Wasserbad mit Thermostat und Schüttler Köttermann, Hänigsen 

Zentrifugen: 

 gekühlte Zentrifuge 5402 Eppendorf, Hamburg 

 Haemofuge Heraeus, Hanau 

 Sorvall RC-5B Du Pont, Bad Nauheim 

 Vaccum Zentrifuge SVC 100 Savant, Farmingdale; USA 
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3.1.5 Weiteres Laborzubehör und Verbrauchsmaterialien 

 

Cellophanfolie Insula, Mannheim 

Deckgläser, ∅ 12 mm Roth, Karlsruhe 

Drigalsky-Spatel Roth, Karlsruhe 

Filmcassette Hypercassette RPN 1643 Amersham, Braunschweig 

Filterpapier für Western Blot Pharmacia, Freiburg 

Kolbenhubpipetten: 

 100 - 1000 µl  Brand, Wertheim 

 20 - 200 µl  Eppendorf, Hamburg 

 2 - 20 µl  Eppendorf, Hamburg 

 0,5 - 10 µl  Eppendorf, Hamburg 

 0,5 - 2 µl  Gilson, Villiers-Le-Bel; F 

Kryoröhrchen Nunc, Wiesbaden 

Membranfilter BA83, 0,2 µm Porengröße Schleicher & Schüll, Dassel 

Mörser Haldenwanger, Berlin 

Multiwellplatten: 

 96-wells Nunc, Wiesbaden 

 24-wells Nunc, Wiesbaden 

 12-wells  Falcon, New Jersey; USA 

 6-wells Nunc, Wiesbaden 

Nitrocellulosemembran Schleicher & Schüll, Dassel 

Nylon-Blottingmembran, positiv geladen Boehringer, Mannheim 

Objektträger Roth, Karlsruhe 

Pasteurpipetten Roth, Karlsruhe 

PCR-Reaktionsgefäße: 

 0,2 ml Dianova, Hamburg 

 0,3 ml MWG Biotech, Ebersberg 

Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg 

Pipettenspitzen ART mit Filtereinsatz Biozym, Hess. Oldendorf 

Pistill Haldenwanger, Berlin 

Plastikbeutel Plastibrand Brand, Wertheim 

Polyvinylidendifluorid-Blottingmembran, Immobilon Millipore, Neu-Isenburg 

Reaktionsgefäße: 

 1,5 ml  Brand, Wertheim 

 2,0 ml  Eppendorf, Hamburg 

Röntgenfilm Fuji RX New Bechthold, Kelkheim 

Screeningplatten  Nunc, Wiesbaden 

Sterilfilter, Porengröße 0,2 µm Sartorius, Göttingen 
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Whatman-Papier DE 81  Whatman, Göttingen 

Zählkammer Neubauer  Merck, Darmstadt 

Zellkulturflaschen: 

 50 ml  Falcon, New Jersey; USA 

 250 ml  Falcon, New Jersey; USA 

Zellkulturpetrischalen: 

 ∅ 35 mm  Nunc, Wiesbaden 

 ∅ 90 mm  Nunc, Wiesbaden 

Zellschaber  Nunc, Wiesbaden 

Zentrifugenröhrchen: 

 10 ml  Greiner, Nürtingen 

 15 ml  Falcon, New Jersey; USA 

 50 ml  Falcon, New Jersey; USA 

 

 

3.1.6 Antikörper 

 

Anti-DIG-Alkalische Phosphatase (Schaf) Boehringer, Mannheim 

Anti-His (C-terminal)-IgG (Maus) Invitrogen, Groningen; NL 

Anti-Mouse-IgG-Cy3 (Ziege) Dianova, Hamburg 

Anti-p33/gC1qR (Kaninchen) Dr. J. Dedio, Mainz 

Anti-Rabbit-IgG-Alkalische-Phosphatase (Ziege) Sigma, Deisenhofen 

Anti-Rabbit-IgG-Cy3 (Ziege) Dianova, Hamburg 

Anti-Rabbit-IgG-FITC (Ziege) Dianova, Hamburg 

Anti-Rabbit-IgG-Peroxidase (Ziege) NEB, Schwalbach 

 

 

3.1.7  Phagen, Bakterienstämme, Zellinien und Schwämme 

 

ExAssist-Helferphagen Stratagene, Heidelberg 

E. coli XL1-Blue MRF' Stratagene, Heidelberg 

 Genotyp: ∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr) 

 173endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 

 lac [F’ proAB lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)] 
XLOLR  Stratagene, Heidelberg 

 Genotyp: ∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr) 

 173endA1 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac [F’ 

 proAB lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)] Su-, λr 
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HEK-293 (ATCC CRL 1573) American Type Culture Collection 

  (ATCC), Rockville; USA 

NIH/3T3 (ATCC CRL 1658) American Type Culture Collection 

  (ATCC), Rockville; USA 

Geodia cydonium (Demospongiae, Geodiidae) Rovinj; HR 

 

 

3.1.8 cDNA-Bibliothek und Vektoren 

 

Geodia cydonium cDNA-Bibliothek (λ-ZapExpress) Dr. M. Kruse, Mainz 

pcDNA3 Invitrogen, Groningen; NL 

pGEM-T Promega, Heidelberg 

pQE 32 Qiagen, Hilden 

λ-ZapExpress/pBK-CMV Stratagene, Heidelberg 

 

 

3.1.9 Primer 

 

Unmarkierte und IR-markierte Vektorprimer für pGEM-T: 

M13(-20) 5' - TGT AAA ACG ACG GCC AGT G - 3'  Tm= 58°C 

SP6   5' - TAG GTG ACA CTA TAG AAT ACT C - 3'  Tm= 60°C 

T7  5' - GTA ATA CGA CTC ACT ATA GG - 3'  Tm= 56°C 

 

Unmarkierte und IR-markierte Vektorprimer für pQE 32: 

pQE.F  5' - GAA TTC ATT AAA GAG GAG AAA T - 3'  Tm= 56°C 

pQE.R  5' - CAT TAC TGG ATC TAT CAA CAG G - 3'  Tm= 62°C 

 

Unmarkierte und IR-markierte Vektorprimer für pcDNA3: 

SP6   5' - GCA TTT AGG TGA CAC TAT AG - 3' Tm= 56°C 

T7   5' - TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG - 3' Tm= 56°C 

 

Unmarkierte und IR-markierte Vektorprimer für λ-ZapExpress/pBK-CMV: 

BK 5' - ACA GGA AAC AGC TAT GAC CTT G - 3' Tm= 64°C 

CMVF  5' - CTT GAT TAC GCC AAG CTC - 3'   Tm= 54°C 

CMVR  5' - TAG GGC GAA TTG GGT ACA C - 3'   Tm= 58°C 

M13(-20)  5' - TGT AAA ACG ACG GCC AGT G - 3'   Tm= 58°C 

T3  5' - CGG AAT TAA CCC TCA CTA AAG - 3'  Tm= 60°C 

T7  5' - GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C - 3' Tm= 64°C 

 



Material und Methoden 

 33

Spezifische Primer für die Klonierung des GCHSP70 aus Geodia cydonium (KOZIOL et al., 1996): 

HSP F1  5' - ACC AAG GGT CCG TGT CGA GTA - 3'  Tm= 64°C 

HSP R1  5' - AAG TCC TGG AGA AGT TTC TGA - 3'   Tm= 60°C 

 

Degenerierte und spezifische Primer für die Klonierung des GCSEP1 aus Geodia cydonium: 

Septindeg R1  5' - TTI CCI AGI CCI GAY TCI CCI ACI ACC AT - 3'  Tm= 68°C 

Septin F1  5' - AAG ATG AGC GAC CAG CTA G - 3'  Tm= 58°C 

Septin R2  5' - TGA TAA GCA TCG TCC GCA ACT - 3'  Tm= 62°C 

 

Degenerierte und spezifische Primer für die Klonierung des GCBHP1 und des GCBHP2 aus 

Geodia cydonium und für die DNA-Sondenherstellung: 

BHPdeg R1  5' - AAA IAG ACI IAC TAA ICG ICC CCA - 3'  Tm= 56°C 

BHP1 F1  5' - ACT TGT TAC TCC TTC ACC CA - 3'  Tm= 58°C 

BHP1 R2  5' - ATC CGA TGA CGC TGT CAA TCT - 3'  Tm= 62°C 

BHP2 F1  5' - TGA TGG AGG AGC TCT ACA G - 3'  Tm= 58°C 

BHP2 R1  5' - CCA ACA CCA ATG ACA CCA ATA - 3'  Tm= 60°C 

 

Spezifische Primer für die eukaryotische Expression des GCBHP2: 

BHP2 euEX F1 5' - GGT AAC TCA CGA CGG TCG GCG TAT TA - 3' Tm= 62°C 

BHP2 euEX R1 5' - TCT AGA TCA GTG ATG GTG ATG GTG ATG  

   TTG TCT CAT TCC AAG AGC CAG - 3'  Tm= 62°C 

 

Spezifische Primer für die prokaryotische Expression des GCBHP2: 

BHP2 proEX F1 5' - GGA TCC TGA TGG AGG AGC TCT ACA GAA - 3' Tm= 62°C 

BHP2 proEX R1 5' - GTC GAC ATG ACA CCA ATA CCG GCT ACT - 3' Tm= 62°C 

 

Spezifische Primer des GCBHP2 und der GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) 

für die RT-PCR: 

BHP2 RTPCR F1 5' - AGT ATT GTT GAT GGC AGC TCG - 3' Tm= 62°C 

BHP2 RTPCR R1 5' - GTG TGT CTG CGT AGA CAA TGA - 3' Tm= 62°C 

GAPDHF 5' - AAT GCC TCC TGC ACC ACC AA - 3' Tm= 62°C 

GAPDHR 5' - GTC GTT GAG GGC AAT GCC AGC - 3' Tm= 70°C 

 

Sämtliche Primer wurden von der Fa. MWG Biotech (Ebersberg) bezogen, welche auch die 

Markierung vornahm (IRD800, 5'-Ende). Die kursiven Basensequenzen stellen die Erken-

nungspalindrome der Restriktionsenzyme dar, Stopp-Codons sind fett-gedruckt und der 6 × His-

Tag unterstrichen. Bei der Berechnung der Schmelztemperaturen wurden diese markierten 

Nukleotide nicht berücksichtigt. 
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3.1.10 Online-Dienste und Computerprogramme 

 

Densitometrische Analysen 

Molecular Analyst Ver. 1.4.1 Bio-Rad, München 

 

Grafische Umsetzung von Sequenzvergleichen 

GeneDoc (NICHOLAS und NICHOLAS, 1998) Freeware: ftp.uam.ed/pub/mirror/molbio/ibmpc 

 

Sequenzvergleiche mittels Nukleotid- und Protein-Datenbanken 

BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) http://genome.eerie.fr./blast/blast-query.html 

BLITZ (SMITH und WATERMAN, 1981) http://www.ebi.ac.uk/searches/blitz_input.html 

FASTA (PEARSON und LIPMAN, 1988) http://www.ebi.ac.uk/htbin/fasta.py?request 

 

Sequenzvergleiche und phylogenetische Analysen (neighbour joining) 

CLUSTALW V1.6 (THOMPSON et al., 1994) Freeware: ftp.ebi.ac.uk 

 

Softwarepaket für Phylogenievergleiche 

PHYLIP (FELSENSTEIN, 1993)  Freeware: http://evolution.genetics.washington.- 

  edu/phylip/html/ 

 

Softwarepaket zur automatischen DNA-Sequenzierung mit dem Sequenzierer LI-COR 4000 S 

BaseImagIR/Data Collection V02.31 MWG Biotech, Ebersberg 

BaseImagIR/Image Analysis V4 MWG Biotech, Ebersberg 

 

Translation von Nukleotidsequenzen, Sequenz- und Sekundärstrukturanalysen, Identifizierung von 

Proteindomänen und Strukturmotiven  

DNASIS V5 Hitachi Software Engineering, Yokohama; J 

NPSA  http://npsa-pbil.ibcp.fr 

PC/Gene (PC/GENE, 1995)  IntelliGenetics Inc., Mountain View; USA 

Prosite (BAIROCH, 1988) http://www.ebi.ac.uk/searches/prosite.input.html 

PSORT II http://psort.nibb.ac.jp 

 

Zugriff auf Nukleotid- und Aminosäure-Datenbanken 

ENTREZ http://www3.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/ 
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3.2 Methoden 

 

3.2.1 Schwammkultur 

 

3.2.1.1 Hälterung der Schwämme 

 

Die Schwämme der Spezies Geodia cydonium (Demospongiae, Geodiidae) wurden in der 

nördlichen Adria in der Nähe von Rovinj (Kroatien) durch Tauchen oder Dredgen aus Tiefen von 

10 - 30 Metern eingesammelt. Ein Teil der Exemplare wurde sofort in flüssigem Stickstoff 

eingefroren, der Rest wurde in gefiltertem, artifiziellem Meerwasser (hergestellt aus dem Meeressalz 

"Tropic Marine") bei 16°C unter Belüftung bis zur weiteren Verwendung gehalten. Zweimal pro 

Woche wurde das Wasser mit Phytoplankton ("Marin - Niedere Tiere Futter", 30 µl/l) versetzt. 

 

 

3.2.1.2 Apoptose-Induktion 

 

Die Hälterung von Schwämmen unter streßinduzierenden und apoptoseauslösenden Bedingungen 

liefert Material sowohl für eine RNA-Isolation als auch für eine Herstellung von Proteinextrakten 

(s. 3.2.5.2 und 3.2.20.1). Damit werden die Voraussetzungen für Untersuchungen einer 

differentiellen Genexpression geschaffen. 

 Lebende, gereinigte Schwämme wurden in äquale Stücke geschnitten, wobei für jedes 

Experiment (Streßeinwirkung und Kontrolle) Teile desselben Individuums eingesetzt wurden. Die 

Inkubationen wurden in Behältern mit gefiltertem, belüftetem Meerwasser durchgeführt, welches 

zuvor auf die entsprechenden Schockbedingungen eingestellt worden war. Falls nicht anders 

angegeben, betrug die Wassertemperatur 16°C. Sollte das Schwammgewebe zwecks RNA-

Präparation verarbeitet werden, wurde es nach der Schockeinwirkung vom Cortex befreit, in 0,5 -

 1 cm3 große Stücke geschnitten und in fl. Stickstoff eingefroren. War dagegen die Proteinexpression 

des Schwammgewebes Gegenstand der Untersuchung, wurde das Gewebe nach der 

Schockeinwirkung und vor der weiteren Verarbeitung für 18 h (bei 16°C) in ein Re-

generationsbecken überführt. Dieser Schritt diente der Regeneration der Schwämme und ließ ihnen 

Zeit, auf die vorherigen Streßeinflüsse zu reagieren und damit ihren Stoffwechsel den veränderten 

Bedingungen anzupassen. Im selben Becken befanden sich während der gesamten Versuchsdauer 

auch die Schwammstücke der Kontrolle. Als absolute Negativkontrolle dienten Schwammstücke, 

die sofort nach der Entnahme aus dem Meer in fl. Stickstoff gegeben worden waren. Die Lagerung 

aller Proben erfolgte bei -80°C. Folgende Streßmodalitäten wurden gewählt: 

 

 

Hitzeschock: 

Inkubation der Schwammstücke für 1, 2, 3, 4 oder 5 h bei 26°C. 
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Tributylzinn (TBT) -Schock: 

Inkubation der Schwammstücke für 1, 2, 3, 4, 6 oder 8 h mit 1 µM TBT. Da TBT in einer 

ethanolhaltigen Stammlösung vorlag, wurde den Kontrollschwämmen die gleiche Menge an Ethanol 

zugesetzt (Endkonzentration: 0,1 % [v/v]). 

 

 

3.2.2 Zellkultur 

 

3.2.2.1 Kultivierung adhärenter Zellen 

 

Die Zellen wurden in wasserdampfgesättigter Atmosphäre bei 37°C und 5 % CO2 im Brutschrank 

gehalten. Für HEK-293 Zellen wurde als Medium RPMI 1640-Hepes (25 mM) und für NIH/3T3 

Zellen DMEM (high glucose) gewählt, welches jeweils mit 10 % fötalem Kälberserum (v/v) 

angereichert worden war. Das in den Medien enthaltene Puffersystem diente der Konstanthaltung 

des pH-Wertes im Bereich von 7,2 - 7,4. Dieser Wert wurde durch den sich ebenfalls im Medium 

befindlichen Indikator Phenolrot kontrolliert. Ein Wechsel des Mediums war erforderlich, sobald der 

pH-Wert 7,0 unterschritt. Zur Selektion und Kultivierung stabil transfizierter Zellen mit Neomycin-

Resistenz wurde dem Medium zusätzlich noch das Neomycin-Analogon G418 zugesetzt (500 µg/ml 

für HEK-293, 400 µg/ml für NIH/3T3 Zellen). 

 Sobald die Zellen einen konfluenten Monolayer gebildet hatten, war ein Passagieren der Zellen 

notwendig. Dazu wurde der Mediumüberstand entfernt, die Zellen mit warmem PBS gewaschen und 

anschließend mit 1 ml Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 % [w/v]) pro 75 cm2 bewachsener Fläche 

trypsiniert. Nach Zugabe von Medium zum Trypsinat und einer anschließenden Zentrifugation 

(10 min, 300 × g, RT) konnte das Pellet in frischem Medium aufgenommen und die Zellen im 

Verhältnis 1/10 passagiert werden. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Zählkammer nach Neubauer 

bestimmt. 

 

Zusammensetzung des verwendeten PBS-Puffers: 

  - 137 mM NaCl 

  - 2,7 mM KCl 

  - 8,1 mM NaH2PO4 

  - 1,8 mM KH2PO4 

  auf pH 7,2 einstellen. 

 

 



Material und Methoden 

 37

3.2.2.2 Kryokonservierung 

 

Zum Zweck einer Langzeit-Lagerung wurden trypsinierte und pelletierte Zellen (s. 3.2.2.1) in ihrem 

jeweiligen Medium aufgenommen, welches zusätzlich 20 % FCS (v/v) und 10 % Dimethylsulfoxid 

(v/v) enthielt. Diese Suspension wurde in Kryoröhrchen überführt und 12 h bei -80°C verwahrt, 

bevor sie in flüssigem Stickstoff gelagert werden konnte. 

 

 

3.2.2.3 Apoptose-Induktion 

 

Apoptose wird unter dem Einfluß vielfältiger Faktoren induziert, zu welchen u. a. Toxine, Hitze, 

Zellschädigungen und der Entzug von Wachstumsfaktoren gerechnet werden (THOMPSON, 1995). 

Viele antiapoptotische Mitglieder der Bcl-2 Familie hemmen bzw. vermindern den durch diese 

Faktoren ausgelösten apoptotischen Stimulus. 

 Nach der stabilen Transfektion von HEK-293 Zellen (s. 3.2.18) mit einem pcDNA3-

GCBHP2-Konstrukt bzw. mit dem "leeren" Expressionsvektor pcDNA3 (mock-Transfektion) 

sollten Wirkung und Funktion des konstitutiv exprimierten BHP2-Proteins unter dem Einfluß 

apoptoseauslösender Faktoren überprüft werden. Dazu wurden jeweils 1,5 × 104 transfizierte bzw. 

mock-transfizierte HEK-293 Zellen in 1 ml Medium/10 % FCS (v/v) in die Vertiefungen einer 24-

well Platte ausgesät. Bei Verwendung von 6-well Platten wurde eine entsprechend höhere Zellzahl in 

3 ml Medium pro Vertiefung eingesetzt. Nach 24 - 48 h und einem Eintritt der Zellen in die 

logarithmische Wachstumsphase wurde den Zellen neues Medium zugeführt und anschließend mit 

der Apoptose-Induktion begonnen. Hierbei blieben in parallelen Kontrollexperimenten transfizierte, 

mock-transfizierte und nichttransfizierte Zellen unbehandelt. Folgende Streßmodalitäten wurden 

gewählt: 

 

Serumentzug 

GCBHP2- und mock-transfizierte HEK-293 Zellen wurden über den gesamten Zeitraum des 

Experiments in Medium ohne Zusatz fötalen Kälberserums gehalten. 

 

TBT-Inkubation 

GCBHP2- und mock-transfizierte HEK-293 Zellen wurden über den gesamten Zeitraum des 

Experiments in Medium gehalten, welches TBT in einer Endkonzentration von 0,25 µM in 0,1 % 

Ethanol (v/v) enthielt. Kontrollen wurden in Medium mit einem Zusatz von Ethanol in einer 

Endkonzentration von 0,1 % (v/v) gehalten. 
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3.2.2.4 Vitalitätstest 

 

Die Verwendung des Farbstoffs Trypanblau erlaubt eine lichtmikroskopische Unterscheidung 

lebender von toten Zellen. Dieser Farbstoff dringt durch geschädigte Zellmembranen, wie sie bei 

Zellen in vitro im Endstadium der Apoptose vorkommen (SARASTE und PULKKI, 2000), in das 

Zellinnere. Die dadurch blau gefärbten Zellen können leicht von ungefärbten, vitalen Zellen 

differenziert und quantitativ erfaßt werden (PHILLIPS, 1973). 

 Wie unter 3.2.2.3 beschrieben, wurde in transfizierten und mock-transfizierten HEK-293 

Zellen Apoptose induziert. 0, 20, 45, 68 und 92 h nach Induktions-Beginn wurde die Zahl der 

lebenden Zellen festgestellt. Dazu wurden behandelte Zellen und unbehandelte Kontrollen im 

Triplikat trypsiniert (100 µl Trypsin/EDTA pro cm2) und anschließend mit 2 Volumen Trypanblau 

(0,3 % [w/v]) versetzt. Mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer ließ sich dann lichtmikroskopisch die 

Zahl vitaler, ungefärbter Zellen ermitteln. Nachfolgend wurde die Zahl überlebender transfizierter 

bzw. mock-transfizierten Zellen in Verhältnis zu jener der jeweils unbehandelten Kontrollen gebracht. 

 

 

3.2.2.5 Apoptose-Nachweis und Quantifizierung 

 

Caspasen stellen die wohl wichtigsten Effektormoleküle im Verlauf der Apoptose dar. Einmal 

aktiviert, bauen sie zahlreiche Substrate - für die Zellen lebensnotwendige Proteine - proteolytisch ab 

und führen irreversibel zum Zelltod. Die Spaltung der Substrate erfolgt dabei immer C-terminal eines 

Aspartatrestes, welcher Teil einer für nahezu jede Caspase spezifischen Erkennungssequenz ist. Die 

Überprüfung der Caspase-Aktivitäten in Zellextrakten ermöglicht somit eine frühe Detektion der 

Apoptose. Hierzu werden Zellextrakte mit modifizierten, caspasespezifischen Substraten inkubiert, 

welche nach proteolytischer Spaltung durch die jeweilige Caspase einen fluoreszierenden Farbstoff 

(AMC) freisetzen. Die Spaltung dieser Peptide erfolgt proportional der Konzentration aktivierter 

Caspasen. Nach entsprechender Exzitation kann die emittierte Strahlung des AMC im Fluorometer 

erfaßt werden und erlaubt daher eine quantitative Bestimmung der Caspase-Aktivität. 

 Im Anschluß an eine Apoptose-Induktion (s. 3.2.2.3) wurde die Caspase-Aktivität in be-

handelten Zellen und unbehandelten Kontrollzellen 0, 20, 45, 68 und 92 h nach Versuchsbeginn im 

Triplikat festgestellt. Dazu wurden die Zellen nach Entfernung des Mediums in 500 µl Lysispuffer 

lysiert. Nach einer 5-minütigen Inkubation auf Eis wurde der Zelldebris abzentrifugiert (5 min, 

14000 × g, RT). In einem well einer 96-well Platte (FluoroNunc) wurden darauf 50 µl des 

Überstands mit 50 µl 2 × Reaktionspuffer versetzt, welcher 40 µM des Caspase-3-Substrats 

enthielt (Ac-DEVD-AMC). Für Negativkontrollen wurde anstelle des Überstands Lysispuffer 

verwendet. Nach einer Inkubation von 3 h bei 37°C erfolgte die Messung der Fluoreszenz im 

Fluorometer (Exzitations-Wellenlänge: 355 nm, Emissions-Wellenlänge: 460 nm). Bei der 

Auswertung der Meßwerte wurden diese auf die jeweils eingesetzte Proteinkonzentration bezogen, 

welche vom restlichen Überstand jeder Probe bestimmt worden war (s. 3.2.20.2). Die 
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Fluoreszenzwerte der unbehandelten Kontrollen wurden zum jeweiligen Zeitpunkt der Messung 

gleich 100 % gesetzt. 

 

Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lösung: 

 PMSF-Lösung: 

  - 0,1 M PMSF in Isopropanol 

 Lysispuffer: 

  - 10 mM Hepes-KOH, pH 7,4 

  - 4,2 mM EDTA 

  - 0,1 % CHAPS (v/v) 

  - 1 mM PMSF 

  - 5 mM DTT 

 2 × Reaktionspuffer: 

  - 40 mM Hepes-KOH, pH 7,4 

  - 20 % Glycerol (v/v) 

  - 1 mM PMSF 

  - 4 mM DTT 

 

 

3.2.3 Bakterienkultur 

 

3.2.3.1 Kultivierung von Bakterien in Suspension 

 

Zum Animpfen von Flüssig-Medium mit E. coli XL1-Blue MRF' wurde dieses entweder mit 

Bakteriensuspension aus einem Glycerolstock oder mit einer von einer Agarplatte gepickten Kolonie 

inokuliert (s. 3.2.3.2 und 3.2.11.3). Waren die Bakterien bereits mit einem Plasmid transformiert, 

welches eine Ampicillin-Resistenz vermittelte (z. B. pGEM-T oder pQE), wurde dem Medium das 

entsprechende, selektierende Agens zugefügt (100 µg/ml). Bereits mit dem Plasmid pBK-CMV 

transformierte Zellen wurden dagegen in kanamycinhaltigem und plasmidfreie E. coli XL1-Blue 

MRF' in tetracyclinhaltigem Medium vermehrt (50 µg/ml bzw. 10 µg/ml; SAMBROOK et al., 1989). 

Anschließend wurde die Kultur ü. N. bei 37°C, 250 rpm und unter ausreichender Sauerstoffzufuhr 

inkubiert 
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Zusammensetzung des verwendeten Mediums: 

 LB-Medium: 

  - 1 % NaCl (w/v) 

  - 1 % Caseinhydrolysat (w/v) 

  - 0,5 % Hefeextrakt (w/v) 

  auf pH 7,0 einstellen. 

 

 

3.2.3.2 Kryokonservierung 

 

Das Einfrieren von Bakterienstocks in einem glycerolhaltigen Puffer ermöglicht eine Langzeit-

Lagerung der Bakterien bei -80°C. Der Glycerolanteil schützt die Zellen dabei vor einer eventuellen 

Schädigung. 

 Zwecks Kryokonservierung wurde die jeweilige Bakteriensuspension mit 15 % sterilfiltriertem 

Einfriermedium (v/v) versetzt und auf Trockeneis schockgefroren. 

 

Zusammensetzung des verwendeten Einfriermediums: 

  - 25 mM Tris-HCl, pH 8,0 

  - 100 mM MgSO4 

  - 65 % Glycerol (v/v) 

 

 

3.2.4 DNA-Plasmidpräparationen 

 

Zur Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien wurde der NucleoSpin-Kit eingesetzt, der für eine 

Aufreinigung von bis zu 20 µg DNA über Säulenchromatographie aus 1 - 8 ml Kultur in LB-Medium 

(s. 3.2.3.1) verwendet werden kann. Sollten größere und hochgereinigte Mengen an Plasmid-DNA 

isoliert werden (z. B. für Transfektionen, s. 3.2.18.2), fand der Qiagen Plasmid Midi-Kit seine 

Verwendung. In beiden Fällen entstehen durch eine zeitlich begrenzte, unvollständige Lyse der 

Bakterien Löcher in der Zellwand, durch welche Plasmide freigesetzt werden. Mit Hilfe einer 

folgenden Zentrifugation und der Bindung an ein Anionenaustauscher-Resin werden diese von dem 

bakteriellen Genom und sonstigen Zellinhaltsstoffen getrennt. Alle benötigten Materialien und Puffer 

sind Bestandteile der Kits. 

 

 

3.2.4.1 Mini-Plasmidpräparation 

 

Die Bakterien wurden aus 2 ml Suspension durch Zentrifugation pelletiert (5 min, 1500 × g, 4°C) 

und anschließend in 250 µl RNase-haltigem Puffer A1 resuspendiert. Die Zugabe von 250 µl Puffer 
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A2 und eine folgende 5-minütige Inkubation bei RT führte durch das im Puffer enthaltene 

NaOH/SDS zu einer Proteindenaturierung und zum Aufbrechen der Zellmembranen. Durch die 

Zugabe von 300 µl eiskaltem A3 und der darauffolgenden Inkubation (5 min, 4°C) wurde das Lysat 

neutralisiert und eine hohe Salzkonzentration eingestellt, welche später die Voraussetzung für das 

Binden der DNA an die Silikagelmembran der Säulen war (BIRNBOIM und DOLY, 1979). Mit Hilfe 

einer anschließenden Zentrifugation (12 min, 12000 × g, 4°C) ließen sich die Zelltrümmer abtrennen, 

woraufhin der klare Überstand auf die Säule gegeben werden konnte. Nach einer Zentrifugation 

(1 min, 12000 × g, 4°C) wurde der Durchfluß verworfen, die Säule mit 750 µl A4 gewaschen (zum 

Entfernen störender Salze) und zweimal bei maximaler Geschwindigkeit abzentrifugiert, um 

ethanolhaltigen A4 quantitativ zu entfernen. Die an die Matrix gebundene und gereinigte DNA wurde 

dann mit 50 µl Aq. bidest. eluiert. 

 

 

3.2.4.2 Midi-Plasmidpräparation 

 

Die Zellen aus 25 ml Bakterienzellsuspension wurden durch Zentrifugation pelletiert (10 min, 

6000 × g, 4°C) und anschließend in 4 ml RNase-haltigem P1 resuspendiert. Nach Zusatz von 4 ml 

P2 und 5-minütiger Inkubation bei RT wurden 4 ml gekühlter Puffer P3 zugegeben. Im Anschluß an 

eine Inkubation von 15 min auf Eis wurde der Zelldebris abzentrifugiert (30 min, 20000 × g, 4°C) 

und der Überstand auf eine mit QBT äquilibrierte Qiagen-tip 100-Säule appliziert. Diese Säule 

wurde mit 20 ml QC gewaschen und die DNA mit 5 ml QF, einem Puffer mit hoher 

Salzkonzentration, eluiert. Bei der anschließenden Fällung wurde das Eluat mit 0,7 Volumen 

Isopropanol versetzt, die gefällte DNA abzentrifugiert (45 min, 20000 × g, 4°C) und darauf mit 

70 %igem Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (15 min, 20000 × g, 4°C) wurde die 

DNA schließlich, nach einem kurzen Trocknungsschritt bei RT, in Tris-HCl (10 mM, pH 8,5) 

aufgenommen. 

 

 

3.2.5 RNA-Präparationen 

 

Der Vorgang der RNA-Isolation aus Zellen und Geweben involviert drei Schritte: Inhibierung 

endogener Nukleasen, Deproteinierung der RNA und Separation der RNA von anderen Kom-

ponenten des Homogenisats. Die Verwendung proteindenaturierender Agenzien kombiniert dabei die 

ersten beiden Schritte. Nach der 1987 von CHOMCZYNSKI und SACCHI entwickelten Methode 

(s. 3.2.5.1) wird hierfür Guanidinthiocyanat angewandt, dessen denaturierende Wirkung durch eine 

zusätzliche Zugabe von β-Mercaptoethanol unterstützt wird, da jenes intramolekulare 

Disulfidbrücken löst. Für die RNA-Isolation aus Gewebe mit einem potentiell hohen Gehalt an 

Nukleasen ist dagegen der Einsatz von TRIzol zu empfehlen (s. 3.2.5.2). Dieses monophasige, 

gebrauchsfertige Gemisch zweier proteindenaturierender Agenzien (Guanidinthiocyanat und Phenol) 
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inaktiviert RNasen noch effizienter und schützt die RNA während des gesamten Zellaufschlusses. 

Der letzte Schritt der RNA-Isolation, die Trennung von anderen Komponenten des Homogenisats, 

erfolgt schließlich mittels Fällung der RNA durch Isopropanol. 

 Für die Arbeit mit RNA müssen RNase-freie Bedingungen geschaffen werden. Dazu wurden 

Glasgefäße, Mörser, Pistill und Spatel durch Sterilisation bei 180°C über Nacht von RNasen befreit. 

Für Lösungen und Puffer wurde der RNase-Inhibitor DMPC eingesetzt, der kovalent an Tyrosin- 

bzw. Histidinreste der RNasen bindet. Die dadurch verursachte Strukturänderung der Enzyme 

bewirkt deren Funktionsverlust: Puffer wurden in RNase-freiem Aq. bidest. angesetzt, welches 

durch ein 30-minütiges Mischen mit 0,1 % DMPC (v/v) und einer anschließenden Inkubation über 

Nacht bei RT erhalten wurde. Reaktionsgefäße wurden ebenfalls über Nacht in 0,1 % DMPC (v/v) 

inkubiert. Zur Inaktivierung des RNase-Inhibitors am folgenden Tag wurden alle Puffer, Lösungen 

und Materialien für eine Stunde autoklaviert. Sonstige Gebrauchsgegenstände wurden über Nacht in 

einer SDS-Lösung (1 % [w/v]) eingelegt. 

 

 

3.2.5.1 Präparation von Gesamt-RNA aus Zellkulturzellen 

 

Ca. 107 im Monolayer gewachsene Zellen wurden zweimal mit kaltem PBS gewaschen und an-

schließend mit 400 µl GSCN-Lösung überschichtet, welche sowohl eine Lyse der Zellen als auch 

eine Inaktivierung von RNasen bewirkte. Die lysierten Zellen wurden danach abgeschabt und mit 

50 µl Natriumacetat (2 M, pH 4,0) vermischt. Nach Zugabe von 500 µl Phenol/Trichlormethan, 

einer Inkubation auf Eis (15 min) und einer Zentrifugation (30 min, 12000 × g, 4°C) wurde eine 

organische untere Phase (DNA und Proteine), eine Interphase (DNA) und eine obere wäßrige Phase 

(RNA) erhalten. Letztere konnte abgenommen werden. Durch Hinzufügen von 700 µl kaltem 

Isopropanol wurde die RNA für 1 h bei -70°C gefällt und im Anschluß daran durch eine 

Zentrifugation (15 min, 12000 × g, 4°C) pelletiert. Das Pellet wurde danach mit 1 ml 75 %igem 

Ethanol gewaschen und nochmals abzentrifugiert (10 min, 7500 × g, 4°C), bevor es kurz bei RT 

getrocknet und in 50 µl RNase-freiem Aq. bidest. aufgenommen werden konnte. 

 

Zusammensetzung der verwendeten GSCN-Lösung: 

  - 0,2 M Guanidinthiocyanat 

  - 15 mM Natriumcitrat 

  - 0,7 % β-Mercaptoethanol (v/v) 

  - 0,85 mM N-Lauroylsarcosin 

 

3.2.5.2 Präparation von Gesamt-RNA aus Schwammgewebe 

 

1 g tiefgefrorenes Schwammgewebe wurde mehrmals in Alufolie gewickelt, durch Hämmern grob 

zerkleinert, in einen durch fl. Stickstoff gekühlten Mörser überführt und dort mit einem Pistill 
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vollständig unter kontinuierlicher Kühlung homogenisiert. Das pulverisierte Material wurde sodann 

mit einem Spatel in 6 ml TRIzol überführt, gemischt und in 1,5 ml Reaktionsgefäße aliquotiert. Nach 

einer Zentrifugation (10 min, 12000 × g, 4°C) befanden sich Zelltrümmer und Schwammnadeln im 

Pellet. Der abgenommene Überstand wurde mit 200 µl Trichlormethan versetzt, 15 sec gevortext 

und dann für 3 min bei RT inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation (15 min, 12000 × g, 4°C) 

wurde die obere, RNA-haltige Phase abpipettiert. Alle weiteren Schritte der RNA-Fällung waren 

identisch mit jenen unter 3.2.5.1 beschriebenen. 

 

 

3.2.6 Spektrophotometrische Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsäuren 

 

3.2.6.1 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsäuren 

 

Die Konzentrationsmessung von Nukleinsäuren basiert auf der Tatsache, daß diese ein Absorp-

tionsmaximum bei einer Wellenlänge von 260 nm besitzen. So kann nach entsprechender Ver-

dünnung der Nukleinsäurelösung deren Absorption ermittelt und die Konzentration von DNA bzw. 

RNA in der Lösung nach AUSUBEL et al. (1987) errechnet werden. 

 

 Konzentration doppelsträngiger DNA (µg/ml):  50 × OD260 

 Konzentration einzelsträngiger DNA  (µg/ml):  37 × OD260 

 Konzentration einzelsträngiger RNA  (µg/ml):  40 × OD260 

 

Konzentrationsmessungen wurden u. a. nach einer Mini- oder Midi-Präparation von Plasmid-DNA 

sowie nach der Isolation von RNA durchgeführt (s. 3.2.4 und 3.2.5). 

 

 

3.2.6.2 Bestimmung der Reinheit von Nukleinsäuren 

 

Zur Bestimmung der Reinheit von Nukleinsäuren wird der Quotient aus den Absorptionen bei 

260 nm und 280 nm errechnet. Dabei gilt für reine DNA bzw. RNA ein Verhältnis von A260/A280 mit 

ca. 1,8 - 2,0 bzw. 1,9 - 2,0 (BROWN, 1993). Nicht vollständig entfernte Phenolreste und Proteine, 

die unter anderem aus aromatischen Aminosäuren aufgebaut sind, absorbieren ebenfalls bei 280 nm 

und stellen so Kontaminationen dar, die obigen Quotienten verringern. 

 

 

3.2.7 Auftrennung von Nukleinsäurefragmenten mittels Gelelektrophorese 

 

Bei der Auftrennung von Nukleinsäurefragmenten im elektrischen Feld wandern diese Moleküle 

aufgrund ihrer negativ-geladenen Phosphatgruppen zur Anode. Als Trägermaterial wird dabei ein 
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inertes, elektrisch neutrales Gel aus Agarose verwendet. Agarose ist ein komplex vernetztes, 

gelierfähiges Polysaccharid, welches aus Meeresalgen gewonnen wird. Die Vernetzung erzeugt einen 

Molekularsiebeffekt der Gelporen, so daß die Wanderungsgeschwindigkeit der 

Nukleinsäurefragmente reziprok proportional zum dekadischen Logarithmus ihres Mole-

kulargewichtes ist (HELLING et al., 1974; MCDONELL und STUDIER, 1977). Gleichzeitig beeinflußt 

eine Änderung der Agarosekonzentration den Siebeffekt des Gels. 

 

 

3.2.7.1 Analytische und präparative DNA-Agarosegele 

 

Abhängig von der Größe der zu separierenden DNA-Moleküle wurde eine entsprechende 

Agarosekonzentration gewählt. Meist wurden 1 %ige Gele mit einer Dicke von ca. 0,4 cm 

hergestellt, die sich zu einer Trennung von Fragmenten zwischen 500 und 10000 bp eignen. Für 

diese Gele wurde Agarose in TBE-Puffer zum Kochen gebracht, nach einer folgenden Abkühlung 

auf ca. 60°C in eine Form ausgegossen (10 cm × 7,2 cm) und ein Kamm zum Formen der Taschen 

eingesetzt. Die Wahl des Kammes war abhängig von der Zahl und Größe der gewünschten 

Aussparungen des jeweiligen Gels. Dieses wurde nach dem Erstarren in eine mit TBE als Laufpuffer 

gefüllte Kammer gelegt. Dann wurden die mit 6 × Probenpuffer im Verhältnis 1:6 gemischten DNA-

Proben in die Geltaschen pipettiert. Der Probenpuffer enthielt Saccharose und Bromphenolblau, 

wobei erstere ein schnelles Absinken der DNA in die Taschen bewirkte und letzteres eine Farbfront 

während des Gellaufes erzeugte. Diese Farbfront bewegte sich auf gleicher Höhe mit ca. 300 bp-

großen DNA-Molekülen. Bei einer angelegten Spannung von 4 - 5 V/cm2 Gelfläche wurde die 

Elektrophorese gestoppt, sobald die Bromphenolblaufront etwa zwei Drittel des Gels passiert hatte. 

Für analytische Gele zur Extraktion von DNA-Banden wurden breitere Taschen und dickere Gele 

(ca. 0,8 cm) verwendet, um mehr Probenvolumen auftragen zu können. 

 

Zusammensetzung der verwendeten Puffer: 

 TBE-Laufpuffer: 

  - 90 mM Tris-HCl, pH 8,3 

  - 90 mM Borsäure 

  - 2 mM EDTA 

 6 × Probenpuffer: 

  - 0,25 % Bromphenolblau (w/v) 

  - 40 % Saccharose (w/v) 
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3.2.7.2 Analytische RNA-Agarosegele 

 

Zur Überprüfung einer RNA-Präparation und zur Separierung von RNA-Molekülen für einen 

Northern Blot wurden 1 %ige Agarosegele mit einer Dicke von ca. 0,8 cm verwendet. Diese 

enthielten Formaldehyd, welches durch Denaturierung und Entfernung von Sekundärstrukturen eine 

Auftrennung einzelsträngiger RNA ermöglichte (LEHRACH et al., 1977). Um Elektrophoresekammer 

und Kamm von RNasen zu befreien, wurden diese über Nacht in eine 1 %ige SDS-Lösung (w/v) 

eingelegt und am nächsten Tag mit DMPC-behandeltem Wasser und Isopropanol gespült. 0,5 g 

Agarose wurde in 5 ml 10× MOPS und 42,3 ml DMPC-Wasser aufgekocht. Nach Abkühlen auf 

50°C wurden 2,7 ml deionisiertes Formaldehyd zugegeben, gemischt und in die Gelform 

ausgegossen. 5 µg der zu analysierenden RNA bzw. 100 ng der Marker-RNA wurden im Verhältnis 

1:4 mit Probenpuffer versetzt, 15 min auf 65°C erhitzt, auf Eis abgekühlt und auf das Gel 

aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 3 V/cm2 Gelfläche mit 1× MOPS als Laufpuffer 

durchgeführt. 

 

Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lösungen: 

 10 × MOPS: 

  - 0,2 M MOPS 

  - 0,05 M Natriumacetat 

  - 0,01 M EDTA 

  mit DMPC-H2O ansetzen, auf pH 7,0 einstellen. 

 deionisiertes Formaldehyd: 

  Formaldehyd 30 min mit 5 % Ionenaustauscher (w/v) rühren, abfiltrieren. 

 deionisiertes Formamid: 

  Formamid 30 min mit 5 % Ionenaustauscher (w/v) rühren, abfiltrieren. 

 Probenpuffer: 

  - 45,5 % deionisiertes Formamid (v/v) 

  - 15 % deionisiertes Formaldehyd (v/v) 

  - 10 % 10 × MOPS (v/v) 

  - 10 % Glycerol (v/v) 

  - 0,1 % Bromphenolblau (w/v) 
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3.2.7.3 Detektion aufgetrennter DNA durch Ethidiumbromid und halbquantitative Konzentra-

 tionsbestimmung 

 

In Agarosegelen aufgetrennte DNA-Fragmente können mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethi-

diumbromid sichtbar gemacht werden. Dieser Farbstoff lagert sich als Interkalator zwischen einzelne 

Basenpaare eines doppelsträngigen DNA-Moleküls. Bei einer Bestrahlung mit einer Wellenlänge von 

254 - 300 nm erfolgt eine Lichtemission durch den DNA-Ethidiumbromidkomplex im sichtbaren 

Bereich bei 590 nm (CRAWFORD und WARING, 1967). 

 Nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNA in einem Agarosegel wurde dieses 

mehrere Minuten in TBE-Puffer mit Zusatz von Ethidiumbromid gelegt (0,02 % [w/v]). Für die 

Dokumentation wurde das digitale Bildverarbeitungssystem Imagestore 5000 der Firma UVP, 

Cambridge (UK), bestehend aus Transilluminator, Videokamera, Stativ, Computer und 

Thermoprinter, eingesetzt: Die durch die UV-Strahlung des Transilluminators fluoreszierenden 

Banden wurden durch den Gelbfilter der Kamera aufgenommen und Schärfe und Kontrast am 

Computer nachjustiert. Häufig wurde mit sehr geringen DNA-Konzentrationen gearbeitet, die eine 

spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung nicht zuließen. Daher wurde ein DNA-

Molekulargewichtsstandard, welcher DNA-Fragmente in unterschiedlicher, definierter Konzentration 

enthielt, parallel zu den DNA-Proben auf das Gel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Da 

die Fluoreszenzintensität proportional der DNA-Konzentration ist, ermöglichte ein Vergleich der 

Fluoreszenzintensität der DNA-Probe mit jener der Markerbanden ein Abschätzen der 

Probenkonzentration. 

 

 

3.2.7.4 Detektion aufgetrennter RNA durch Toluidinblau 

 

Der Nachweis ribosomaler RNA-Banden im Anschluß an eine elektrophoretische Auftrennung in 

Agarosegelen liefert einen Hinweis auf die Unversehrtheit der RNA nach ihrer Präparation. 

 Dazu wurden die Gele nach der Elektrophorese (s. 3.2.7.2) für 10 min in eine Toluidin-

blaulösung überführt. Die anschließende Entfärbung der Gele über Nacht in DMPC-Wasser erlaubte 

die Detektion der blau gefärbten ribosomalen RNA-Banden am folgenden Tag. 

 

Zusammensetzung der verwendeten Toluidinblaulösung: 

  - 1 % Toluidinblau (w/v) in DMPC-Wasser 

  - 40 % Methanol (v/v) 

 

 



Material und Methoden 

 47

3.2.8 Extraktion und Reinigung von DNA-Fragmenten 

 

3.2.8.1 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

 

DNA-Fragmente, die durch eine präparative Agarosegelelektrophorese aufgetrennt wurden, können 

aus der Gelmatrix isoliert und für verschiedene, weitere Anwendungen eingesetzt werden (z. B. 

Subklonierung). Dazu wird die gewünschte DNA-Bande aus dem Gel geschnitten und die Gelmatrix 

verflüssigt. Gelöste DNA und flüssige Matrix werden dann mit Hilfe einer Säulenchromatographie 

voneinander getrennt, wobei sphärische Silikagelpartikel als Säulenmaterial verwendet werden. 

Aufgrund hoher Konzentrationen chaotrophischer Salze ändert sich die Wasserstruktur und die darin 

gelösten DNA-Fragmente können an die Silikagelsäule binden (HAMAGUCHI und GEIDUSCHEK, 

1962; VOGELSTEIN und GILLESPIE, 1979). Anschließend wird die DNA eluiert und steht für 

folgende Anwendungen zur Verfügung. Für die Extraktion von Nukleinsäuren aus Agarosegelen 

wurde der NucleoSpin Extract 2 in 1: DNA extraction from agarose gels-Kit eingesetzt. 

Benötigte Puffer und Materialien waren Bestandteile des Kits. 

 Nach Gellauf und Färbung mit Ethidiumbromid wurde die entsprechende DNA-Bande unter 

UV detektiert und mittels eines Skalpells ausgeschnitten. Da UV-Strahlung zu DNA-Schäden führen 

kann, wurde auf eine möglichst kurze Expositionszeit geachtet. Nach Zugabe des Puffers NT1 

(300 µl/100 mg Gel) folgte eine Inkubation bei 50°C für 10 min. Dabei lösten sich unter 

regelmäßigem Vortexen die Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Zuckern des Polymers. 

Daraufhin wurde die Mischung auf die Säule gegeben. Im Anschluß an eine Zentrifugation (1 min, 

6000 × g, 4°C) wurde der Durchfluß verworfen und die Säule zweimal mit je 700 µl NT3 

gewaschen. Ein weiterer Zentrifugationsschritt mit maximaler Geschwindigkeit sicherte die 

quantitative Entfernung des ethanolhaltigen Puffers. Anschließend wurde die DNA mit 50 µl NE 

(5 mM Tris-HCL, pH 8,5) durch einminütige Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit eluiert 

und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 

 

 

3.2.8.2 Reinigung von DNA-Fragmenten 

 

Abhängig von ihrer weiteren Verwendung muß DNA (Plasmide, PCR-Produkte usw.) häufig von 

störenden Verunreinigungen (Primer, Nukleotide, Enzyme etc.) befreit werden. Dazu wurde der 

NuceoSpin Extract 2 in 1: Purification of PCR products-Kit eingesetzt, der alle benötigten Puffer 

und Materialien beinhaltet. Die Reinigung der DNA-Fragmente durch Bindung an die 

Silikagelpartikel einer Säule verläuft dabei nach dem selben Prinzip wie die Extraktion von DNA-

Fragmenten aus Agarosegelen (s. 3.2.8.1). Hierbei mußte das Volumen des Ansatzes jedoch erst mit 

Aq. bidest. auf 100 µl ergänzt und mit NT2 auf 500 µl aufgefüllt werden. Im Anschluß an die 

Applikation auf die Säule waren jedoch alle weiteren Schritte identisch. 
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3.2.9 Homologiescreening der G. cydonium cDNA-Bibliothek 

 

Eine cDNA-Bibliothek besteht aus den mit Hilfe einer Reversen Transkriptase in DNA-Kopien 

umgeschriebenen Sequenzen aller in einer Zelle vorkommenden mRNA-Moleküle. Diese DNA-

Fragmente befinden sich in Klonierungsvektoren, welche verpackt in Phagenköpfen vorliegen. Das 

Durchmustern einer cDNA-Bank, auf der Suche nach einer bestimmten DNA-Sequenz, wird als 

Screening bezeichnet (BENTON und DAVIS, 1977). Hierbei werden sowohl homologe als auch 

heterologe markierte Sonden eingesetzt. Homologe Sonden besitzen eine zum gesuchten DNA-

Fragment identische Sequenz. Heterologe Sonden bestehen dagegen aus einer bereits bekannten 

DNA-Sequenz des gleichen Gens anderer Organismen, von der angenommen wird, daß sie 

zumindest partiell komplementär zum gesuchten Klon ist. Nach dem Ausplattieren der cDNA-

Bibliothek wird ein Teil jedes Phagenplaques auf eine Membran transferiert. Die markierte und zum 

Einzelstrang denaturierte Sonde hybridisiert anschließend unter geeigneten Bedingungen mit den 

Plaques dieser Replika, welche die gesuchte DNA enthalten. In einer Farbstoffreaktion läßt sich 

schließlich der gesuchte Klon visualisieren. 

 

 

3.2.9.1 Kultivierung von Bakterien für die Infektion mit Phagen 

 

Für ein Screening der Geodia cydonium cDNA-Bibliothek wurden als Wirtszellen der rekom-

binanten Phagen E. coli XL1-Blue MRF' verwendet. Die Bakterien wurden ü. N. bei 37°C und 

250 rpm in 5 ml LB-Medium kultiviert (s. 3.2.3.1), welches als Zusatz 10 µg/ml Tetracyclin, 0,2 % 

Maltose (w/v) und 10 mM MgSO4 enthielt. Maltose unterstützte hierbei die Ausbildung der zur 

Phagenadsorption benötigen Rezeptoren auf der Zelloberfläche der Bakterien. Durch 

Magnesiumionen wurde zudem das Anheften der Phagen erleichtert (SAMBROOK et al., 1989). 

Nach dem Abzentrifugieren der Bakterien (5 min, 4000 × g, 4°C) wurde das Pellet in 10 mM 

MgSO4 bis zu einer OD600 von eins resuspendiert. 

 

Zusammensetzung der verwendeten Tetracyclin-Stammlösung: 

 - 0,5 % Tetracyclin (w/v) in Ethanol 

 

 

3.2.9.2 Bestimmung des Phagentiters 

 

Die Infektion eines Bakteriums mit einem Phagen führt zur Lyse des Bakteriums. Die Nachkommen 

des Phagen infizieren ihrerseits benachbarte Bakterien, welche ebenfalls lysiert werden. Dieser 

Prozeß wird durch die Bildung von "Löchern" im Bakterienrasen sichtbar. Das Auszählen dieser sog. 

Plaques ermöglicht die Bestimmung des Titers einer Phagensuspension.
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Im Anschluß an die Herstellung einer seriellen Verdünnungsreihe der Phagensuspension in SM-Puffer 

(100 µl Endvolumen) wurden 10 µl jeder Verdünnung mit 100 µl Bakteriensuspension (s. 3.2.9.1) 

versetzt und zur Anheftung der Phagen an die Bakterien für 15 min bei 37°C inkubiert. Danach 

wurde die Suspension in 3,5 ml Top-Agarose gegeben (auf 50°C vorgewärmt) und das Gemisch auf 

gleichfalls vorgewärmte Bottom-Agarplatten gegossen. Nach einer Inkubation ü. N. bei 37°C 

konnten die Plaques gezählt und die plaque forming units (pfu) pro Milliliter der 

Ursprungssuspension errechnet werden. 

 

Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Medien: 

  SM-Puffer: 

   - 100 mM NaCl 

   - 50 mM Tris-HCl, pH 7,5 

   - 10 mM MgSO4 

   - 0,01 % Gelatine (w/v) 

  Bottom-Agar: 

   - 1,5 % Agar (w/v) 

   - 1 % NaCl (w/v) 

   - 0,5 % Hefeextrakt (w/v) 

   - 1 % Caseinhydrolysat (w/v) 

   auf pH 7,5 mit 1 N NaOH einstellen und autoklavieren. 

  Top-Agarose: 

   - 0,7 % Agarose (w/v) 

   - 1 % NaCl (w/v) 

   - 0,5 % Hefeextrakt (w/v) 

   - 1 % Caseinhydrolysat (w/v) 

auf pH 7,5 mit 1 N NaOH einstellen, autoklavieren, abkühlen auf 50°C, 

dann Zugabe von MgSO4 und Maltose (Endkonzentrationen: 10 mM bzw. 

0,2 % [w/v]). 

 

 

3.2.9.3 Primärscreening 

 

Vor dem ersten Screening war es notwendig, die Anzahl der auszuplattierenden, voneinander 

unabhängigen Klone zu errechnen, um mit 99 %iger Wahrscheinlichkeit das gesuchte Gen zu finden. 

Dabei wurde die folgende, auf der Poissonverteilung beruhende Formel zu Hilfe genommen 

(CLARKE und CARBON, 1976): 
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N = ln (1 - P) / ln [1 - (F / G)] 
 

 N :  Anzahl zu screenender, unabhängiger Klone. 

 P : Wahrscheinlichkeit, mit der die gesuchte Sequenz in der Anzahl von Klonen 

 enthalten ist (hier 99 % = 0,99). 

 F : Durchschnittsgröße der im verwendeten Klonierungsvektor eingebauten DNA-

Fragmente in bp. 

 G : Gesamtgröße des Genoms in bp. 

 

Die ursprünglich für das Screening einer genomischen DNA-Bibliothek entwickelte Formel wurde 

entsprechend den spezifischen Bedürfnissen für das Screening einer cDNA-Bank modifiziert. 

Anstelle der Größe des Gesamtgenoms G flossen Schätzungen über die Anzahl und durchschnittliche 

Größe der Gene in die Gleichung ein. Bei angenommenen Werten von 1 × 104 Schwammgenen, mit 

einer durchschnittlichen Größe von 3 kb sowie einer mittleren Länge der klonierten Fragmente von 

1,5 kb, betrug die Zahl zu überprüfender Klone ca. 9,2 × 104. Zur Berücksichtigung evtl. 

Schätzfehler wurden dem errechneten Wert weitere 50 % aufgeschlagen, so daß insgesamt 

1,5 × 105 Klone getestet werden mußten. 

 Für das Primärscreening wurden 1,5 × 105 Phagen mit 1 ml Bakteriensuspension (s. 3.2.9.1; 

OD600 = 1) 15 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde der Ansatz mit 35 ml warmer (50°C) Top-

Agarose gemischt und auf vorgewärmte Bottom-Agarplatten (24 cm × 24 cm) gegeben. Im 

Anschluß an eine Inkubation über Nacht (37°C) hatten die Phagen den Bakterienrasen fast 

vollständig lysiert und die Plaques eine Größe von ca. 1 mm2 erreicht. Daraufhin wurde die Platte für 

eine Stunde auf 4°C abgekühlt, um ein Ablösen der Top-Agarose während der folgenden Prozedur 

zu vermeiden. Dabei wurde eine Nitrocellulosemembran auf die Platte appliziert und die Position 

durch asymmetrische Nadeleinstiche markiert. Nach 10 min wurde die Membran wieder entfernt. In 

dieser Zeit hatte ein Teil der Phagen an die Membran gebunden, welche somit ein Abbild des 

Plaquemusters trug. Nach einem 10-minütigen Trocknungsschritt bei RT wurde sie hintereinander für 

je 5 min auf mit drei verschiedenen Lösungen getränktes Whatman-Papier plaziert. Dabei wurde in 

einem ersten Schritt die Phagen-DNA denaturiert, im zweiten Schritt ein neutraler pH-Wert 

eingestellt und im dritten Schritt schließlich die erforderliche Salzkonzentration mittels eines 

Äquilibrierungspuffers (2 × SSC) eingestellt. Anschließend wurde die nunmehr einzelsträngige 

Phagen-DNA durch zweistündiges Backen bei 80°C irreversibel so an der Membran fixiert, daß ihre 

Basen frei zur Bindung an komplementäre Nukleinsäuremoleküle blieben (BROWN, 1993). Ein 

folgendes, zweistündiges Prähybridisieren der Filter bei 42°C in Hybridisierungslösung sättigte 

unspezifische Bindungstellen ab, welche gegebenenfalls zu einem hohen Hintergrund geführt hätten. 

Danach wurde die mit Digoxigenin markierte Sonde (s. 3.2.15.4), die vorher für 10 min in 

kochendem Wasser denaturiert worden war, zur Hybridisierungslösung gegeben (Endkonzentration: 

5 - 25 ng/ml). Die DNA-DNA-Hybridisierung erfolgte über Nacht bei 42°C im Wasserbad unter 

leichtem Schütteln. Am nächsten Tag wurde die Membran zwecks Entfernung nichtgebundener 
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Sonde 2 × 5 min bei RT in 2 × SSC/0,1 % SDS (w/v) und 2 × 15 min in 0,1 × SSC/0,1 % SDS 

(w/v) bei 42°C gewaschen. Bei Verwendung homologer Sonden wurde unter stringenteren Be-

dingungen (68°C) gewaschen. Nach Äquilibrierung der Membran in P1 und 30-minütigem 

Blockieren in P2, wurde diese für 1 h mit einem Anti-DIG-Antikörper inkubiert, welcher mit 

Alkalischer Phosphatase gekoppelt und in P2 1:10000 verdünnt worden war. Nichtgebundener 

Antikörper wurde darauf durch zweimaliges Waschen über 15 min mit P1/0,1 %Tween 20 (v/v) 

entfernt. Im Anschluß an eine Äquilibrierung der Membran für 2 min in P3 wurde diese zur 

Detektionsreaktion in P3 überführt, welcher 45 µl/ml NBT und 35 µl/ml X-Phosphat enthielt. Die 

Alkalische Phosphatase des an die Sonde gebundenen Antikörpers setzte in der Folgezeit das 

Substrat zu einem violetten Farbstoff um (BLAKE et al., 1984). Binnen 2 - 12 h konnten 

Phagenplaques, welche die gesuchte DNA enthielten, anhand der Farbsignale auf der Membran 

identifiziert werden. Nach Vergleich der Signale mit der ursprünglichen Platte wurden die 

entsprechenden Plaquebereiche mit der Rückseite einer Pasteurpipette ausgestochen und in eine 

Mischung aus 250 µl SM-Puffer und 10 µl Chloroform überführt. Innerhalb weniger Stunden waren 

die Phagen aus dem Agar in den Puffer diffundiert und standen für eine erneute Bestimmung des 

Titers zur Verfügung (s. 3.2.9.2). 

 

Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lösungen: 

 Denaturierungslösung: 

  - 200 mM NaOH 

  - 1,5 M NaCl 

 Neutralisierungslösung: 

  - 400 mM Tris-HCl, pH 7,6 

  - 1,5 M NaCl 

 20 × SSC: 

  - 3 M NaCl 

  - 300 mM Natriumcitrat 

  auf pH 7,0 einstellen. 

 deionisiertes Formamid: 

  - Formamid 30 min mit 5 % Ionenaustauscher (w/v) rühren, abfiltrieren. 

 Hybridisierungspuffer: 

  - 50 % deionisiertes Formamid (v/v) 

  - 5 × SSC 

  - 0,1 % N-Lauroylsarcosin (w/v) 

  - 0,02 % SDS (w/v) 

  - 2 % Blocking-Reagenz (v/v) 
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 P1: 

  - 100 mM Maleinsäure 

  - 150 mM NaCl 

  auf pH 7,5 mit NaOH einstellen. 

 P2: 

  - 1 % Blocking-Reagenz (w/v) in P1 

  zum Lösen unter Rühren erwärmen. 

 P3: 

  - 100 mM Tris-HCl, pH 9,5 

  - 100 mM NaCl 

 NBT-Stammlösung: 

  - 75 mg/ml NBT in 70 % N,N-Dimethylformamid (v/v) 

 X-Phosphat-Stammlösung: 

  - 50 mg/ml X-Phosphat in 100 % N,N-Dimethylformamid 

 SM-Puffer: 

  - 0,1 M NaCl 

  - 80 mM MgSO4 

  - 50 mM Tris-HCl, pH 8,0 

  - 0,1 % Gelatine (w/v) 

 

 

3.2.9.4 Sekundär- und Tertiärscreening 

 

Die nach dem Primärscreening isolierten Agarstücke enthielten aufgrund der hohen Plaquedichte 

unerwünschte Phagen benachbarter Plaques, welche in weiteren Screeningrunden eliminiert werden 

mußten. Daher wurden 400 - 500 Phagen jeder Phagensuspension des ersten Screenings mit 100 µl 

Bakteriensuspension (s. 3.2.9.1; OD600 = 1) inkubiert, anschließend zu 3 ml Top-Agarose gegeben 

und auf Petrischalen (∅ = 90 mm) ausplattiert. Die weitere Vorgehensweise entsprach der des 

Primärscreenings. Einzige Ausnahme bildete die Aufbereitung der schon einmal benutzten Sonde. Sie 

mußte wegen ihres Formamidgehaltes für 10 min bei 68°C denaturiert und dann sofort, zur 

Vermeidung einer Renaturierung, abgekühlt werden. Zur Isolierung separater Plaques war meist ein 

Tertiärscreening vonnöten, für welches je 50 Phagen des Sekundärscreenings herangezogen wurden. 

 

 

3.2.9.5 In vivo-Excission 

 

Die In vivo-Excission erlaubt ein rasches Ausschneiden einer durch Homologiescreening iden-

tifizierten cDNA-Sequenz aus dem Phagenvektor ZapExpress einer cDNA-Bibliothek (SHORT et 

al., 1988). Dabei rezirkularisiert die ausgeschnittene Insert-DNA zusammen mit Teilen des Vektors 
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zu einem Phagemid. Dieser Vorgang ist abhängig von speziellen Initiations- und Ter-

minationssequenzen, welche in ZapExpress die einklonierte cDNA flankieren und vom Helferphagen 

M13 (ExAssist) erkannt werden. Bei einer gleichzeitigen Infektion von E. coli XL1-Blue MRF' mit 

dem Phagen M13 und den durch Screening gewonnenen Phagen, welche das gewünschte cDNA-

Insert tragen, erkennen Hilfsproteine des M13 die Initiationsstelle. An dieser wird zunächst einer der 

beiden DNA-Stränge geschnitten und ein neues einzelsträngiges DNA-Stück bis zur 

Terminationssequenz synthetisiert. Dieses bildet, nach Zirkularisierung, den Phagemid-Vektor pBK-

CMV, der die zur Verpackung notwendigen Signalsequenzen aufweist. Entstandene Phagenpartikel 

werden in das Medium sezerniert und zur Infektion des E. coli-Stamms XLOLR eingesetzt. Diese 

Bakterien, mit einer M13- und Lamda-Phagen-Resistenz, erhalten somit eine Kanamycin-Resistenz, 

welche die Selektion auf LB-Kanamycin-Platten gestattet. 

 0,5 ml einer Übernachtkultur von E. coli XL1-Blue MRF' (in LB/Tetracyclin [10 µg/ml]) 

wurden in 50 ml LB-Medium überführt (mit 0,2 % Maltose [w/v] und 10 mM MgSO4 supple-

mentiert) und bei 37°C inkubiert. Bei Erreichen einer OD600 von 0,3 wurden die Bakterien pelletiert 

(5 min, 1000 × g, RT) und anschließend in 10 mM MgSO4 resuspendiert, bis eine OD600 von eins 

vorlag. Folgende Komponenten wurden in einem sog. Koinfektionsansatz zusammengegeben und 

15 min bei 37°C präinkubiert: 

 

 200 µl XL1-Blue-MRF' (OD600 = 1) 

 250 µl ZapExpress-Phagensuspension (ca. 105 pfu) 

     1 µl ExAssist Helferphagen (ca. 106 pfu/µl) 

 

Nach der Zugabe von 3 ml LB-Medium und einer weiteren Inkubation (2 h, 37°C) wurde der 

gesamte Ansatz für 20 min auf 70°C erhitzt, um alle Bakterien abzutöten. Durch eine anschließende 

Zentrifugation (15 min, 4000 × g, RT) konnten Helferphagen und filamentöse Phagenpartikel mit 

einzelsträngigem pBK-CMV im erhaltenen Überstand isoliert werden. 10 µl dieser 

Phagensuspension wurden benutzt, um 200 µl einer XLOLR-Übernachtkultur (OD600 = 1) zu 

infizieren. Im Anschluß an eine kurze Präinkubation (15 min, 37°C) wurden 300 µl LB-Medium 

zugegeben. Nach ca. 45 min bei gleicher Temperatur hatten die Zellen das aufgenommene Phagemid 

exprimiert, eine Kanamycin-Resistenz entwickelt und konnten auf kanamycinhaltigen LB-Platten 

(50 µg/ml) ausplattiert werden. Bei 37°C ü. N. gewachsene Kolonien wurden schließlich gepickt 

und in einer Checking-PCR überprüft (s. 3.2.15.3). 

 

Zusammensetzung der verwendeten Kanamycin-Stammlösung: 

 - 10 mg/ml in Aq. bidest., sterilfiltrieren. 
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3.2.10 Herstellung rekombinanter DNA 

 

3.2.10.1 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen 

 

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, welche durch das Lösen der Phospho-

diesterbindungen doppelsträngige DNA an bestimmten Stellen schneiden. Bei diesen Stellen handelt 

es sich um für jedes Enzym spezifische, meist palindromartige Erkennungssequenzen aus etwa vier 

bis acht Basenpaaren (NATHANS und SMITH, 1975). Viele derartige Enzyme schneiden die DNA in 

der Mitte der Sequenz, so daß glatte Enden entstehen (blunt ends). Andere Enzyme schneiden den 

DNA-Doppelstrang dagegen versetzt, so daß die entstehenden Fragmente an ihren Enden kurze, 

überstehende Einzelstrangabschnitte besitzen (sticky ends). Viele Vektoren verfügen über multiple 

cloning sites, Bereiche mit einer hohen Dichte an Erkennungssequenzen für 

Restriktionsendonukleasen. Häufig wird der Vektor mit zwei Enzymen an einer solchen Stelle 

geschnitten. Die dabei erzeugten sticky ends ermöglichen dessen Ligation mit einem DNA-

Fragment, welches die gleichen kohäsiven Enden aufweist (s. 3.2.10.2). 

 5 - 6 µg DNA wurden 1 µl eines enzymspezifischen 10 × Puffers (bzw. eines 10 × Uni-

versalpuffers, One Phor all buffer plus) zugesetzt, um die optimale Salzkonzentration einzustellen. 

Nach Zugabe von 3 - 5 U jedes Enzyms wurde der Ansatz mit Aq. bidest. auf 10 µl aufgefüllt. Nach 

2 h Inkubation (in der Regel bei 37°C) folgte eine Inaktivierung der Enzyme für 20 min bei 65°C 

sowie die Aufreinigung der geschnittenen DNA (s. 3.2.8.2). Für einen präparativen Verdau erhöhten 

sich die Anteile der Komponenten im Verhältnis, und die Inkubationszeit stieg auf mehrere Stunden 

an. 

 

 

3.2.10.2 Ligation linearer DNA 

 

Die Ligation eines linearen DNA-Fragments mit einem linearisierten Vektor beruht auf der Bildung 

neuer Phosphodiesterbindungen zwischen den überhängenden Enden beider Moleküle. Dieser 

Vorgang wird durch eine DNA-Ligase unter Verbrauch von ATP katalysiert (WEISS et al., 1968). 

 Für die Ligation wurden äquimolare Mengen der Reaktionspartner eingesetzt, um eine 

Selbstligation des Vektors bzw. des zu klonierenden Fragments zu vermeiden. Die Wahl des 

Vektors hing von der weiteren Verwendung ab: Handelte es sich um den linear gelieferten Vektor 

pGEM-T mit seinen 5'-Thymidin-Überhängen, so besaß das zu ligierende Fragment 3'-Adenosin-

Überhänge (s. 3.2.15.1). In diesem Fall wurde der im pGEM-T-Kit vorhandene Ligationspuffer mit 

dazugehöriger Ligase benutzt. Bei der Verwendung zirkularisierter Vektoren wurden diese mit 

Restriktionsenzymen so geschnitten, daß die daraus resultierenden kohäsiven Enden kompatibel mit 

jenen der zu klonierenden Fragmente waren. Zur Ligation wurde dabei eine T4-DNA-Ligase mit 

zugehörigem Puffer eingesetzt. 
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Ein Ligationsansatz von 10 µl enthielt 1 U Ligase, 1 µl Ligationspuffer und jeweils 10 - 50 ng Vektor 

und DNA-Fragment. Mit Aq. bidest. wurde dann das Volumen auf 10 µl aufgefüllt und die Reaktion 

ü. N. bei 4°C bzw. 1 h bei 22°C inkubiert. Ein folgendes Erhitzen des Ansatzes für 10 min auf 65°C 

diente der Inaktivierung des Enzyms. 

 

 

3.2.11 Transformation kompetenter Bakterien 

 

3.2.11.1 Herstellung kompetenter E. coli XL1-Blue MRF' 

 

Damit Fremd-DNA durch die mechanische Barriere der bakteriellen Zellwand in das Innere einer 

Zelle gelangen kann, muß die Permeabilität der Zellwand erhöht werden. Die Fähigkeit zur Aufnahme 

von DNA, die sogenannte Kompetenz, wird hierbei durch einen Prozeß erhöht, dessen 

Mechanismus bisher nicht vollständig aufgeklärt werden konnte. Sicher ist jedoch, daß Mg2+-Ionen 

in einem kohlenstoffreichen Medium bei Bakterien in Suspensionskultur eine Steigerung der 

Transformationseffizienz hervorrufen. Die Lagerung der kompetenten Bakterien erfolgt in einem 

Medium, das Polyethylenglycol, Glycerol und Mg2+-Ionen beinhaltet (NISHIMURA et al., 1990). 

 Mit 5 ml einer Übernachtkultur von E. coli XL1-Blue MRF' (in LB/Tetracyclin, 50 µg/ml; 

s. 3.2.3.1) wurden 500 ml Medium A inokuliert und bis zum Erreichen der mittleren logarithmischen 

Phase (OD600 von ca. 0,4 als Maß für die Zelldichte) bei 250 rpm und 37°C inkubiert. Danach 

wurden die Zellen für 10 min auf Eis gekühlt und dann durch eine Zentrifugation (10 min, 1500 × g, 

4°C) pelletiert. Anschließend wurden die Bakterien in 5 ml kaltem Medium A resuspendiert. Diese 

Suspension wurde mit 25 ml Medium B gemischt, aliquotiert, in fl. Stickstoff schockgefroren und bei 

-80°C gelagert. 

 

Zusammensetzung der verwendeten Medien: 

 Medium A: 

  - 10 mM MgSO4 

  - 0,2 % Glucose (w/v) 

  mit sterilem LB-Medium auffüllen und sterilfiltrieren. 

 Medium B: 

  - 36 % Glycerol (v/v) 

  - 12 % Polyethylenglycol 7500 (w/v) 

  - 12 mM MgSO4 

  mit sterilem LB-Medium auffüllen und sterilfiltrieren. 

 

 



Material und Methoden 

 56

3.2.11.2 Transformation kompetenter E. coli XL1-Blue MRF' 

 

Als Transformation wird das Einschleusen von DNA in kompetente Bakterien bezeichnet 

(HANAHAN, 1983). Nach der Anheftung der DNA-Moleküle an die Zellwand der Wirtszellen wird 

die eigentliche Aufnahme in die Bakterien durch einen Hitzeschock initiiert. Handelt es sich bei dem 

DNA-Molekül um ein Plasmid, dessen Replikationsstartpunkt von der Wirtszelle erkannt wird, so 

kann es in dieser Zelle repliziert werden. 

 80 µl einer Suspension kompetenter Bakterien (s. 3.2.11.1) wurden 5 min auf Eis aufgetaut 

und darauf mit dem Ligationsansatz (s. 3.2.10.2) bzw. 1 ng Plasmid für 30 min inkubiert. Nach 

einem Hitzeschock von 90 sec bei 42°C wurde die Suspension für 2 min auf Eis gehalten und dann 

mit 350 µl LB-Medium versetzt. Zur Expression des auf dem aufgenommenen Plasmid liegenden 

Resistenzgens folgte eine Inkubation von 90 min bei 37°C und 200 rpm. Anschließend wurden die 

Bakterien pelletiert (5 min, 4500 × g, RT) und in 50 µl Medium resuspendiert. Diese Suspension 

wurde mit Hilfe eines Drigalsky-Spatels auf LB/Antibiotikum-Platten ausplattiert und ü. N. bei 37°C 

inkubiert. LB/Amp/IPTG/X-Gal-Platten wurden eingesetzt, wenn das verwendete Plasmid eine 

Blau/Weiß-Selektion der Transformanten erlaubte (s. 3.2.11.3). 

 

Zusammensetzung des verwendeten Mediums und der Stammlösung: 

 X-Gal-Stammlösung: 

  - 50 % X-Gal (w/v) in N,N'-Dimethylformamid 

 LB/Amp/IPTG/X-Gal-Platten (pro Platte): 

  - 20 ml LB 

  - 1,5 % Agar (w/v) 

  - 0,01 % Ampicillin (w/v) 

  - 0,5 mM IPTG 

  - 0,02 % X-Gal (v/v) 

LB-Agar aufkochen, auf 50°C abkühlen, mit den restlichen Komponenten 

versetzen und in eine Petrischale gießen. 

 

 

3.2.11.3 Blau/Weiß-Selektion rekombinanter Klone 

 

Die Verwendung spezieller Vektoren (z. B. pBluescript, pGEM-T) erlaubt eine Identifizierung 

rekombinanter Bakterienkolonien aufgrund ihrer Farbe. Diese Plasmide tragen neben einem 

Ampicillin-Resistenzgen das lacZ'-Gen, welches einen funktionalen Teil der β-Galactosidase kodiert. 

Die β-Galactosidase ist für den Abbau von Lactose zu Glucose und Galactose verantwortlich 

(ULLMANN et al., 1967). Durch die Ligation von Fremd-DNA mit einem entsprechenden Vektor 

wird die Genstruktur dieses Enzyms zerstört. Bei Verwendung von ampicillinhaltigen Agarplatten, die 

das Lactoseanalogon X-Gal und IPTG als Induktor des Enzyms enthalten, zeichnen sich Kolonien, 
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welche den Vektor ohne Insert beinhalten, durch eine blaue Färbung aus. X-Gal wurde hier durch 

die Galactosidase zu einem blauen Produkt umgesetzt. Rekombinante, bei denen das lacZ'-Gen 

durch den Einbau von Fremd-DNA zerstört ist und die so keine funktionale β-Galactosidase mehr 

herstellen können, sind dagegen weiß gefärbt. 

 

 

3.2.12 Transfer von Nukleinsäuren auf Nylonmembranen 

 

Als Blotting wird der Transfer von Nukleinsäuren oder Proteinen, nach ihrer elektrophoretischen 

Auftrennung in einer Gelmatrix, auf eine immobilisierende Membran bezeichnet. Die transferierten 

Moleküle liegen dann auf der Membran als exakte Kopie ihres durch die Elektrophorese erhaltenen 

Auftrennungsmusters vor. Dies ermöglicht die Detektion und Identifikation bestimmter Nukleinsäure- 

bzw. Proteinfragmente im Nanogrammbereich (LI et al., 1987). 

 

 

3.2.12.1 Northern Blotting 

 

Beim Northern Blotting wird gelelektrophoretisch aufgetrennte RNA (s. 3.2.7.2) auf ein geeignetes 

Trägermaterial überführt und immobilisiert (ALWINE et al., 1977). Diese Technik dient in 

Verbindung mit der Hybridisierung einer DNA-Sonde zur Identifikation und Größenbestimmung von 

Transkripten. 

 Wie auch bei der RNA-Isolation mußten zuerst RNase-freie Bedingungen geschaffen werden 

(s. 3.2.5). Nach der elektrophoretischen Auftrennung der RNA wurde das Gel in eine Laufkammer 

auf ein Whatman-Filterpapier gelegt, welches auf beiden Seiten in die Tanks der Kammer reichte. 

Das Gel wurde dabei so plaziert, daß seine Taschenöffnungen nach unten wiesen. Anschließend 

wurde eine positiv geladene Nylonmembran in der Größe des Gels auf selbiges aufgebracht, mit 2 

Streifen Whatman-Filterpapier überdeckt und mit einem vorher auf Gelgröße zurechtgeschnittenen 

8 - 10 cm hohen Stapel Laborpapier überschichtet. Nach dem Auffüllen der Puffertanks mit 

20 × SSC wurde der Stapel mit einem Gewicht beschwert und mittels einer Wasserwaage austariert. 

Der Kapillartransfer fand ü. N. statt. Am nächsten Tag wurde die Membran kurz getrocknet und die 

RNA anschließend durch UV-Strahlung mit 90 mJ an der Membran fixiert. Es folgte eine Inkubation 

selbiger mit vorgewärmter Prähybridisierungslösung (1 ml/5 cm2, 2 h, 42°C). Die zu verwendende 

DIG-markierte DNA-Sonde (s. 3.2.15.4) wurde 10 min bei 95°C denaturiert, auf Eis abgekühlt und 

dann zu der sich in Prähybridisierungslösung befindenden Membran gegeben (2 µl Sonde/ml). Nach 

einem weiteren Inkubationsschritt ü. N. (42°C) wurde die Membran 2 × 5 min in 2 × SSC/0,1 % 

SDS (w/v) und 2 × 15 min bei 42°C in 0,1 × SSC/0,1 % SDS (w/v) gewaschen. Nach einer kurzen 

Äquilibrierung in P1 folgte ein 30-minütiger Blockierungsschritt in P2 und eine Inkubation von 30 min 

mit in P2 1:10000 verdünntem Anti-Digoxigenin-Antikörper, welcher mit Alkalischer Phosphatase 

gekoppelt war. Zwei Waschschritte von je 15 min in P1/0,1 % Tween 20 (v/v) sorgten für die 
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Entfernung nichtgebundenen Antikörpers und nach einer Äquilibrierung in P3 konnte mit der 

Detektion begonnen werden (s. 3.2.13). 

 Um die mittels eines Northern Blots immobilisierte RNA nach der Detektion nochmals mit 

einer anderen DNA-Sonde hybridisieren zu können, mußte die bereits gebundene Sonde entfernt 

werden (WINKLER et al., 1994). Dazu wurde die noch feuchte Nylonmembran mit kochender 

0,1 %iger SDS-Lösung (w/v) übergossen und für 10 min bei RT inkubiert. Danach wurde die 

Membran für 5 min mit P1/0,1 % Tween 20 (v/v) gewaschen, kurz in P1 überführt und stand dann 

für eine folgende Prähybridisierung zur Verfügung. 

 

Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lösungen: 

 20 × SSC: 

  - 3 M NaCl 

  - 300 mM Natriumcitrat 

  auf pH 7,0 einstellen und autoklavieren. 

 High-SDS-(Prä-)Hybridisierungspuffer: 

  - 7 % SDS (w/v) 

  - 50 % deionisiertes Formamid (v/v) 

  - 5 × SSC 

  - 0,1 % N-Lauroylsarcosin (w/v) 

  - 50 mM Na3PO4, pH 7,0 

  - 2 % Blocking-Reagenz (v/v) 

 deionisiertes Formamid: 

  - Formamid 30 min mit 5 % Ionenaustauscher (w/v) rühren, abfiltrieren. 

 P1: 

  - 100 mM Maleinsäure 

  - 150 mM NaCl 

   auf pH 7,5 einstellen und autoklavieren. 

 P2: 

  - 10 % Blocking-Reagenz (w/v) in P1 

 P3: 

  - 100 mM Tris-HCl, pH 9,5 

  - 100 mM NaCl 

 

 



Material und Methoden 

 59

3.2.12.2 Detektion aufgetrennter, immobilisierter Nukleinsäuren durch Methylenblau 

 

Zur Überprüfung von RNA/DNA nach deren Bindung an eine immobilisierende Membran durch 

Blotting und zum Visualisieren von nichtgelabelten Markerbanden ist eine Färbung mit Methylenblau 

erforderlich. 

 Für diesen Vorgang wurde die Nukleinsäure durch UV-Bestrahlung (90 mJ) an der Membran 

fixiert. Nach dem Anfeuchten der Membran mit 1 × SSPE wurde diese für 10 min in eine 

Methylenblaulösung überführt und danach für 15 min in 1 × SSPE entfärbt. Die so sichtbar 

gemachten Banden ließen sich dann durch Photographie dokumentieren (DUPONT, 1993). 

 

Zusammensetzung verwendeter Puffer und Lösungen: 

  20 × SSPE-Puffer: 

   - 3 M NaCl 

   - 0,2 M NaH2PO4 

   - 0,02 M EDTA 

  mit DMPC-H2O ansetzen und auf pH 7,4 einstellen. 

 Methylenblaulösung: 

  - 0,02 % Methylenblau (w/v) 

  - 0,05 M Natriumacetat, pH 5,2 

 

 

3.2.13 Detektion aufgetrennter, immobilisierter Nukleinsäuren und Proteine durch Chemi-

 lumineszenz 

 

Bei der im Rahmen dieser Arbeit angewandten Immundetektion wird eine markierte und hybridisierte 

Sonde bzw. ein Protein-Antigen durch einen primären Antikörper erkannt, welcher entweder selbst 

mit einem Enzym gekoppelt ist oder im Fall eines indirekten Nachweises in einer zweiten Reaktion 

von einem speziesspezifischen, enzymgekoppelten Sekundärantikörper gebunden wird. In beiden 

Fällen erzeugt das Enzym beim Umsatz eines entsprechenden Substrats ein Signal (s. Tab. 3.1). 

 CDP-Star ist ein 1,2-Dioxethan-Chemilumineszenz-Enzymsubstrat für die Detektion von 

Konjugaten der Alkalischen Phosphatase, wie sie im Northern Blot Verfahren eingesetzt werden 

(BECK und KOESTER, 1990). Durch enzymatische Dephosphorylierung entsteht dabei ein 

metastabiles Dioxethan Phenolat-Anion, welches bei seinem Zerfall Licht emittiert. Dieses Licht ist 

mittels Belichtung von Röntgenfilmen detektierbar. 

 Chemiluminescence Blotting Substrate (CBS) ist ein luminolhaltiges Chemilumineszenz-

Enzymsubstrat, das die Detektion von Konjugaten der Peroxidase erlaubt, welche im Western Blot 

Verfahren verwendet werden. In Anwesenheit des Enzyms und Wasserstoffperoxids ent-steht durch 

Oxidation ein aktiviertes Zwischenprodukt, das beim Übergang zum energiearmen Grundzustand 

Licht emittiert, welches auf Röntgenfilmen ein Signal hinterläßt. 
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Northern Blot Western Blot 

Immobilisierung der RNA auf einer Membran Immobilisierung der Proteine auf einer Membran 

Blockierung unspezifischer Bindungsstellen Blockierung unspezifischer Bindungsstellen 

Inkubation mit DIG-markierter Sonde Inkubation mit Primärantikörper 

Inkubation mit Anti-DIG-AP Antikörper Inkubation mit Sekundärantikörper-POD 

Detektion mittels CDP-Star Detektion mittels CBS 

 
Tab. 3.1: Zusammenfassung der im Rahmen dieser Arbeit relevanten Vorgänge, die zur Detektion spezi-

 fischer DNA-Moleküle oder Proteine unter Verwendung immunologischer Methoden führten. 
 

Vor der Inkubation mit dem Substrat wurde der Northern Blot (bzw. Western Blot) 5 min mit P3 

(bzw. TBS) äquilibriert. Anschließend wurde CDP-Star 1:100 in P3 verdünnt bzw. im Fall des CBS 

die Starterlösung B 1:100 in Substratlösung A. Nachdem die jeweiligen Substrate mit 50 µl/cm2 auf 

die Membranen appliziert und diese für 5 min inkubiert worden waren, konnten letztere in Folie 

eingeschweißt und ein Röntgenfilm aufgelegt werden. Die Expositionszeit richtete sich dabei nach der 

Stärke des Signals und betrug wenige Sekunden bis mehrere Minuten. Detektierte Signale konnten 

durch ein Dokumentationssystem (s. 3.2.7.3) mit angeschlossener Software (Molecular Analyst) 

verarbeitet und quantifiziert werden. 

 

 

3.2.14 Primerdesign 

 

Für die Amplifikation einer bestimmten DNA mit Hilfe der PCR-Technik sind Primer eine 

grundlegende Voraussetzung. Es handelt sich dabei um kurze, einzelsträngige Oligonukleotide, die 

mit bestimmten DNA-Abschnitten hybridisieren können, eines an jedem Strang der Doppelhelix. Der 

Bereich, der von beiden Primern umschlossen wird, ist auch der Bereich, der durch die DNA-

Polymerase amplifiziert wird. Für das Design der Primer sind einige Richtlinien zu beachten: 

  - bevorzugte Primerlängen zwischen 20 und 26 bp 

 - bevorzugter G/C-Gehalt der Primer = 60 % 

 - Bevorzugung eines A oder T am 3'-Ende 

 - Vermeidung großer Schmelztemperaturunterschiede eines Primerpaares 

 - Vermeidung sich wiederholender Nukleotidbereiche 

 - Vermeidung inter- oder intramolekular-komplementärer 3'-Enden 

 - Vermeidung von Sequenzen, die potentiell Haarnadelschleifen bilden 

 

Zur Berechnung der Schmelztemperatur wurde die Formel nach THEIN et al. (1986) angewandt: 

Tm = (Anzahl von A + T) × 2 + (Anzahl von G + C) × 4 
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Für das Design normaler Primer mußte zumindest der Teil der DNA bekannt sein, mit welchem die 

Primer hybridisieren sollten. War eine bestimmte, unbekannte Sequenz aus einem Pool an DNA-

Fragmenten (z. B. cDNA-Bank) Ziel der Amplifikation, mußten degenerierte Primer eingesetzt 

werden. Dazu wurden die in Datenbanken (s. 3.1.10) verfügbaren, verwandten Sequenzen anderer 

Organismen alignt und homologe Bereiche identifiziert. Für diese Bereiche wurden dann Primer 

designt. Stimmten einzelne Nukleotide der verschiedenen Organismen nicht überein, wurde an ihrer 

Stelle entweder ein Inosin in den Primer eingefügt oder aber alle angegebenen Basen, so daß 

letztendlich ein Primergemisch entstand. Die Schmelztemperaturen für jede Kombination des 

Gemisches wurden nach obiger Formel errechnet, der Mittelwert aller Ergebnisse diente als 

"Arbeitstemperatur".  

 

 

3.2.15 Die Polymerasekettenreaktion (PCR) 

 

Durch Anwendung dieser Technik ist es möglich, definierte DNA-Sequenzen in vitro enzymatisch zu 

synthetisieren (SAIKI et al., 1985; MULLIS et al., 1986). Dabei werden zwei Oligonukleotid-Primer 

verwendet, die mit jeweils einem Strang der DNA-Doppelhelix hybridisieren und den zu 

amplifizierenden Bereich flankieren. Die Elongation der Primer wird von einer thermostabilen DNA-

Polymerase unter Verbrauch freier Desoxyribonukleosidtriphosphate katalysiert; es entstehen 

komplementäre DNA-Stränge. Ein sich wiederholender Zyklus, der aus drei Schritten besteht, 

resultiert in einem exponentiellen Anstieg der Konzentration des spezifischen DNA-Fragments. Im 

einzelnen handelt es sich dabei in einem ersten Schritt um eine Denaturierung der Nukleinsäuren bei 

95°C. Im zweiten Schritt erfolgt die Anlagerung der Primer (welche komplementär zu den Enden des 

gewählten DNA-Abschnitts sind) an das einzelsträngige Template (annealing). In einem dritten 

Schritt schließlich findet die Synthese des zur Ausgangs-DNA komplementären DNA-Stranges statt 

(elongation). 

 

 

3.2.15.1 Standard-PCR 

 

Im allgemeinen sind die Konzentrationen der Komponenten einer PCR variabel, jedoch setzte sich 

ein Standardansatz (50 µl) folgendermaßen zusammen: 
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 10 × PCR-Puffer 5 µl 

 MgCl2  2,5 mM 

 dNTPs  10 nmol 

 Vorwärts-Primer 10 pmol 

 Rückwärts-Primer 10 pmol 

 Taq-Polymerase 1 U 

 DNA  1 ng 

 Aq. bidest.  ad 50 µl 

 

Auch Dauer und Temperatur von Denaturierung, Annealing und Elongation können sehr unter-

schiedlich gestaltet werden: 

 

 Zyklus 1 : 2-5 min 95°C Initialdenaturierung der Ausgangs-DNA 

 Zyklus 2-36 : 30 sec 95°C Denaturierung 

    30 sec Tm Primer-Annealing (abh. von Primern) 

    1-3 min 74°C Elongation (abh. von Fragmentgröße) 

 Zyklus 37 : 10 min 74°C Konstruktion von 3'-A-Enden 

 

Der Nachweis der auf diese Weise amplifizierten Fragmente erfolgte über Agarosegelelektrophorese 

mit anschließender Ethidiumbromidfärbung (s. 3.2.7). 

 Bei Verwendung spezieller DNA-Polymerasen (z. B. Taq-Polymerase) ist es möglich, durch 

PCR amplifizierte Fragmente an ihren 3'-Enden mit einem überhängenden Adenosinrest zu versehen. 

Dieser Prozeß erfolgt in Zyklus 37. Der Überhang wird zum Einbau der Fragmente in linearisierte 

Vektoren benötigt, welche an ihren 5'-Enden einen Thymidinüberhang aufweisen (s. 3.2.10.2). Der 

10 × PCR-Puffer für das entsprechende Enzym wurde von der jeweiligen Firma mitgeliefert. 

 

 

3.2.15.2 Subklonierung mittels PCR 

 

Meist handelte es sich bei der DNA, die mit Hilfe der PCR aus einer cDNA-Bank amplifiziert 

wurde, nur um ein Fragment der gesuchten Sequenz (i. e. nur ein Teil eines Transkripts). Deshalb 

wurden nach der Ligation des Fragments in einen Vektor (s. 3.2.10.2), der folgenden 

Transformation von E. coli mit diesem Konstrukt (s. 3.2.11.2), der anschließenden Plasmidisolation 

(s. 3.2.4.1) und letztendlich der Sequenzierung des Inserts (s. 3.2.16) neue Primer komplementär zu 

den Enden der analysierten Sequenz designt, um die noch unbekannten Bereiche über das sog. 

primer-walking aus der cDNA zu erhalten. Hierfür wurde ein genspezifischer Primer zusammen mit 

einem universellen Primer, der sich von der Vektorsequenz in der Nähe der Klonierungsstelle 

ableitet, eingesetzt. 
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3.2.15.3 Checking-PCR 

 

Diese Methode diente der Überprüfung einer Ligation und Transformation (s. 3.2.10.2, 3.2.11). 

Dazu wurden rekombinante Klone nach der Transformation von ihren Agarplatten gepickt und in je 

10 µl LB-Medium überführt (waren die Kolonien mit einem Vektor transformiert, der eine 

Blau/Weiß-Selektion erlaubte, wurden weiße Kolonien ausgewählt; s. 3.2.11.3). Nach 30-minütiger 

Inkubation bei 37°C wurde 1 µl der Bakteriensuspension zu 10 µl eines Standard-PCR-

Reaktionsmixes (s. 3.2.15.1) gegeben. Dieser enthielt die vektorspezifischen Vorwärts- und 

Rückwärts-Primer, deren Bindungsstellen jeweils die multiple cloning site des Vektors flankierten. 

Nach der PCR wurde der gesamte Ansatz per Gelelektrophorese analysiert (s. 3.2.7) und so die 

transformierten Klone mit korrekter Insert-Länge identifiziert. 

 

 

3.2.15.4 Digoxigenin-Markierung von DNA-Fragmenten 

 

Die Verwendung des PCR DIG Probe Synthesis-Kits erlaubt die Konstruktion hochsensitiver, 

DIG-markierter Sonden mittels der Polymerasekettenreaktion (KESSLER, 1991). Die Markierung 

der Fragmente erfolgt dabei durch den Einbau von DIG-11-dUTP während der PCR; als Template 

kann sowohl cDNA als auch ein Vektorinsert verwendet werden. Die hergestellten Sonden finden 

beispielsweise im Northern Blot Verfahren Verwendung (s. 3.2.13). 

 Der PCR-Reaktionsansatz setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen, welche bis auf 

das Template, die Primer und das Wasser Bestandteile des Kits waren: 

 

 10 × PCR-Puffer/MgCl2 5 µl 

 DIG-Mix  2,5 µl 

 dNTP-Lösung  2,5 µl 

 Vorwärts-Primer 25 pmol 

 Rückwärts-Primer 25 pmol 

 Enzym-Mix  2,6 U 

 DNA-Template 0,1 - 1 ng 

 Aq. bidest.  ad 50 µl 

 

Die Zyklen der PCR-Reaktion wurden nach dem folgenden Temperaturprofil durchgeführt: 

 

 Zyklus 1 : 3 min 95°C Initialdenaturierung der Ausgangs-DNA 

 Zyklus 2-36 : 30 sec 95°C Denaturierung 

    30 sec Tm Primer-Annealing (abh. von Primern) 

    4  min 74°C Elongation 

 Zyklus 37 : 20 min 74°C Konstruktion von 3'-A-Enden 
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Im Anschluß an die PCR wurde das Produkt über eine Agarosegelelektrophorese analysiert 

(s. 3.2.7) und dann unter Verwendung des Purification of PCR products-Kits aufgereinigt 

(s. 3.2.8.2). Die Konzentration der sich in einem Volumen von 50 µl befindlichen Sonde konnte 

danach spektrophotometrisch bestimmt werden (s. 3.2.6.1). 

 

 

3.2.15.5 Reverse Transkription von mRNA mit gekoppelter PCR (RT-PCR) 

 

Durch Reverse Transkription und unter Verwendung eines Oligo(dT)-Primers ist eine Konversion 

eukaryotischer Poly(A)-mRNA in einzelsträngige cDNA möglich. Diese cDNA läßt sich daraufhin 

durch PCR amplifizieren. Der erste Schritt, die Synthese des zur RNA komplementären ersten 

cDNA-Stranges, wird dabei durch eine Reverse Transkriptase katalysiert (alle benötigten 

Reagenzien sind Bestandteile des Superscript Preamplification System for First Strand cDNA 

Synthesis-Kits). In einem zweiten Schritt wird die Amplifikation des gewünschten DNA-Bereiches, 

unter Einsatz eines genspezifischen Vorwärts- und Rückwärts-Primers und einer Taq-Polymerase, 

durch eine Standard-PCR erreicht. Beide Schritte zusammengefaßt werden auch als RT-PCR 

bezeichnet. 

 5 µg Total-RNA wurden mit 0,5 µg Oligo(dT)-Primer versetzt und der Ansatz mit DMPC-

H2O auf 12 µl aufgefüllt. Nach einer Inkubation von 10 min bei 72°C wurde die Mischung auf Eis 

abgekühlt und ein Reaktionsgemisch zugegeben, welches in einem Volumen von 7 µl 2 µl 

10 × PCR-Puffer, 50 nmol MgCl2, 0,2 µmol DTT sowie 10 nmol dNTP-Mix enthielt. Im Anschluß 

an eine Inkubation von 5 min bei 42°C wurden 200 U Reverse Transkriptase zugesetzt und der 

Ansatz für 50 min bei 42°C inkubiert. Anschließend konnte dann die Reaktion durch 

Hitzeinaktivierung des Enzyms (15 min, 72°C) beendet werden. 

 Zur Amplifikation eines bestimmten Transkriptes aus diesem Gemisch an Total-cDNA wurde 

eine Standard-PCR unter Einsatz genspezifischer Primer durchgeführt (s. 3.2.15.1). Dazu wurden je 

10 pmol der Primer, 10 nmol dNTP-Mix, 5 µl 10 × PCR-Puffer, 75 nmol MgCl2 und 1 U Taq-

Polymerase mit 2 µl der Total-cDNA versetzt und das Volumen auf 50 µl mit Aq. bidest. aufgefüllt. 

Annealing/Elongations-Zeiten und -Temperaturen waren abhängig von den verwendeten Primern und 

der Größe des gewünschten Transkriptes, welches sich im Anschluß an die PCR auf einem 

Agarosegel nachweisen ließ (s. 3.2.7). 

 

 

3.2.16 DNA-Sequenzierung nach Sanger 

 

Mit Hilfe der DNA-Sequenzierung läßt sich die Reihenfolge der Nukleotide in einem bestimmten 

DNA-Fragment ermitteln. Bei dem hier verwendeten Sanger-Verfahren (Didesoxy-Sequenzierung 

nach SANGER et al., 1977) hybridisiert ein markierter Primer mit einzelsträngiger DNA und dient als 

Ausgangspunkt zur Synthese des komplementären Stranges. In vier parallelen Reaktionsansätzen 
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wird die Strangsynthese durch Zugabe der vier Desoxynukleotide und einer geeigneten Polymerase 

zu der DNA-Matrize und dem Primer in Gang gesetzt. Jeder Ansatz enthält zudem ein 

Didesoxynukleotid (ddNTP), das in den wachsenden Polynukleotidstrang ebenso wirksam eingebaut 

wird wie das normale Desoxynukleotid, aber die weitere Strangsynthese verhindert, da die 

Hydroxylgruppe in der 3'-Position des Zuckeranteils fehlt. So ist eine Knüpfung der nächsten 

Phosphodiesterbindung nicht möglich. Als Ergebnis dieser Kettenabbruchreaktion sind in jedem 

Ansatz Fragmente zu finden, die das jeweils verwendete Didesoxynukleotid am 3'-Ende besitzen. 

Die synthetisierten DNA-Doppelstränge in den vier Ansätzen werden dann durch Hitzedenaturierung 

getrennt, nebeneinander auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen und mittels Gelelektrophorese unter 

Hochspannung aufgetrennt. 

 Bei der Analyse der Sequenzierung wird festgestellt, welche Bande am weitesten gewandert 

ist. Sie stellt das kürzeste DNA-Stück dar, die folgende das nächst-längere etc. Da bekannt ist, 

welcher ddNTP-Ansatz in welcher Spur aufgetragen wurde, läßt sich die Basenfolge direkt ablesen. 

 

 

3.2.16.1 DNA-Sequenzierreaktion 

 

Für die Synthese der 4 Ansätze markierter DNA-Fragmente durch eine einseitige PCR (cycle 

sequencing) wurde der Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing with 7-

deaza-dGTP-Kit verwendet. Dieser beinhaltet (im Terminationsmix) alle zur Kettenabbruchreaktion 

benötigten Komponenten, bis auf die DNA-Matrize und den gelabelten Primer. Das im Mix 

zusätzlich verwendete 7-deaza-dGTP vermeidet Kompressionen, die während der Gelelek-

trophorese auftreten können. Ein Reaktionsansatz setzte sich aus folgenden Bestandteilen zusammen: 

 

  DNA-Template 1,5 µg 

  IR-markierter Primer 2 pmol 

 Aq. bidest.  add 18,75 µl 

 

In vier separaten Reaktionsgefäßen wurden anschließend 4,5 µl des obigen Gemisches mit je 1,5 µl 

eines Terminationsmixes vermengt. Die zyklische Sequenzierreaktion wurde ähnlich einer Standard-

PCR unter den folgenden Bedingungen durchgeführt: 

 

 Zyklus 1 : 5 min 95°C Denaturierung der Ausgangs-DNA 

 Zyklus 2-31 : 30 sec 95°C Denaturierung 

    30 sec Tm Primer-Annealing 

    45 sec 70°C Elongation 

 Zyklus 32 : 3 min 95°C Terminale Denaturierung 

Nach Beendigung des letzten Zyklus' wurden zum Abstoppen der Reaktion 3 µl Stoppuffer zu jedem 

Ansatz gegeben. 
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Zusammensetzung des verwendeten Stoppuffers: 

   - 95 % Formamid (v/v) 

   - 10 mM EDTA 

  - 0,1 % Xylencyanol (w/v) 

  - 0,1 % Bromphenolblau (w/v) 

 

 

3.2.16.2 DNA-Sequenzierung mittels eines automatisierten Sequenzierers 

 

Der eingesetzte Sequenzierer LI-COR 4000 S ist mit einem Laser ausgestattet, welcher während des 

Gellaufes konstant die gesamte Gelbreite abfährt. Dabei wird der IR-Farbstoff (IRD800), der an den 

5'-Enden der Primer und damit mit jedem DNA-Fragment gekoppelt ist, zur Emission von Licht 

angeregt, welches durch einen Scanner des Sequenzierers detektiert und als Information 

abgespeichert wird. 

 Zur Herstellung des Polyacrylamidgels (41 cm × 66 cm × 0,25 mm) wurde ein Zwei-

komponenten-System verwendet (SequaGel XR). Dazu wurden 6 ml SequaGel Puffer und 175 µl 

10 %iges APS (w/v) zu 24 ml SequaGel Monomer Konzentrat gegeben. Diese Mischung wurde 

zwischen zwei Glasplatten gegossen, die durch einen randständigen Abstandshalter voneinander 

getrennt waren. Nach erfolgter Polymerisation wurde der Vorkamm, welcher der Aussparung der 

Probentasche diente, gezogen, das Gel in den Sequenzierer gestellt und der Probenkamm eingepaßt. 

Während eines 30-minütigen Vorlaufs wurde das Gel äquilibriert und aufgewärmt (auf 50°C), bevor 

je 1,5 µl des abgestoppten Reaktionsmixes (s. o.) pro Tasche aufgetragen wurden. Die 

Elektrophorese wurde dann bei 1500 V 6 - 7 Stunden in TBE-Puffer unter Kontrolle des 

Programms BaseImagIR/Data Collection V02.31 durchgeführt. 

 

Zusammensetzung des verwendeten TBE-Laufpuffers: 

  - 90 mM Tris-HCl, pH 8,3 

  - 90 mM Borsäure 

  - 2 mM EDTA 

 

 

3.2.16.3 Auswertung der DNA-Sequenzierung 

 

Die während des Gellaufes gespeicherte Bildinformation wurde nach dessen Beendigung durch eine 

geeignete Software (BaseImagIR/Image Analysis V4) automatisch verarbeitet. Die auf diese Weise 

ermittelte Nukleotidabfolge im FASTA-Format konnte anschließend mit weiteren Programmen, z. B. 

DNASIS V5.00, CLUSTALW V1.6 und GeneDoc V2.0 (s. 3.1.10), bearbeitet werden. 

Vergleiche mit anderen Sequenzen aus Nukleotid- und Protein-Datenbanken waren z. B. durch die 

Server des Bioinformatischen Institutes (Hinxton Hall, UK) und des nationalen Zentrums für 
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Biotechnologische Information (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) möglich 

(s. 3.1.10). 

 

 

3.2.17 Expression von Fusionsproteinen in Prokaryoten 

 

Unter Verwendung des QIAexpress-Expressionssystems lassen sich Fusionsproteine in hohen 

Konzentrationen in Bakterienzellen in vivo synthetisieren und in einem weiteren Schritt durch 

Affinitätschromatographie aufreinigen. Diese Proteine stehen anschließend für vielfältige An-

wendungen, wie z. B. die Antikörperherstellung (s. 3.2.22), zur Verfügung. Die cDNA des zu 

exprimierenden Proteins wird dazu über angefügte Restriktionsschnittstellen in einen Expres-

sionsvektor (Fusionsvektor) so in frame ligiert, daß sie am 3'-Ende eines starken Promotors und 

einer 6 × His-kodierenden Sequenz (His-Tag) zu liegen kommt. Mit diesem Konstrukt wird ein 

geeigneter E. coli-Stamm transformiert, welcher nach Induktion mit IPTG das Fusionsprotein 

synthetisiert. Das Protein läßt sich anschließend aus lysierten Zellen mittels seiner 

Oligohistidinsequenz unter Verwendung einer Ni-NTA-Affinitätschromatographie isolieren. 

 Bei dem im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Expressionsvektor handelte es sich um 

pQE 32. Dieser besitzt am 5'-Ende des Polylinkers ein Start-ATG, gefolgt von einer Oligo-

histidinsequenz. Am 3'-Ende des Polylinkers befindet sich ein Stopp-Codon. Weitere Eigenschaften 

des Vektors sind: ein T5 Promotor, der von der E. coli RNA-Polymerase erkannt wird, zwei lac-

Operator-Sequenzen, die eine Bindung des lac-Repressors erhöhen, ein β-Lactamase-Gen, welches 

für die Ampicillin-Resistenz verantwortlich ist und ein ColE1 ori (BUJARD et al., 1987). 

 Zur Transformation (s. 3.2.11) wurde der XL1-Blue MRF'-Stamm von E. coli eingesetzt. 

Dieser produziert ausreichende Mengen des lac-Repressors, welcher die Transkription des ligierten 

Fragments verhindert. Die Expression des rekombinanten Proteins wird erst bei Zugabe von IPTG 

induziert, welches an das lac-Repressor-Protein bindet und dieses inaktiviert. Erst dann kann die 

RNA-Polymerase die Sequenz stromabwärts des Promotors transkribieren. 

 

 

3.2.17.1 Konstruktion eines Expressionsklons 

 

Das zur Ligation in den Expressionsvektor benötigte DNA-Fragment wurde mit Hilfe einer PCR-

Reaktion (s. 3.2.15) aus der Geodia cydonium cDNA-Bank isoliert. Um die für die Ligation in 

einen Fusionsvektor erforderlichen Restriktionsschnittstellen an das Fragment anzufügen, wurden 

Primer designt (s. 3.2.14), welche diese spezifischen Erkennungspalindrome enthielten (hier BamH1, 

Sal1; s. 3.1.9). Die Restriktionsstellen durften ansonsten in der amplifizierten DNA-Sequenz nicht 

erscheinen. Das erzeugte Fragment wurde zuerst über T/A-Klonierung in den Vektor pGEM-T 

ligiert (s. 3.2.10.2). Anschließend wurde der E. coli-Stamm mit diesem Konstrukt transformiert 

(s. 3.2.11). Mittels Checking-PCR wurden die über Nacht gewachsenen weißen Kolonien auf ihre 
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korrekte Insert-Länge überprüft (s. 3.2.15.3). Mit den positiven Klonen wurden dann je 3 ml LB-

Medium, unter Zusatz von 100 µg/ml Ampicillin, inokuliert. Nach einer Inkubation ü. N. konnte aus 

den Bakteriensuspensionen das Plasmid isoliert werden (s. 3.2.4). Anschließend wurde das 

Expressionsinsert aus pGEM-T unter Verwendung jener Enzyme, welche die künstlichen 

Schnittstellen erkennen, herausgeschnitten (s. 3.2.10.1). Mit den gleichen Restriktionsenzymen 

wurde auch der zirkuläre Expressionsvektor pQE 32 linearisiert. Nach einer Aufreinigung der 

Produkte des Verdaus (s. 3.2.8.2) und ihrer elektrophoretischen Auftrennung (s. 3.2.7.1) wurden 

diese aus dem präparativen DNA-Agarosegel eluiert (s. 3.2.8.1) und ihre Konzentration 

halbquantitativ bestimmt (s. 3.2.7.3). Die Ligation des Vektors pQE mit dem Insert (DNA-

Konzentration: 2 ng/µl in einem Volumen von 30 µl) erfolgte unter Verwendung der T4-DNA-

Ligase (s. 3.2.10.2). Mit diesem Konstrukt wurden erneut Bakterien transformiert und auf LB/Amp-

Platten ausplattiert (s. 3.2.11). Gewachsene Kolonien wurden am nächsten Tag durch eine 

Checking-PCR auf die korrekte Insert-Länge überprüft (s. 3.2.15.3). Mit den positiven Klonen 

wurden dann je 3 ml LB-Medium inkl. Ampicillin (100 µg/ml) inokuliert (s. 3.2.3). Am nächsten Tag 

konnte das Plasmid durch eine Mini-Plasmidpräparation isoliert werden (s. 3.2.4.1). Es folgte eine 

Sequenzierung des Inserts unter Verwendung der IR-gelabelten Primer pQE.R/pQE.F, um die 

Fehlerfreiheit des Konstrukts zu kontrollieren (s. 3.2.16). 

 

 

3.2.17.2 Expression eines Fusionsproteins 

 

Mit einer ü. N. inkubierten Starterkultur eines Klones, der das korrekte Konstrukt enthielt, wurden 

200 ml LB/Amp (100 µg/ml) angeimpft und bei 37°C/200 rpm gehalten. Nach Erreichen einer 

OD600 von 0,5 (als Maß für die Zelldichte) wurde mit IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM 

induziert (4 h, 200 rpm, 37°C). Durch eine anschließende Zentrifugation (15 min, 3500 × g, RT) 

konnten die Bakterien pelletiert werden. 

 

 

3.2.17.3 Präparation eines Fusionsproteins 

 

Das Prinzip des QIAexpress-Expression-System-Kits beruht auf einer Bindung des His-Tags 

(einem Schwanz aus 6 Histidinresten) rekombinanter Proteine an immobilisierte Ni2+-Ionen, die 

zusammen mit NTA (Nitrilotriaceticacid) einen Chelatkomplex ausbilden (HOCHULI et al., 1987). 

Dieser Komplex in Form von sphärischen Nickel-NTA-Partikeln, gekoppelt an Agarose, stellt das 

Säulenmaterial dar (PORATH et al., 1975; SULKOWSKI, 1989). Gebundene His-Tag-Proteine 

können durch ein Herabsetzen des pH-Wertes von der Ni-NTA-Matrix freigesetzt werden, da sie 

durch die Protonierung der Histidinreste nicht mehr mit Ni2+ in Wechselwirkung treten können. Die 

für die Isolierung der Fusionsproteine notwendigen Materialien und Puffer entstammten dem 
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QIAexpress Type IV-Kit; bei letzteren mußte lediglich der entsprechende pH-Wert eingestellt 

werden. 

 Das Bakterienpellet wurde in 5 ml Puffer A (pH 8,0) pro Gramm Feuchtgewicht resuspendiert 

und für 1 h bei RT gerührt, um die Lyse der Zellen herbeizuführen. Durch eine folgende 

Zentrifugation (30 min, 10000 × g, RT) wurde der Zelldebris von den löslichen Bestandteilen 

getrennt. Der Überstand wurde dann für 1 h mit 1 ml Ni-NTA-Agarose pro 4 ml Lysat bei RT unter 

Rühren inkubiert. Der Zusatz von 0,02 M Imidazol verhinderte dabei die unspezifische Bindung 

endogener Proteine mit Histidinresten an die Matrix. Anschließend wurde die Suspension, die das an 

die Matrix gebundene rekombinante Protein enthielt, auf eine Säule gegeben und der Durchfluß 

verworfen. Dann wurde die Säule dreimal mit je 4 ml Puffer C (pH 6,3)/0,02 M Imidazol 

gewaschen, bevor das Protein mit je 2 ml Puffer D (pH 5,9) und Puffer E (pH 4,5) eluiert werden 

konnte. Nach Messung der Proteinkonzentration (s. 3.2.20.2) wurde eine Kontrolle der Expression 

des Fusionsproteins mittels eines 15 %igen SDS-Gels durchgeführt (s. 3.2.20). 

 

 

3.2.18 Expression von Fusionsproteinen in Eukaryoten 

 

Die Expression von Fusionsproteinen in eukaryotischen Zellen bietet - trotz geringerer Ausbeuten im 

Vergleich zu prokaryotischen Expressionssystemen - einen bedeutenden Vorteil. Da Bakterien keine 

posttranslationale Modifikationen durchführen, können viele Fusionsproteine eukaryotischen 

Ursprungs nur in eukaryotischen Wirtszellen korrekt exprimiert werden. Dies aber ist eine 

Voraussetzung für funktionale Analysen des betreffenden Proteins. 

 Der Prozeß des Einschleusens von Nukleinsäuren in erwähnte Zellen durch nichtvirale 

Methoden wird als Transfektion bezeichnet. In seltenen Fällen wird dabei Fremd-DNA in das 

Genom der Wirtszelle stabil integriert. Die Möglichkeit, eine Zellpopulation auf die Anwesenheit 

dieser Zellen zu screenen, wird durch die Kotransfektion mit einem Gen gegeben, welches eine 

Resistenz gegen ein letales Agens kodiert. Ein Beispiel dafür stellt die Kombination des Gens der 

Neomycin-Phosphotransferase mit Geneticin dar. Zellen, die eine Behandlung mit Geneticin 

überleben, bilden Klone, welche isoliert und individuell analysiert werden können. 

 Mit Hilfe des pcDNA3-Vektors lassen sich rekombinante Proteine in größeren Mengen in 

Säugetierzellen exprimieren. Dazu wird die cDNA des zu exprimierenden Proteins an ihrem 5'- und 

3'-Ende mit artifiziellen Restriktionsschnittstellen versehen, welche auch in der multiple cloning site 

des Vektors zu finden sind. Durch Verwendung der entsprechenden Enzyme werden kohäsive 

Enden erzeugt, über welche sich das Fragment in den Vektor einfügen läßt. Nach der Transfektion 

einer geeigneten Zellinie sorgt der vor dem Fragment sitzende CMV-Enhancer/Promotor für eine 

konstitutive Expression des rekombinanten Proteins. Weitere Kennzeichen des Vektors sind ein 

Polyadenylierungssignal und eine Transkriptionsterminierungs-Sequenz am 3'-Ende des Polylinkers. 

Eine Ampicillin-Resistenz sowie ein ColE1 ori ermöglichen die Selektion der mit diesem Vektor 
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transformierten E. coli-Klone. Das auf dem Vektor liegende Neomycin-Resistenzgen erlaubt 

zusätzlich eine Selektion der Säugetierzellen nach ihrer Transfektion. 

 

 

3.2.18.1 Konstruktion eines Expressionsklons 

 

Die Herstellung des Expressionsklons verlief analog des bei Prokaryoten angewandten Verfahrens 

(s. 3.2.17). Dazu wurde die gewünschte Sequenz mit zwei spezifischen Primern, welche über die 

obligaten, im Gen sonst nicht vorhandenen artifiziellen Erkennungsschnittstellen verfügten (hier Xba 1 

und KPN 1; s. 3.1.9), aus der cDNA-Bank amplifiziert. Außerdem wurden der amplifizierten cDNA 

durch den Rückwärts-Primer am 3'-Ende sechs für die Aminosäure Histidin kodierende Basen-

Tripletts angefügt. Dadurch erhielt das in transfizierten Zellen translatierte Protein eine C-terminale 

Histidinsequenz, welche von kommerziellen Anti-His-Antikörpern erkannt wird (diese ermöglichen 

letztendlich den Nachweis und die Lokalisation des Fusionsproteins mittels verschiedener Methoden 

(s. 3.2.19 und 3.2.21)). Im Anschluß an eine Ligation des Fragments in pGEM-T (s. 3.2.10.2), 

gefolgt von der Transformation von E. coli mit dem Konstrukt (s. 3.2.11) und der Präparation des 

amplifizierten Plasmids (s. 3.2.4), konnte das Fragment aus pGEM-T mittels der entsprechenden 

Enzyme wieder herausgeschnitten werden. Dieses Fragment wurde nach seiner Isolation aus einem 

präparativen Agarosegel mit dem Expressionsvektor pcDNA3 ligiert (s. 3.2.10.2), welcher zuvor 

unter Verwendung der gleichen Restriktionsenzyme linearisiert worden war (s. 3.2.10.1). Nach einer 

erneuten Transformation von E. coli und der Isolierung des Konstrukts wurde jenes durch eine 

Sequenzierung auf eventuelle Fehler überprüft (s. 3.2.16). Mit einem positiven Klon wurden 

daraufhin 50 ml LB/Amp angeimpft und über Nacht inkubiert, um am nächsten Tag das Konstrukt in 

großer und reiner Menge über eine Midi-Plasmidpräparation isolieren zu können (s. 3.2.4.2). Auf 

gleichem Weg wurde auch der leere Vektor pcDNA3 amplifiziert und isoliert. 

 

 

3.2.18.2 Transfektion und Selektion der Transfektanten 

 

Unter den Techniken für den Transfer von Nukleinsäuren in Wirtszellen existieren sowohl phy-

sikalische Verfahren (Elektroporation, Mikroinjektion) als auch chemische Methoden, bei denen die 

Zellen zur Aufnahme der DNA mit bestimmten Reagenzien (DEAE-Dextran, Calcium-Phosphat, 

Liposome usw.) behandelt werden. Die Mechanismen der Aufnahme sind jedoch bis heute nicht 

vollständig aufgeklärt. Das hier verwendete, die Transfektion unterstützende Agens (FuGENE6) 

besteht zum größten Teil aus Lipiden, welche die Annäherung der DNA an die negativ-geladene 

Zellmembran erleichtern. Hierzu wird FuGENE6 im Verhältnis 2/1 (v/w) zur DNA eingesetzt. 

 4 µl FuGENE6 Reagenz wurden in 96 µl Transfektionsmedium OptiMem verdünnt und 

15 min bei RT inkubiert. Diese Verdünnung wurde sodann zu 2 µg DNA (pcDNA3 mit bzw. ohne 

Insert) gegeben. Im Anschluß an eine weitere Inkubation von 15 min bei RT wurde das Gemisch 
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tropfenweise in eine 35 mm Zellkulturschale pipettiert, in welcher sich bereits 50 - 60 % konfluent 

gewachsene Zellen und 600 µl Medium (mit 10 % FCS [v/v] supplementiert) befanden. Nach 24 h 

Inkubation wurde das Medium abgesaugt und durch frisches ersetzt. 

 Im nächsten Schritt zur Herstellung einer stabil transfizierten Zellinie wurde dem jeweiligen 

Medium das Neomycin-Analogon G418 zugegeben. Dies ermöglichte die Trennung transfizierter 

Zellen, welche die exogene DNA (inklusive dem Neomycin-Phosphotransferase-Gen) aufgenommen 

hatten, von nichttransfizierten Zellen ohne Resistenz. Dazu wurden 48 - 60 h nach Beginn der 

Transfektion die Zellen trypsiniert (s. 3.2.2.1) und in neues Medium transferiert, welches 500 µg 

G418/ml für HEK-293 oder 400 µg G418/ml für NIH/3T3 Zellen enthielt. Nach ca. 2 Wochen 

waren alle nichttransfizierten Zellen abgestorben. Überlebende Zellen wurden anschließend in 

Medium/G418 kultiviert. Zur Überprüfung der Transkription der transfizierten cDNA und der 

Proteinexpression wurden RT-PCRs (s. 3.2.15.5), Northern und Western Blot Analysen (s. 3.2.12 

und 3.2.21) sowie immuncytochemische Färbungen (s. 3.2.19) jeweils mit transfizierten, mock-

transfizierten und nichttransfizierten Zellen durchgeführt. 

 

 

3.2.19 Immuncytochemische Färbung von Zellen 

 

Diese auf einer Antigen-Antikörper-Reaktion beruhende Methode wird zum Nachweis und zur 

Lokalisation von Antigenen in Zellen eingesetzt. Bei der indirekten Immunfluoreszenztechnik wird das 

Antigen durch einen Primärantikörper erkannt, welcher selbst durch einen speziesspezifischen, 

markierten Sekundärantiköper detektiert wird. Bei der Markierung handelt es sich z. B. um 

fluoreszierende Farbstoffe, die nach Anregung mit Licht einer spezifischen Wellenlänge Photonen 

emittieren. Diese Lichtemission kann mikroskopisch betrachtet werden. Das Prinzip dieser Methode 

findet auch im Zuge der Detektion von Nukleinsäuren und Proteinen im Northern und Western Blot 

Verfahren Anwendung (s. 3.2.13), jedoch ist hier der Sekundärantikörper mit einem Enzym 

gekoppelt. Nach Zugabe eines entsprechenden Enzymsubstrats kann emittiertes Licht als 

Schwärzung eines Röntgenfilmes nachgewiesen werden. 

 

 

 

3.2.19.1 Vorbereitung und Fixierung der Zellen 

 

Trypsinierte Zellen (s. 3.2.2.1) wurden in einer Dichte von ca. 3 × 104 Zellen/ml in ihrem jeweiligen 

Medium in die Vertiefungen einer 24-well Platte ausgesät, welche je ein Deckglas enthielten. Nach 

etwa 2 Tagen wurden die 50 - 60 % konfluent bewachsenen Deckgläser dem Medium entnommen 

und für eine Stunde bei -20°C in eiskaltes Fixiermittel gelegt. Die dadurch verursachte 

Dehydratisierung, Denaturierung und Immobilisierung zellulärer Proteine sowie die Permeabilisierung 

der Zellmembranen ermöglichte in einem späteren Schritt das Eindringen von Antikörpern ins 
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Zellinnere. Diese schonende Fixierungsmethode verhinderte zudem die Zerstörung zellulärer 

Strukturen und die Maskierung bzw. Veränderung von Epitopen (HARLOW und LANE, 1988). 

 

Zusammensetzung des verwendeten Fixiermittels: 

  - 0,002 % EGTA (w/v) in Methanol 

 

 

3.2.19.2 Immunfluoreszenzmikroskopie 

 

Auf Deckgläsern fixierte Zellen wurden zuerst für 30 min in PBS rehydratisiert. Nach einem 

fünfminütigen Waschschritt mit PBS erfolgte die 30-minütige Inkubation mit einem Primärantikörper, 

welcher - nach einem weiteren Waschschritt mit PBS - durch einen fluorochromgekoppelten 

Sekundärantikörper (Fluorescein-Isothiocyanat- [FITC] oder Indocarbocyanin- [Cy3] gekoppelt) in 

einer weiteren, 30-minütigen Inkubation gebunden wurde. Nach einem letzten Waschschritt wurden 

die Präparate in Glycerol/PBS (1:1 [v/v]) eingebettet. In parallelen Kontrollexperimenten wurden die 

Proben nur mit Sekundärantikörper inkubiert, um unspezifische Bindungen zu erfassen. Zwecks 

Konservierung wurden die Präparate dann mit Nagellack umschlossen. Die Verwendung des AH3-

Stereomikroskops erlaubte sowohl die lichtmikroskopische Betrachtung der Objekte im Hellfeld als 

auch die Anwendung der Epifluoreszenztechnik. Dabei wurde nach Anregung mit Licht definierter 

Wellenlänge die emittierte Fluoreszenz des an den Sekundärantikörper gekoppelten Farbstoffes 

detektiert. Eine an das Mikroskop angeschlossene Kamera ermöglichte die Dokumentation der 

Ergebnisse auf 35 mm Film. 

 Zum Nachweis der intrazellulären Lokalisation His-markierter rekombinanter Proteine in 

transfizierten Zellen wurden Doppelfärbungsexperimente durchgeführt. Dazu folgte auf eine erste 

Inkubation mit einem Primärantikörper (Anti-His-Antikörper) eine Inkubation mit einem zweiten 

Primärantikörper (Anti-P33, 400 µg/ml; DEDIO et al., 1998), welcher ein mitochondriales 

Markerprotein erkennt. In folgenden Inkubationen wurden die Primärantikörper durch ihre jeweiligen 

fluorochromgekoppelten Sekundärantikörper detektiert, wobei deren Farbstoffe Licht mit 

unterschiedlichen Wellenlängen emittierten. Beide Primärantikörper entstammten unterschiedlichen 

Organismen, so daß die Sekundärantikörper spezifisch binden konnten. Waschschritte zwischen den 

Inkubationen sorgten für die Entfernung nichtgebundenen Antikörpers. 
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Tab. 3.2: Angaben über die für die Immunfluoreszenzmikroskopie verwendeten Kombinationen von 

Primär- und Sekundärantikörpern, deren Verdünnungen, die zur Anregung der Fluorochrome 
benötigten Wellenlängen (Exzitation) und die resultierenden Wellenlängen (Emission). 

 

 

3.2.20 Auftrennung von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

 

3.2.20.1 Herstellung von Proteinextrakten aus Geweben und Zellkulturzellen 

 

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen setzt die Herstellung eines Proteinextraktes aus 

dem Probenmaterial voraus. Ein Arbeiten unter ständiger Kühlung und Zugabe von Protease-

Inhibitoren und denaturierenden Agenzien verhindert dabei den Proteinabbau durch endogene 

Proteasen. 

 Zur Herstellung von Proteinrohextrakten aus Schwammgewebe wurde ca. 1 g schock-

gefrorenes Gewebe in einem vorgekühlten Mörser pulverisiert und in einer äquivalenten Menge an 

PBS (versetzt mit einem Protease-Inhibitor-Cocktail) homogenisiert. Nach einer Inkubation für 

20 min auf Eis wurden Zelltrümmer durch eine Zentrifugation (20 min, 12000 × g, 4°C) vom 

Proteinextrakt abgetrennt. Anschließend wurde die Proteinkonzentration dieses Überstands 

spektrophotometrisch nach Bradford bestimmt (s. 3.2.20.2). 

 Zur Herstellung von Proteinrohextrakten aus Zellkulturzellen wurden konfluent gewachsene 

Zellen trypsiniert, durch Zentrifugation pelletiert und in Medium resuspendiert (s. 3.2.2.1). Nach 

Bestimmung der Zellzahl wurden 2,5 × 106 Zellen erneut pelletiert und in 200 µl Laemmli-

Probenpuffer lysiert. Die Zerkleinerung störender genomischer DNA erfolgte daraufhin durch eine 

kurze Sonifizierung mit 25 Watt. 

 

Primärantikörper Verdünnung Sekundärantikörper Verdünnung Exzitation 

(nm) 

Emission  

(nm) 

Anti-BHP2, 

polyklonal 

1:1000 Anti-Kaninchen- 

IgG-Cy3 

1:100 553 575 

Anti-His, 

monoklonal 

1:400 Anti-Maus- 

IgG-Cy3 

1:200 553 575 

Anti-P33,  

polyklonal 

1:20 Anti-Kaninchen- 

IgG-FITC 

1:200 492 520 
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Zusammensetzung der verwendeten Puffer: 

 PBS-Puffer: 

  - 137 mM NaCl 

  - 2,7 mM KCl 

  - 8,1 mM NaH2PO4 

  - 1,8 mM KH2PO4 

  - 1 Tablette Protease-Inhibitor-Cocktail Complete-Mini pro 10 ml 

  auf pH 7,2 einstellen. 

 2 × Laemmli-Probenpuffer: 

  - 125 mM Tris-HCl, pH 6,8 

  - 20 % Glycerol (v/v) 

  - 4 % SDS (w/v) 

  - 0,2 % Bromphenolblau (w/v) 

  - 10 % β-Mercaptoethanol (v/v) 

  - 2 % Triton X 100 (v/v) 

 

 

3.2.20.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen 

 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration eines Extraktes wurde die photometrische Methode nach 

Bradford eingesetzt (BRADFORD, 1976). Das dabei verwendete Roti-Quant enthält Coomassie 

Brilliant-Blue R250, welches in drei Zuständen vorkommt (kationisch, neutral, anionisch), die bei 

unterschiedlichen Wellenlängen absorbieren. Durch Bindung eines Proteins, hauptsächlich mit seinen 

basischen Aminosäuren, wird der Farbstoff in den anionischen Zustand überführt. Dieser Übergang 

führt zu einer Absorptionsänderung, welche bei 595 nm gemessen werden kann. 

 150 µl eines Proteinextraktes bzw. 150 µl verschiedener BSA-Verdünnungen mit definierter 

Proteinkonzentration wurden in wells einer 96-well Platte mit je 150 µl Roti-Quant gemischt 

(Blindproben, bestehend aus Probenpuffer, wurden der gleichen Prozedur unterzogen). Danach 

konnte die Extinktion bei 595 nm photometrisch mittels eines ELISA-Readers bestimmt werden. Mit 

allen Reaktionsansätzen wurden dreifache Bestimmungen durchgeführt, aus denen später der 

Mittelwert berechnet wurde. Anhand der durch die BSA-Verdünnungsreihe ermittelten Eichkurve 

konnten die Proteinkonzentrationen der Extrakte dann bestimmt werden. 
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3.2.20.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

 

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteine gemäß ihres Molekulargewichts 

aufgetrennt (LAEMMLI, 1970). Dabei verwendetes negativ-geladenes SDS (Natriumdodecylsulfat) 

bewirkt nicht nur eine Denaturierung der Proteine, sondern lagert sich auch in konstantem 

Gewichtsverhältnis an jene an. Die so entstandenen Komplexe wandern im elektrischen Feld zur 

Anode; die negative Nettoladung der Komplexe ist dabei proportional zum dekadischen 

Logarithmus ihrer Molekulargewichte (WEBER und OSBORN, 1969). Über Disulfidbrücken kovalent 

verknüpfte Proteinuntereinheiten werden durch Zugabe von β-Mercaptoethanol voneinander 

separiert. 

 Für die SDS-PAGE werden Polyacrylamidgele eingesetzt, die sich durch Polymerisation der 

Acrylamid-Monomere und anschließender Quervernetzung mit bifunktionalen Verbindungen (z. B. 

N,N'-Methylenbisacrylamid) ausbilden. Die Polymerisierungsreaktion läuft in Anwesenheit von 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) und N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) ab, wobei 

letzteres die Bildung freier Radikaler, welche die Kettenreaktion initiieren, aus APS katalysiert und 

so die Reaktionsgeschwindigkeit erhöht. Zur Herstellung der Gele (7 cm × 8 cm × 0,75 mm) sowie 

zum anschließenden vertikalen Gellauf wurde vom Mini-Protean II-System Gebrauch gemacht. Da 

die Proteinauftrennung mittels eines diskontinuierlichen Verfahrens stattfinden sollte, wurde auf das 

polymerisierte Trenngel ein niederprozentiges Sammelgel gegossen. Der Einsatz eines Teflonkamms 

sorgte hierbei für die Aussparung der Probentaschen. Für die Zusammensetzung der Gele 

s. Tab. 3.3. 

 

 Trenngel 

15 % 

Sammelgel 

6 % 

Rotiphorese Gel 30  5,0  ml  2,0  ml 

1,0 M Tris -HCl, pH 6,8   2,5  ml 

1,5 M Tris -HCl, pH 8,8  2,5  ml  

SDS 10 % (w/v)  0,05 ml  0,05 ml 

Aq. bidest.  2,3  ml  5,3  ml 

APS 10 % (w/v)  0,1 ml  0,1 ml 

TEMED   0,01 ml  0,01 ml 

 
Tab. 3.3: Pipettierschema für die zur Proteinauftrennung eingesetzten SDS-Polyacrylamidgele. 

 

Nachdem die mit 5 × SDS-Probenpuffer 1:5 versetzten Schwammextrakte (10 - 12 µg Protein) 

bzw. die sich bereits in Laemmli-Probenpuffer befindlichen Extrakte kultivierter Zellen und der 

Proteinmarker für 10 min bei 95°C denaturiert worden waren, konnten diese in die Gel-Taschen 

einpipettiert werden. Danach wurden die Laufkammern mit SDS-Laufpuffer gefüllt und eine 

Spannung von 120 - 140 V angelegt. 
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Zusammensetzung der verwendeten Puffer: 

 5 × SDS-Probenpuffer: 

  - 250 mM Tris-HCl, pH 6,8 

  - 50 % Saccharose (w/v) 

  - 10 % SDS (w/v) 

  - 0,2 % Bromphenolblau (w/v) 

  - 12,5 % β-Mercaptoethanol (v/v) 

 SDS-Laufpuffer: 

  - 25 mM Tris 

  - 192 mM Glycin 

  - 0,1 % SDS (w/v) 

 

 

3.2.20.4 Coomassie Brilliant-Blue-Färbung von SDS-Polyacrylamidgelen 

 

Coomassie Brilliant-Blue R250 wird zur Detektion von Proteinen in Polyacrylamidgelen eingesetzt, 

da es unspezifisch an Proteine, nicht aber an die Gelmatrix bindet. Proteine erscheinen daher nach 

der Färbung des Gels als blaue Banden auf farblosem Hintergrund. 

 Nach dem Gellauf (s. 3.2.20.3) wurde das Gel für 10 - 20 min in der Färbelösung inkubiert 

und danach so lange entfärbt, bis die Banden sich deutlich abzeichneten. 

 

Zusammensetzung der verwendeten Lösungen: 

 Coomassie-Färbelösung: 

  - 0,1 % Coomassie Brilliant-Blue R250 (w/v) 

  - 40 % Methanol (v/v) 

  - 10 % Essigsäure (v/v) 

 Coomassie-Entfärber: 

  - 30 % Methanol (v/v) 

 - 10 % Essigsäure (v/v) 

 

 

3.2.21 Western Blotting 

 

Beim Western Blotting werden gelelektrophoretisch aufgetrennte Proteine (s. 3.2.20.3) quantitativ 

aus dem Gel auf die Oberfläche einer immobilisierenden Membran transferiert. Auf diese Weise 

werden die Proteine, deren Trennmuster erhalten bleibt, für den Nachweis mit immunologischen 

Methoden zugänglich (TOWBIN et al., 1979). 

 Der Transfer wurde nach dem Semi-Dry Blotting Verfahren im "Sandwich-Aufbau" 

durchgeführt (WESTERMEIER et al., 1989). Dazu wurde eine dem Gel in der Größe entsprechende 



Material und Methoden 

 77

PVDF-Membran (nach einer kurzen Inkubation in Methanol) in Blottingpuffer äquilibriert. Die 

Membran wurde auf acht Lagen Filterpapier (mit Blottingpuffer getränkt und ebenfalls von gleicher 

Größe) plaziert, welche sich bereits auf der Anode befanden. Anschließend wurden das Gel und acht 

weitere Lagen Filterpapier auf die Membran gelegt. Der Transfer der negativ geladenen Proteine 

wurde nach dem Aufsetzen der Kathode bei 1 mA/cm2 für 75 min von Kathode zu Anode 

durchgeführt. 

 Zur Überprüfung des Transfers wurde das Gel nach beendeter Elektrophorese in eine 

Coomassie-Färbelösung überführt (s. 3.2.20.4). Nach Abtrennen des Markerstreifens von der 

restlichen Membran wurden die Banden des Proteinstandards durch eine kurze Inkubation in einer 

Amidoschwarz-Färbelösung sichtbar gemacht. Der restliche Blot wurde ü. N. bei 4°C in einer 

Blockierungslösung inkubiert, um freie Bindungsstellen abzusättigen. Die Proteindetektion erfolgte auf 

indirektem Weg durch enzymgekoppelte Sekundärantikörper, die der Erkennung proteinspezifischer 

Primärantikörper dienten. Dazu wurde am nächsten Tag die Membran fünfmal je 5 min mit TBST 

gewaschen und danach 75 min mit entsprechend verdünntem Primärantikörper unter Schütteln 

inkubiert. Zur Detektion unspezifischer Bindungen des Sekundärantikörpers an die aufgetrennten 

Proteine verblieb ein Streifen der Membran, ohne Behandlung mit dem primären Antikörper, im 

Verdünnungspuffer. Nach einem weiteren Waschschritt (5 × 5 min mit TBST) wurde dieser Streifen 

mit der restlichen Membran einer einstündigen Inkubation mit dem ebenfalls entsprechend 

verdünnten Sekundärantikörper unterzogen. Dieser war mit einer Peroxidase gekoppelt, so daß im 

Anschluß an einen letzten Waschschritt (5 × 5 min TBST, 1 × 5 min TBS) die Membran mit einem 

enzymspezifischen Substrat inkubiert (50 µl/cm2, Chemiluminescence Blotting Substrate) und die 

Proteinbanden detektiert werden konnten (s. 3.2.13). 

 

Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lösungen: 

 Blottingpuffer: 

  - 25 mM Tris 

  - 192 mM Glycin 

  - 20 % Methanol (v/v) 

 Blockierungslösung: 

  - 3 % Blocking-Reagenz in TBS (v/v) 

 TBS: 

  - 10 mM Tris-HCl, pH 8,0 

  - 150 mM NaCl 

 TBST: 

  - 0,1 % Tween 20 in TBS (v/v) 

 Antikörper-Verdünnungspuffer: 

  - 0,3 % Blocking-Reagenz in TBST (v/v) 
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 Amidoschwarz-Färbelösung: 

  - 0,1 % Amidoschwarz (w/v) 

  - 40 % Methanol (v/v) 

  - 10 % Essigsäure (v/v) 

 Amidoschwarz-Entfärber: 

  - 80 % Methanol (v/v) 

 - 5 % Essigsäure (v/v) 

 

 

3.2.22 Herstellung polyklonaler Antikörper 

 

Polyklonale Antikörper lassen sich durch mehrfache Immunisierung von z. B. Kaninchen erzeugen 

(AUSUBEL et al., 1994). Damit steht ein wichtiges Werkzeug für den Nachweis des Antigens mittels 

immunologischer Methoden, beispielsweise immuncytochemische Färbung transfizierter Zellen oder 

Immundetektion im Rahmen eines Western Blots (s. 3.2.19 und 3.2.21), zur Verfügung. 

 

 

3.2.22.1 Immunisierung und Serumzubereitung 

 

Zur Immunisierung weiblicher Kaninchen (Weiße Neuseeländer) wurde ein, in einem pro-

karyotischen System exprimiertes, rekombinantes Protein (s. 3.2.17) als Antigen eingesetzt. Nach 

Abnahme von Blut - zur Herstellung des Präimmunserums - erfolgte die Immunisierung insgesamt 

dreimal in einem Abstand von je vier Wochen. Die gleichzeitige Verabreichung des Antigens mit 

Freud'schem Adjuvans garantierte dabei einen besonders hohen Antikörpertiter, da letzteres sich für 

eine verlangsamte Freisetzung des Antigens und für eine verstärkte Immunantwort verantwortlich 

zeichnet (JOHNSTON et al., 1991). 

 Vor der ersten Immunisierung wurden 0,5 ml Antigenlösung (20 ng/µl rekombinantes Protein) 

mit 0,5 ml Freud'schem Adjuvans (complete) emulgiert und anschließend an 8 Stellen subkutan 

injiziert. Für die beiden folgenden Immunisierungen wurde das Antigen mit Freud'schem Adjuvans 

(incomplete) versetzt und injiziert. Jeweils 10 - 12 Tage nach der zweiten bzw. dritten 

Immunisierung wurde dem Versuchstier Blut aus der Ohrvene, zur Überprüfung des Antikörpertiters, 

entnommen (s. 3.2.22.2). Bei Vorlage eines ausreichenden Titers wurden dem Kaninchen 15 ml Blut 

abgenommen. Dieses Blut, wie auch das vor der Immunisierung entnommene, wurde zur 

Serumzubereitung 1 h bei 37°C inkubiert. Im Anschluß an eine weitere einstündige Inkubation, 

diesmal auf Eis, wurde es dann 5 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Nachfolgend ließ 

sich das Serum von geronnenen Blutbestandteilen trennen und wurde bei -20°C gelagert. 
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3.2.22.2 Bestimmung des Antikörpertiters 

 

Zur Überprüfung der Immunisierungseffizienz wurden ELISA-Platten mit dem entsprechenden 

Antigen beschichtet und mit Antiserum - bzw. Präimmunserum für eine Kontrollreaktion - inkubiert. 

Im Anschluß daran wurde gebundener Primärantikörper durch einen weiteren Antikörper detektiert 

und die gebildeten Komplexe durch eine Farbstoffreaktion des an den Sekundärantikörper 

gekoppelten Enzyms sichtbar gemacht. 

 Zum Zweck der Beschichtung von ELISA-Platten wurden 100 µl Antigenlösung (1 µg/ml 

Carbonatpuffer) in die wells einer 96-well Platten pipettiert. Nach einem dreistündigen 

Trocknungsschritt bei RT wurden nichtgebundene Komponenten durch dreimaliges Waschen mit 

PBS entfernt. Anläßlich der Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurden die wells jeweils mit 

150 µl 3 %igem BSA (w/v) in PBS ü. N. bei 4°C inkubiert. Im Anschluß an drei Waschschritte mit 

PBS wurden für die folgende Antikörperreaktion verschiedene Verdünnungen des Präimmun- und 

Antiserums in PBS eingesetzt (1:100 bis 1:2000; für Serum nach der dritten Immunisierung bis 

1:500000). Dazu wurden pro well 100 µl der jeweiligen Verdünnung für 1 h bei RT inkubiert. Nach 

drei weiteren Waschschritten mit PBS wurden in jedes well 100 µl des mit Alkalischer Phosphatase 

konjugierten Anti-Rabbit-Sekundärantikörpers gegeben (1:2000 in PBS verdünnt). Im Anschluß an 

eine 30-minütige Inkubation bei RT und drei folgenden Waschschritten mit PBS wurden 100 µl einer 

gebrauchsfertigen Substratlösung in jedes well pipettiert. Die enzymatisch katalysierte Farbreaktion 

wurde nach 10-minütiger Inkubation im Dunkeln durch Zugabe von 25 µl H2SO4 (1 M) abgestoppt 

und bei 450 nm mit Hilfe eines ELISA-Readers ausgewertet. 

 

Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lösungen: 

 PBS-Puffer: 

  - 137 mM NaCl 

  - 2,7 mM KCl 

  - 9,6 mM Na2HPO4 

  - 1,8 mM KH2PO4 

  auf pH 7,2 einstellen. 

 Carbonatpuffer: 

  - 0,1 M NaHCO3 

  auf pH 9,6 einstellen. 

 Substratlösung: 

 - 1,25 mM Tetramethylbenzidin 

 - 2,2 mM H2O2 
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4 Ergebnisse 
 

4.1 Klonierung und Charakterisierung der cDNA zweier Bcl-2-homologer Proteine 

 aus dem marinen Schwamm Geodia cydonium 

 

Als Regulatoren gehören die Mitglieder der Bcl-2 Familie zu den wichtigsten Komponenten der 

Apoptose, die im Verlauf der Evolution von Nematoden zu Vertebraten konserviert wurden. Der 

Nachweis Bcl-2-homologer Proteine in Schwämmen läßt die Existenz apoptotischer Mechanismen 

schon in diesen, den einfachsten Metazoen, vermuten und eröffnet neue Möglichkeiten für die 

Apoptose-Forschung. 

 

 

4.1.1 Klonierung des GCBHP1 und des GCBHP2 

 

Bcl-2 und seine Homologen sind durch den Besitz mindestens einer von vier Domänen ge-

kennzeichnet, den sog. Bcl-2 Homologie Domänen (BH-Domänen; ADAMS und CORY, 1998). Zur 

Klonierung Bcl-2-homologer Proteine aus G. cydonium, im weiteren Verlauf als BHP bezeichnet, 

wurden daher die Aminosäuresequenzen diverser Bcl-2 Proteine verschiedener Spezies miteinander 

verglichen. Daraufhin wurde ein degenerierter Primer für eine Region mit hohem Anteil konservierter 

Aminosäuren, als BH1-Domäne bekannt, hergestellt (s. 3.2.14). Diese Domäne ist bei vielen 

Vertretern der Bcl-2 Familie anzutreffen. Mittels des degenerierten Rückwärts-Primers BHPdeg R1 

(Nt457 - Nt480 der vollständigen GCBHP1-Sequenz) wurde anschließend, in Verbindung mit dem 

vektorspezifischen Vorwärts-Primer CMVF, ein ca. 580 bp großes Fragment aus der G. cydonium 

cDNA-Bibliothek durch PCR isoliert (s. 3.2.15.1). Nach seiner Ligation und Klonierung wurde 

dieses Fragment sequenziert (s. 3.2.16). Die Sequenz wurde nachfolgend einer Datenbankanalyse 

mittels des BLAST-Algorithmus' unterzogen (s. 3.1.10), woraufhin höchste Homologien zu 

antiapoptotischen Bcl-2 Proteinen, u. a. zum murinen Bcl-xl und dem Bcl-2 Homolog aus Xenopus 

laevis, nachgewiesen werden konnten. Der Einsatz des fragmentspezifischen Vorwärts-Primers 

BHP1 F1 (Nt19 - Nt38 der GCBHP1-Sequenz) und des vektorspezifischen Rückwärts-Primers T7 

lieferte schließlich durch eine erneute PCR den restlichen Teil der GCBHP1-cDNA (inkl. des 

Poly(A)-Schwanzes) als Fragment einer Größe von ca. 1100 bp. Zur Verifikation der kompletten, 

durch primer-walking erhaltenen GCBHP1-Sequenz wurde eine DIG-markierte Sonde mittels 

PCR - unter Verwendung des GCBHP1-spezifischen Rückwärts-Primers BHP1 R2 (Nt539 - Nt559) 

und des vektorspezifischen Vorwärts-Primers CMVF - hergestellt (s. 3.2.15.4). Mit Hilfe dieser 

Sonde (670 bp) wurde die G. cydonium cDNA-Bank nach Klonen des GCBHP1 gescreent 

(s. 3.2.9). Ein Teil der durch das Homologiescreening erhaltenen unabhängigen Klone erwies sich 

nach seiner Sequenzierung als identisch mit jenen durch primer-walking gewonnenen Klonen. 
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GCBHP1: 
          M  A  T  G  S  L  T  C  Y  S  F  T  H  S  P  R  S  V  P  K  R  H      22  
  ATTTTGCATGGCCACTGGGTCACTGACTTGTTACTCCTTCACCCACTCGCCCCGCTCTGTGCCGAAACGCCAT     66  
 
 Q  L  H  Q  R  A  S  P  K  Q  Q  R  A  V  R  G  G  G  E  K  R  M  S  D  D      47  
CAGCTACATCAGCGAGCGTCGCCTAAACAACAGCGAGCAGTCCGCGGAGGAGGAGAGAAGAGAATGAGCGACGAC    141  
 
 P  A  V  V  Q  A  E  F  L  A  K  D  V  V  E  Y  L  L  N  K  E  G  M  S  V      72  
CCAGCCGTAGTCCAGGCGGAGTTCCTCGCTAAGGACGTAGTGGAGTATCTACTAAACAAGGAGGGGATGTCGGTG    216  
 
 N  G  Y  T  D  V  L  P  G  H  L  R  K  V  P  R  K  E  R  Q  C  L  H  E  P      97  
AATGGGTACACGGACGTTCTCCCCGGGCACCTTAGAAAAGTACCACGGAAAGAGAGACAATGTCTACACGAGCCA    291  
 
 S  F  E  Q  A  R  R  Q  I  V  C  G  C  Q  C  I  M  H  Q  H  G  V  E  I  E     122  
TCTTTTGAACAAGCTCGGAGGCAAATCGTCTGCGGGTGTCAATGCATTATGCATCAGCACGGCGTGGAAATAGAG    366  
 
 Q  I  C  M  K  V  D  V  G  D  E  H  L  Y  S  N  V  K  E  A  L  A  T  I  W     147  
CAGATCTGCATGAAAGTGGACGTGGGAGACGAGCACCTTTACTCGAATGTGAAAGAAGCGCTAGCGACAATCTGG    441  
 
 E  E  P  K  N  W  G  R  L  V  S  L  F  V  A  A  Y  Y  L  C  K  R  I  C  D     172  
GAAGAACCGAAAAACTGGGGACGGTTAGTGTCCCTCTTCGTGGCGGCTTACTACCTGTGCAAGAGAATTTGCGAC    516  
 
 E  E  G  E  G  S  E  K  I  D  S  V  I  G  W  L  A  S  F  L  K  E  N  A  V     197  
GAGGAAGGAGAGGGGAGCGAGAAGATTGACAGCGTCATCGGATGGCTGGCCAGTTTTCTGAAGGAAAACGCAGTC    591  
 
 P  W  V  V  E  R  G  G  F  A  G  V  L  Y  G  T  N  I  K  P  Q  A  A  G  A     222  
CCGTGGGTCGTGGAACGTGGCGGCTTTGCTGGTGTGCTCTATGGCACTAACATAAAGCCACAGGCGGCAGGAGCT    666  
 
 A  V  E  D  C  K  S  D  Y  T  K  A  S  L  F  V  T  A  L  G  L  G  A  A  V     247  
GCAGTCGAAGATTGTAAATCTGACTACACAAAAGCCAGTCTATTTGTGACGGCTCTCGGGCTCGGCGCAGCGGTG    741  
 
 V  V  G  T  I  I  G  R  *                                                     255  
GTTGTTGGGACCATCATAGGGAGATAACACATGGAGAACTGTGCCGTTGAATTCACTATTACATTGGACTACATG    816  
 
TGCCATCAGCCCAGCATAATGTTACCCCCCAAGGACAATGGCATAGAGCAGGACTTGAAGATTGTGTGTGTCCAT    891  
TTGTCTTCTCTCACTGTCACCCTCCCTCCTTCTCTACAAATGCTATACTTTCCACCCTTATCACTTTATTTAAAA    966  
ATTCAGAAAATTATAATATGGATAATG(A)n                                                 993  
 
 
GCBHP2: 
  CTTCAGACAGCAAGAAAACCCAAGTCGAGGTTGTGGAAGAAGGACGGCGAGTAGCTGGATCACGTGATCACGA    -37  
 
                                     M  A  A  R  G  S  A  A  P  G  G  R  A      13  
CGGTCGGCGTATTACCGGACGACTGAAGTATTGTTGATGGCAGCTCGGGGATCGGCGGCCCCAGGAGGACGGGCC     39  
 
 N  G  R  F  H  S  R  L  Y  L  Q  N  T  A  V  M  E  E  L  Y  R  R  N  L  S      38  
AACGGCAGATTCCACTCTCGTCTTTATCTCCAAAACACGGCCGTGATGGAGGAGCTCTACAGAAGGAACCTCTCC    114  
 
 E  D  L  V  R  D  N  G  L  S  C  G  G  R  E  Y  W  R  E  P  A  S  T  V  G      63  
GAGGATCTAGTTCGAGACAACGGCCTCTCCTGTGGAGGCCGGGAGTACTGGAGGGAGCCGGCGAGCACGGTTGGG    189  
 
 A  A  S  D  G  L  S  E  E  E  R  R  T  A  A  D  A  A  E  R  M  T  A  V  I      88  
GCTGCCAGCGACGGCCTGAGCGAGGAGGAGAGGCGGACGGCGGCGGATGCGGCCGAGAGGATGACGGCAGTGATA    264  
 
 A  G  T  P  G  I  A  V  E  R  N  V  R  D  F  R  R  G  G  W  D  V  T  P  D     113  
GCTGGAACCCCCGGGATAGCGGTGGAGAGAAATGTCAGAGATTTCAGGCGCGGCGGTTGGGACGTGACCCCTGAC    339  
 
 N  V  E  S  E  F  R  E  V  E  R  R  T  F  S  D  G  V  H  W  G  R  V  I  A     138  
AATGTAGAGTCGGAGTTTAGGGAAGTGGAGAGACGGACGTTCTCAGACGGCGTTCACTGGGGTCGGGTGATAGCG    414  
 
 F  L  A  F  S  M  S  F  A  A  Y  V  N  S  R  G  I  D  G  G  A  Y  S  V  F     163  
TTCCTCGCCTTCTCCATGTCATTCGCTGCGTATGTCAACAGTCGCGGGATAGACGGTGGAGCCTACAGTGTCTTC    489  
 
 N  W  T  L  R  V  L  N  D  S  L  A  D  F  I  Q  R  E  N  G  W  R  G  F  I     188  
AACTGGACGCTGAGGGTGCTGAATGACAGCCTTGCTGACTTCATCCAGAGAGAGAATGGATGGAGAGGATTCATT    564  
 
 V  Y  A  D  T  L  L  R  A  Q  G  S  T  P  P  Q  H  Q  T  R  G  V  W  D  A     213  
GTCTACGCAGACACACTCCTAAGAGCGCAGGGCTCTACACCTCCGCAGCACCAGACAAGAGGAGTGTGGGATGCA    639  
 
 V  A  G  I  G  V  I  G  V  G  T  L  L  A  L  G  M  R  Q  A  F  S  *           235  
GTAGCCGGTATTGGTGTCATTGGTGTTGGGACTCTTCTGGCTCTTGGAATGAGACAAGCTTTTTCATGAGACCCG    714  
 
CTCCTTCCCACGGGGACATCGTGTCAGTGTGTGTGTGAGAGGCTCAGCAGTTATTATTTTCCATTTGGAAACTGG    789  
AATTAGGAGACATTTTGAATCATAATTATGAAAGTC(A)n                                        825  

 
Abb. 4.1: Basen- und abgeleitete Aminosäuresequenzen des GCBHP1 und des GCBHP2. 5'- und 3'-un-
 translatierte Bereich sind blau bzw. grün eingefärbt, kodierende Bereiche sind in schwarzen 
 Lettern dargestellt. Die Numerierung der Nukleotide der kodierenden Bereiche und der 3'-un-
 translatierten Regionen beginnt mit +1 am Start-Codon, jene der Nukleotide der 5'-un-
 translatierten Regionen beginnt direkt hinter dem Start-Codon mit -1. Start- und Stopp-Codons 
 sind fett und letztere durch einen zusätzlichen Stern (*) markiert. 
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Aufgrund der niedrigen Hybridisierungstemperatur (42°C) führte der Einsatz der o. g. Sonde 

zusätzlich zur Detektion weiterer Klone. Diese zeigten im Anschluß an ihre Sequenzierung und eine 

Datenbankanalyse ebenfalls eine deutliche Homologie zum murinen Bcl-xl und dem Bcl-2 Homolog 

aus X. laevis. Die Sequenz wurden daher als GCBHP2 tituliert (s. Abb. 4.1). Northern Blot 

Analysen lieferten eine zusätzliche Bestätigung bezüglich der Vollständigkeit beider cDNAs (s. 4.3). 

 

 

4.1.2 Analysen der Basensequenz und der abgeleiteten Aminosäuresequenz des GCBHP1 

 

Die komplette cDNA des GCBHP1 hat eine Länge von 1000 bp (exklusive des Poly(A)-

Schwanzes) und beinhaltet einen offenen Leserahmen von 765 bp, der für ein potentielles Protein 

von 255 As kodiert. Die kodierende Sequenz ist von einer relativ kurzen 5'-nichtkodierenden Region 

aus 7 bp und einer 3'-nichtkodierenden Region aus 228 bp umgeben (letztere versteht sich inkl. des 

ersten Stopp-Codons bei Nt766 - Nt768 und exkl. des Poly(A)-Schwanzes). 

 Die das Start-ATG umgebende Sequenz entspricht nicht vollständig der für eine optimale 

Translationsinitiation bei Vertebraten verantwortlichen Sequenz (Konsensus: GCCA/GCC-ATGG; 

KOZAK, 1991). An Position -1 ist zwar die minder bedeutende Pyrimidinbase C und an Position +4 

die überaus wichtige Purinbase G vorhanden, jedoch fehlt der Schwammsequenz die gleichermaßen 

wichtige Purinbase A/G an Position -3. Der 3'-nichtkodierende Bereich weist einen recht hohen 

Gehalt an A und T (27,0 % bzw. 38,7 %) innerhalb der letzten 111 bp vor dem Poly(A)-Schwanz 

auf, besitzt jedoch nicht das typische Polyadenylierungssignal AATAAA (ZARKOWER et al., 1986). 

Damit wird ein bei Schwämmen häufig beobachtetes Phänomen bestätigt (PFEIFER et al., 1993). 

Statt der typischen Signalsequenz mag eine rudimentäre Form, AATA (Nt981 - Nt984), deren 

Funktion übernehmen. Weiterhin befindet sich in der 3'-untranslatierten Region ein ATTTA-Motiv 

(Nt959 - Nt963), welches als Indikator für eine kurze mRNA-Halbwertszeit angesehen wird 

(BOERBOOM und SIROIS, 1998). 

 Die abgeleitete Aminosäuresequenz des GCBHP1, im folgenden als BHP1 bezeichnet, umfaßt 

255 As mit einem errechneten Molekulargewicht von 28,164 kDa und einem isoelektrischen Punkt 

bei 7,53. Der errechnete Instabilitätsindex von 43,18 deutet auf ein instabiles Protein hin (PC/GENE, 

1995). Prosite-Analysen haben folgende, allgemeine Motive als potentielle Ziele posttranslationaler 

Modifikationen erkannt: 

1) Phosphorylierung eines Serinrestes durch eine cAMP- oder cGMP-abhängige Proteinkinase 

(Konsensus: [RK](2)-x-[ST]; FERAMISCO et al., 1980): As42 - As45. 

 

2) Phosphorylierung eines Serinrestes durch eine Proteinkinase C (Konsensus: [ST]-x-[RK]; 

KISHIMOTO et al., 1985): As14 - As16, As29 - As31, As178 - As180. 

3) N-Myristoylierung eines Glycinrestes (Konsensus: G-{EDRKHPFYW}-x(2)-[STAGCN]-{P}; 

TOWLER et al., 1988): As4 - As9, As69 - As74, As204 - As209, As208 - As213, As242 - As247, As250 - 

As255. 
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Der Nachweis folgender spezifischer Signaturen verdeutlicht die Zugehörigkeit des BHP1 zur Familie 

der Bcl-2 Proteine: 

1) Die BH1-Domäne (Konsensus: [LVME]-[FT]-x-[GSD]-[GL]-x(1,2)-[NS]-[YW]-G-R-[LIV]-

[LIVC]-[GAT]-[LIVMF](2)-x-F-[GSAE]-[GSARY]; Prosite Acc. No. PS01080): As145 - As164. 

Die Übereinstimmung mit diesem Motiv beträgt ca. 70 %. 

 

2) Die BH2-Domäne (Konsensus: W-[LIM]-x(3)-[GR]-G-[WQ]-[DENSAV]-x-[FLGA]-[LI-

VFTC]; Prosite Acc. No. PS01258): As199 - As210. Die Übereinstimmung mit diesem Motiv beträgt 

75 %. 

 Beide Domänen sind typisch für Vertreter der antiapoptotischen Bcl-2 Subfamilie. Dagegen 

sind diese Domänen nur bei wenigen Mitgliedern der proapoptotischen Fraktion der Bcl-2 Familie, 

der Bax Subfamilie, vorzufinden. BHP1 weist weder die für alle proapoptotischen Bcl-2 Proteine 

charakteristische BH3-Domäne (Konsensus: [LIVAT]-x(3)-L-[KARQ]-x-[IVAL]-G-D-[DESG]-

[LIMFV]-[DENSHQ]-[LVSHRQ]-[NSR]; Prosite Acc. No. PS01259) noch die BH4-Domäne 

(Konsensus: [DS]-[NT]-R-[AE]-[LI]-V-x-[KD]-[FY]-[LIV]-[GHS]-Y-K-L-[SR]-Q-[RK]-G-

[HY]-x-[CW]; Prosite Acc. No. PS01260) auf. 

 Nach der von HARTMANN et al. (1998) entwickelten Methode wird zudem für BHP1 eine, 

für die meisten Bcl-2 Proteine charakteristische Membrantopologie vorhergesagt: As234 - As254 

bilden einen transmembranen Bereich, das Gros des Proteins (As1 - As233), inkl. seines N-Terminus', 

verbleibt dagegen im Cytoplasma (PSORT II, s. 3.1.10). Kennzeichnend für den Membrananker ist 

die Flankierung von je einer geladenen As (K233, R255; BOISE et al., 1993). Die durchschnittliche 

Hydrophobizität dieses transmembranen Segments beträgt 2,07 (KYTE und DOOLITTLE, 1982). 

 Mittels NPSA-Algorithmen (s. 3.1.10) wurden sieben α-helikale Segmente vorhergesagt, 

deren Existenz und relative Position gleichfalls ein markantes Kennzeichen der Bcl-2 Familie darstellt 

(INOHARA et al., 1998): As30 - As35, As48 - As64, As87 - As92, As98 - As104, As135 - As147, As154 -

 As171, As179 - As192. 

 

 

4.1.3 Analysen der Basensequenz und der abgeleiteten Aminosäuresequenz des GCBHP2 

 

Die komplette cDNA des GCBHP2 besitzt eine Länge von 934 bp (exklusive des Poly(A)-

Schwanzes) und beinhaltet einen offenen Leserahmen von 705 bp, der für ein mutmaßliches Protein 

von 235 As kodiert. Der kodierende Bereich wird von einer 5'-nichtkodierenden Region mit einer 

Länge von 109 bp und einer 3'-nichtkodierenden Region mit einer Länge von 120 bp (inkl. des 

ersten Stopp-Codons bei Nt706 - Nt708, exkl. des Poly(A)-Schwanzes) umschlossen. 

 Wie auch im Fall des GCBHP1 entspricht die das Start-ATG umgebende Sequenz nicht 

vollständig der für eine optimale Translationsinitiation bei Vertebraten verantwortlichen Kon-

sensussequenz (GCCA/GCCATGG; KOZAK, 1991). Wieder ist an Position +4 die überaus 

wichtige Purinbase G vorhanden und wieder fehlt an Position -3 die gleichermaßen wichtige 
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Purinbase A/G. Statt dessen tritt sowohl bei GCBHP1 als auch bei GCBHP2 an Position -3 ein T 

auf. Diese unvollständige Übereinstimmung mit der Vertebraten-Konsensussequenz findet sich häufig 

bei Schwammsequenzen (s. z. B. 4.2) und verdeutlicht den Bedarf nach einer modifizierten, an 

niedere Metazoen angepaßten Konsensussequenz. Dies gilt gleichermaßen für das 

Polyadenylierungssignal AATAAA (ZARKOWER et al., 1986), welches häufig der cDNA von 

Schwammgenen abgängig ist (s. 4.1.2 und 4.2 sowie z. B. PFEIFER et al., 1993; WIENS et al., 

1998). Wie auch GCBHP1 ist die GCBHP2-mRNA nahe des Poly(A)-Schwanzes durch einen 

hohen Gehalt an A/T gekennzeichnet (im Fall des GCBHP2 28 % A und 33 % T der letzten 100 bp 

der 3'-nichtkodierenden Region). Zudem lassen sich in diesen Bereichen häufig Variationen bzw. 

Rudimente des Polyadenylierungssignals nachweisen (GCBHP2: AATTA [Nt790 - Nt794], GCBHP1 

(s. 4.1.2): AATA [Nt981 - Nt984], GCSEP1 (s. 4.2): ATTA [Nt1207 - Nt1210]), welche 

möglicherweise dessen Funktion übernehmen (WEMPE et al., 1992). 

 BHP2, das potentielle GCBHP2-Translationsprodukt, besteht aus 235 As mit einem er-

rechneten Molekulargewicht von 25,783 kDa und einem isoelektrischen Punkt von 6,38. Mit einem 

kalkulierten Instabilitätsindex von 33,57 läßt sich BHP2 den stabilen Proteinen zuordnen (PC/GENE, 

1995). Prosite-Analysen des BHP2 haben folgende Sequenzbereiche erkannt, die eine Möglichkeit 

für posttranslationale Modifikationen bieten: 

1) N-Glykosylierung eines Asparaginrestes (Konsensus: N-{P}-[ST]-{P}; MARSHALL, 1972): 

As36 - As39, As164 - As167, As171 - As174. 

 

2) Phosphorylierung eines Threoninrestes durch eine Proteinkinase C (Konsensus: [ST]-x-[RK]; 

KISHIMOTO et al., 1985): As166 - As168. 

 

3) Phosphorylierung eines Tyrosinrestes durch eine Tyrosinproteinkinase (Konsensus: [RK]-x(2,3)-

[DE]-x(3)-Y; HUNTER, 1982): As153 - As160. 

 

4) N-Myristoylierung eines Glycinrestes (Konsensus: G-{EDRKHPFYW}-x(2)-[STAGCN]-{P}; 

TOWLER et al., 1988): As10 - As15, As46 - As51, As130 - As135, As154 - As159, As157 - As162, As209 -

 As214, As223 - As228, As229 - As234. 

 

Weitere Prosite-Analysen offenbarten auch für BHP2, analog zum BHP1, zwei der wichtigsten 

Proteinsignaturen, welche die Bcl-2 Familie kennzeichnen: 

1) Die BH1-Domäne (Konsensus: [LVME]-[FT]-x-[GSD]-[GL]-x(1,2)-[NS]-[YW]-G-R-[LIV]-

[LIVC]-[GAT]-[LIVMF](2)-x-F-[GSAE]-[GSARY]; Prosite Acc. No. PS01080): As126 - As144. 

Die Übereinstimmung mit diesem Motiv beträgt ca. 84 %. 

2) Die BH2-Domäne (Konsensus: W-[LIM]-x(3)-[GR]-G-[WQ]-[DENSAV]-x-[FLGA]-[LI-

VFTC]; Prosite Acc. No. PS01258): As177 - As188. Die Übereinstimmung mit diesem Motiv beträgt 

75 %. 
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BHP2 weist außerdem weder die für proapoptotische Bcl-2 Proteine charakteristische BH3-

Domäne noch die insgesamt selten in Erscheinung tretende BH4-Domäne auf. Auch für das BHP2 

wird nach HARTMANN et al. (1998) die für viele Bcl-2 Proteine markante Membrantopologie 

vorhergesagt: Der größte Teil des BHP2 (As1 - As212) verbleibt im Cytoplasma. Der restliche 

Abschnitt (As213 - As234) stellt einen potentiellen transmembranen Bereich dar, der N-terminal von 

einer geladenen (D212) und C-terminal von einer polaren (S235) Aminosäure flankiert wird (PSORT 

II, s. 3.1.10). Die durchschnittliche Hydrophobizität dieses Membranankers beträgt 1,55 (KYTE und 

DOOLITTLE, 1982). Laut NPSA (s. 3.1.10) werden für BHP2 gleichfalls die für Bcl-2 Proteine 

charakteristischen sieben α-helikalen Regionen vorhergesagt (INOHARA et al., 1998): As25 - As35, 

As70 - As86, As96 - As103, As115 - As124, As137 - As147, As172 - As180, As190 - As196. 

 

 

4.1.4 Vergleiche der Basensequenzen und der abgeleiteten Aminosäuresequenzen des 

 GCBHP1 und des GCBHP2 

 

GCBHP1 und GCBHP2 weisen im Vergleich zu Vertebraten modifizierte Signalsequenzen sowohl 

bezüglich einer optimalen Translationsinitiation als auch bezüglich der Polyadenylierung der mRNA 

auf. Mit einer Größe von 235 As unterscheidet sich das potentielle Translationsprodukt des 

GCBHP2, BHP2, lediglich um ca. 2,4 kDa von jenem des GCBHP1 (255 As). Die 

Sequenzhomologie beider Proteine beläuft sich auf 14 % identische und 31 % ähnliche (bezüglich 

ihrer physikalischen/chemischen Eigenschaften) Aminosäuren. BHP1 und BHP2 verfügen über zwei 

charakteristische Signaturen vieler antiapoptotischer Bcl-2 Proteine: die BH1- und BH2-Domänen, 

welche jedoch in leicht modifizierter Form vorliegen. Auch der Besitz eines transmembranen 

Segments und sieben α-helikaler Bereiche ist ebenfalls kennzeichnend für die Familie der Apoptose-

Regulatoren. Zusätzlich zu diesen Bcl-2-spezifischen Merkmalen sind beide Proteine mit vielfältige 

Signalsequenzen für posttranslationale Modifikationen versehen. Diese Modifikationen sind potentiell 

an der Regulation der Aktivität von Bcl-2 Proteinen beteiligt (KONOPLEVA  et al., 1999). 

Insbesondere die Phosphorylierung eines Serins (As70 des humanen Bcl-2, As71 des BHP1 und As70 

des BHP2) scheint an der Aktivierung zu partizipieren (ITO et al., 1997). 
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Abb. 4.2: Aminosäuresequenzvergleich der BH-Proteine aus G. cydonium, BHP1_GC und BHP2_GC. 

 Identische bzw. ähnliche (bez. physikalischer/chemischer Eigenschaften) Aminosäuren wurden 
 schwarz unterlegt (BLOSUM 62 Matrix; HENIKOFF und HENIKOFF, 1992). Die für Bcl-2 Proteine 
 charakteristischen BH-Domänen und transmembranen Bereiche (TM) wurden markiert. 
 

Die Sequenzhomologie des BHP1 bzw. des BHP2 zu anderen pro- und antiapoptotischen Mit-

gliedern der Bcl-2 Familie beträgt durchschnittlich 9 % bzw. 10 % identische und 21 % bzw. 23 % 

ähnliche Aminosäuren. In separaten Ansätzen wurden die Sequenzen der funktional bedeutsamen 

BH1- und BH2-Domänen sowie des transmembranen Bereichs verschiedener Bcl-2 Proteine 

diverser Spezies mit den entsprechenden Regionen des BHP1 und des BHP2 verglichen. Hierfür 

wurden die Aminosäuresequenzen der BH1-Domänen von BHP1 (As144 - As165) und BHP2 (As124 -

 As145) aus G. cydonium mit den korrespondierenden Domänen antiapoptotischer Bcl-2 Proteine 

aus C. elegans (CED9_CAEEL: As158 - As180, Acc. No. P41958), X. laevis (AR11_XENLA: 

As100 - As121, Acc. No. Q91828), M. musculus (BCLX_MOUSE: As128 - As149, Acc. No. 

AAC53459), H. sapiens (BCL2_HUMAN: As135 - As156, Acc. No. P10415; BCLW_HUMAN: 

As84 - As105, Acc. No. Q92843; MCL1_HUMAN: As251 - As273, Acc. No. Q07820; 

BFL1_HUMAN: As76 - As98, Acc. No. Q16548), C. coturnix (NR13_COTJA: As73 - As95, Acc. 

No. Q90343) und proapoptotischer Bcl-2 Proteine aus H. sapiens (BAK_HUMAN: As116 - As137, 

Acc. No. 1096082; HRK_HUMAN: As1 - As20, Acc. No. AAC34931), M. musculus 

(MTD_MOUSE: As112 - As133, Acc. No. AAC53582; BAXA_MOUSE: As97 - As119, Acc. No. 

Q07813; BAD_MOUSE: As137 - As159, Acc. No. A55671) und R. rattus (BOK_RAT: As69 -

 As90, Acc. No. AAC61928) alignt (s. Abb. 4.3). 

 Für einen Vergleich der BH2-Domänen (s. Abb. 4.4) wurden die entsprechenden Domänen 

des BHP1 (As195 - As216) und des BHP2 (As173 - As193) aus G. cydonium den Aminosäure-

sequenzen der korrespondierenden Domänen antiapoptotischer Bcl-2 Proteine aus C. elegans 

(CED9_CAEEL: As210 - As231), X. laevis (AR11_XENLA: As149 - As170), M. musculus 

(BCLX_MOUSE: As177 - As198), H. sapiens (BCL2_HUMAN: As184 - As205; BCLW_HUMAN: 

As133 - As154; MCL1_HUMAN: As301 - As322; BFL1_HUMAN: As129 - As150), C. coturnix 

(NR13_COTJA: As123 - As144) und proapoptotischer Bcl-2 Proteine aus H. sapiens 
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(BAK_HUMAN: As166 - As186; BIK_HUMAN: As118 - As140, Acc. No. Q13323; NBK_HU-

MAN: As118 - As140, Acc. No. AAC79124), M. musculus (MTD_MOUSE: As161 - As182; 

BAXA_MOUSE: As147 - As167; BAD_MOUSE: As172 - As193) und R. rattus (BOK_RAT: As118 -

As139) gegenübergestellt. 

 Schließlich wurden die Aminosäuresequenzen der potentiellen Membrananker des BHP1 

(As234 - As255) und des BHP2 (As213 - As235) aus G. cydonium mit jenen antiapoptotischer Bcl-2 

Proteine aus C. elegans (CED9_CAEEL: As260 - As280), X. laevis (AR11_XENLA: As182 - As202), 

M. musculus (BCLX_MOUSE: As211 - As233), H. sapiens (BCL2_HUMAN: As217 - As239; 

BCLW_HUMAN: As170 - As193; MCL1_HUMAN: As329 - As350; BFL1_HUMAN: As152 - As175), 

C. coturnix (NR13_COTJA: As156 - As177) und proapoptotischer Bcl-2 Proteine aus H. sapiens 

(BAK_HUMAN: As191 - As211; BIK_HUMAN: As138 - As160; HRK_HUMAN: As69 - As91), 

M. musculus (MTD_MOUSE: As188 - As213; BAXA_MOUSE: As171 - As192) und R. rattus 

(BOK_RAT: As146 -As170) verglichen (s. Abb. 4.4). 

 

 
Abb. 4.3: Aminosäuresequenzvergleich der BH1-Domäne des BHP1_GC und des BHP2_GC aus 

 G. cydonium mit der jeweils entsprechenden Domäne antiapoptotischer Bcl-2 Proteine aus 
 C. elegans (CED9_CAEEL), X. laevis  (AR11_XENLA), M. musculus (BCLX_MOUSE), 
 H. sapiens (BCL2_HUMAN; BCLW_HUMAN; MCL1_HUMAN; BFL1_HUMAN), C. coturnix 
 (NR13_COTJA) und proapoptotischer Bcl-2 Proteine aus H. sapiens (BAK_HUMAN; HRK_HU-
 MAN), M. musculus (MTD_MOUSE; BAXA_MOUSE; BAD_MOUSE) und R. rattus (BOK_RAT). 
 Die nach der BLOSUM 62 Matrix (HENIKOFF und HENIKOFF, 1992) vorgenommene Farbmar-
 kierung zeigt den Grad der Übereinstimmung (Schwarz = 100 %, Rot ≥ 60 %, Grün ≥ 30 % kon-
 servierte Aminosäuren). 
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Abb. 4.4: Aminosäuresequenzvergleich der BH2-Domäne und des transmembranen Bereichs des BHP1_-

 GC und des BHP2_GC aus G. cydonium mit den entsprechenden Regionen antiapoptotischer 
 Bcl-2 Proteine aus C. elegans (CED9_CAEEL), X. laevis  (AR11_XENLA), M. musculus (BCLX_-
 MOUSE), H. sapiens (BCL2_HUMAN; BCLW_HUMAN; MCL1_HUMAN; BFL1_HUMAN), 
 C. coturnix (NR13_COTJA) und proapoptotischer Bcl-2 Proteine aus H. sapiens (BAK_HUMAN; 
 BIK_HUMAN; HRK_HUMAN; NBK_HUMAN), M. musculus (MTD_MOUSE; BAXA_MOUSE; 
 BAD_MOUSE) und R. rattus (BOK_RAT). Die nach der BLOSUM 62 Matrix (HENIKOFF und HE-
 NIKOFF, 1992) vorgenommene Farbmarkierung zeigt den Grad der Übereinstimmung (Schwarz = 
 100 %, Rot ≥ 60 %, Grün ≥ 30 % konservierte Aminosäuren). 
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In o. a. Ansätzen erwiesen sich die BH-Domänen der Bcl-2 Homologen des Schwammes (und 

anderer Spezies) als bedeutend konservierter als im Vergleich der kompletten Sequenzen. Glei-

chermaßen enthüllte die Analyse der transmembranen Bereiche eine Konservierung, die sich jedoch 

weniger auf das Vorkommen bestimmter Aminosäuren an spezifischen Positionen bezieht. Vielmehr 

sind diese Membrananker durch einen hohen Anteil hydrophober Aminosäuren gekennzeichnet und 

werden zusätzlich an ihrem 3'-Ende häufig von einer geladenen Aminosäure flankiert. In folgenden 

Analysen wurden die Vergleiche der gesamten BHP1- und BHP2-Sequenz (bzw. jene ihrer 

Domänen und Membrananker) mit den funktional untergliederten Bcl-2 Proteinen (bzw. mit deren 

Domänen und Membranankern) statistisch ausgewertet (s. Tab. 4.1). Sowohl im Vergleich der 

einzelnen BH-Domänen als auch bei der Analyse der kompletten Sequenzen zeigten beide 

Schwammproteine eine geringfügig höhere Homologie zu der antiapoptotischen Subfamilie. Dieses 

Ergebnis lieferte zwar einen ersten Hinweis hinsichtlich der antiapoptotischen Funktion beider 

Proteine, reichte jedoch für eine gesicherte funktionale Klassifizierung nicht aus. Eine Sequenzanalyse 

bisher bekannter Bcl-2 Proteine unterschiedlicher Spezies, unabhängig von den Schwammproteinen, 

bestätigte diese Erkenntnis: Im allgemeinen sind weder die Mitglieder der pro- noch der 

antiapoptotischen Bcl-2 Subfamilien untereinander durch einen wesentlich höheren Gehalt 

identischer/ähnlicher Aminosäuren gekennzeichnet als im Vergleich zu den jeweiligen funktionalen 

Antagonisten (s. auch ADAMS und COREY, 1998). 

 
 antiapoptotische Bcl-2 

Proteine 
proapoptotische Bcl-2 

Proteine 
 identische As 

(%) 
ähnliche As 

(%) 
identische As 

(%) 
ähnliche As 

(%) 
Gesamt:     

 BHP1 10 25 7 17 

 BHP2 12 24 9 21 
BH1:     

 BHP1 29 53 27 45 

 BHP2 36 62 24 48 
BH2:     

 BHP1 17 34 17 31 

 BHP2 25 44 19 37 
TM:     

 BHP1 12 35 13 31 

 BHP2 11 26 11 29 

 
Tab. 4.1: Durchschnittlicher Anteil identischer bzw. ähnlicher (bez. physikalischer/chemischer 

Eigenschaften) Aminosäuren der gesamten Sequenz, der BH-Domänen und des transmembranen 
Ankers (TM) des BHP1 und des BHP2 aus G. cydonium. Für den Vergleich wurden die in Abb. 4.3 
und 4.4 aufgeführten, funktional untergliederten Bcl-2 Proteine herangezogen. 
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4.2 Klonierung und Charakterisierung des molekularen Markers Septin (GCSEP1) 

 aus G. cydonium 

 

Septine bilden eine Familie konservierter Proteine, die bereits in einer Vielfalt eukaryotischer 

Organismen (Vertebraten und Invertebraten) identifiziert werden konnten (XIONG et al., 1999). Ihre 

Beteiligung an Zellteilung und Cytokinese hat der Familie zu ihrem Namen verholfen (LONGTINE et 

al., 1996; FIELD und KELLOGG, 1999). Die Klonierung des Septin-Homologs aus G. cydonium im 

Rahmen dieser Arbeit lieferte ein wichtiges Werkzeug zur Kontrolle der Proliferation und der Vitalität 

von Schwammzellen. Hierbei wurde insbesondere die Expression der Septin-mRNA unter 

Streßbedingungen der selektiven Expression bestimmter Streßmarker gegenübergestellt (s. 4.3). 

 

 

4.2.1 Klonierung des GCSEP1 

 

Bisher bekannte Homologe des Septins weisen in N-terminaler Nähe ein ATP/GTP-Bindestel-

lenmotiv auf, welches als P-Loop bezeichnet wird (SARASTE et al., 1990). Der Aminosäure-

sequenzvergleich der Septine unterschiedlicher Spezies bestätigte den konservierten Charakter 

dieses Motivs und rechtfertigte die Plazierung eines degenerierten Rückwärts-Primers in dieser 

Region (s. 3.2.14; Septindeg R1, Nt82 - Nt110 der vollständigen Sequenz). In Verbindung mit dem 

vektorspezifischen Vorwärts-Primer T3 konnte ein Fragment mit der Größe von ca. 280 bp aus der 

Geodia cydonium cDNA-Bibliothek durch PCR amplifiziert werden (s. 3.2.15.1). Dieses Fragment 

wurde, nach seiner Klonierung in den Vektor pGEM-T, sequenziert (s. 3.2.10.2, 3.2.11 und 

3.2.16). Die ermittelte Sequenz wurde über Similaritätssuchprogramme mit den in verschiedenen 

Datenbanken (s. 3.1.10) gespeicherten Gensequenzen verglichen. Hierbei wurde das Fragment als 

Teil eines humanen und eines D. melanogaster Septin-Homologen identifiziert. Unter Verwendung 

eines fragmentspezifischen Vorwärts-Primers (Septin F1, Nt-3 - Nt16), in Verbindung mit dem 

bankspezifischen Rückwärts-Primer CMVR, wurde schließlich durch PCR die restliche cDNA des 

G. cydonium Septins bis zu ihrem Poly(A)-Schwanz aus der cDNA-Bank isoliert und sequenziert 

(s. 3.2.15 und 3.2.16). Der Primer Septin F1 wurde weiterhin in Verbindung mit dem Rückwärts-

Primer Septin R2 (Nt776 - Nt796) zur Herstellung einer DIG-markierten Sonde mittels PCR eingesetzt 

(s. 3.2.15.4). Mit Hilfe dieser Sonde (799 bp) wurde die G. cydonium cDNA-Bank nach kom-

pletten Klonen des Septins gescreent, um die bisherige Sequenz von G. cydonium, im weiteren 

Verlauf als GCSEP1 bezeichnet, zu verifizieren (s. 3.2.9). Die durch das Homologiescreening 

gewonnenen unabhängigen Klone erwiesen sich dabei als in ihrer Sequenz identisch mit jenen der 

durch primer-walking erhaltenen. Mittels Northern Blot Analysen wurde die Vollständigkeit der 

isolierten GCSEP1-cDNA überprüft (s. 4.3). 
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GCSEP1: 
    CTCGCGCCGTGTACTAGGTGTGTCTCCTTTGGTTGTGGAGGAGAGAGCGAGCTTGTTTGCACACCTTGTGA     13  
 
             M  S  D  Q  L  G  F  H  N  L  P  F  L  A  H  R  K  S  V  K  R      21  
CTGAGCAGCAAGATGAGCGACCAGCTAGGATTCCACAACCTCCCCTTTCTGGCCCACAGAAAGTCTGTGAAGCGC     63  
 
 G  F  E  F  T  L  M  V  V  G  E  S  G  L  G  K  S  T  L  I  Q  S  L  F  L      46  
GGATTCGAGTTCACGCTCATGGTTGTCGGCGAGTCAGGTCTCGGAAAGTCCACGCTCATCCAGTCCCTTTTCCTG    138  
 
 T  N  F  F  G  N  K  T  S  P  P  A  G  E  R  I  A  Q  T  V  S  I  D  A  T      71  
ACCAACTTCTTTGGCAACAAAACGTCGCCTCCAGCCGGCGAGCGGATAGCTCAGACTGTGAGTATTGATGCTACC    213  
 
 T  V  D  I  E  E  K  G  V  K  L  R  L  T  V  V  D  T  P  G  F  G  D  A  V      96  
ACTGTGGACATAGAGGAGAAAGGAGTCAAGCTGAGACTGACTGTAGTGGACACACCCGGTTTTGGAGACGCTGTC    288  
 
 N  N  E  L  C  W  Q  P  V  I  D  Y  C  N  E  K  Y  D  Q  Y  L  R  D  E  S     121  
AACAACGAACTGTGCTGGCAGCCAGTGATAGACTACTGCAATGAAAAGTACGACCAGTACCTGAGAGACGAGTCA    363  
 
 G  L  N  R  R  N  I  E  D  H  R  V  H  C  C  L  Y  F  I  N  P  L  G  H  G     146  
GGCCTCAACCGAAGAAACATTGAAGATCATCGCGTCCACTGTTGCCTCTACTTCATCAACCCTCTGGGTCACGGA    438  
 
 L  K  P  L  D  I  E  F  M  K  Q  L  H  N  L  V  N  I  I  P  V  I  A  K  A     171  
CTGAAGCCGCTGGACATAGAGTTCATGAAGCAGCTCCATAACCTGGTCAACATCATTCCTGTCATAGCCAAGGCG    513  
 
 D  T  L  T  P  K  E  I  K  A  L  K  I  K  I  M  N  E  I  Q  E  N  G  I  K     196  
GACACCCTCACACCCAAGGAAATCAAGGCCCTGAAGATAAAGATAATGAACGAGATCCAGGAGAATGGGATCAAG    588  
 
 I  Y  T  G  E  T  D  D  D  E  D  D  N  P  D  I  K  E  L  K  E  I  I  P  F     221  
ATCTACACTGGAGAGACAGACGATGATGAAGATGACAACCCTGACATCAAGGAGCTCAAGGAGATAATACCGTTT    663  
 
 A  V  V  G  S  N  T  L  L  E  V  N  G  K  R  V  R  G  R  L  Y  P  W  G  V     246  
GCGGTGGTGGGGAGTAATACACTGCTGGAGGTGAACGGGAAGAGAGTGAGAGGGAGACTCTACCCCTGGGGAGTG    738  
 
 V  E  V  E  N  K  D  H  C  D  F  V  K  L  R  T  M  L  I  R  T  H  M  Q  D     271  
GTGGAAGTTGAGAATAAGGATCACTGTGACTTTGTCAAGTTGCGGACGATGCTTATCAGGACCCACATGCAAGAC    813  
 
 L  K  D  Y  T  Q  D  V  H  Y  E  N  F  R  K  K  K  L  M  Q  G  S  P  G  R     296  
CTGAAAGACTACACTCAAGACGTCCACTACGAGAACTTCAGGAAAAAGAAACTCATGCAGGGCTCTCCTGGGCGC    888  
 
 K  V  S  E  Y  T  D  Y  N  V  G  G  T  P  D  E  A  A  K  A  A  A  L  Q  A     321  
AAGGTCTCAGAGTACACAGACTACAATGTTGGTGGGACACCTGATGAAGCGGCAAAGGCAGCTGCTCTCCAGGCC    963  
 
 K  E  K  E  L  E  E  M  R  R  Q  M  A  L  L  Q  A  Q  L  R  G  A  Q  Q  S     346  
AAAGAGAAAGAGCTGGAAGAGATGCGACGACAAATGGCTCTACTACAGGCTCAACTCCGCGGGGCACAGCAGAGT   1038  
 
 D  A  V  *                                                                    349  
GACGCAGTCTGATGTTCACAATTTTCCCTGGAACTCACTACTATATATATATTTCTATTAGTACATTACCTATTG   1113  
 
ACGTAGCCTCGACACAGCACTTGCTTGCTCTGTGAATGATCATTGCATTGCGTGACTGTTTACAACACAAGTTAT   1188  
TTCACAGAATTCTAGGATATTATTGATATTGTATTTTCACTACATGCATGTAGCAGTCATTCAACTTTTATAGAT   1263  
GTA(A)n                                                                        1266  

 

Abb. 4.5: Basen- und abgeleitete Aminosäuresequenz des GCSEP1. 5'- und 3'-untranslatierte Bereiche sind 

 blau bzw. grün eingefärbt, der kodierende Bereich ist in schwarzen Lettern dargestellt. Die Nu-
 merierung der Nukleotide des kodierenden Bereichs und der 3'-untranslatierten Regionen be-
 ginnt mit +1 am Start-Codon, jene der Nukleotide der 5'-untranslatierten Region beginnt direkt 
 hinter dem Start-Codon mit -1. Start- und Stopp-Codon sind fett und letzteres durch einen zusätz-
 lichen Stern (*) markiert. 

 

 

4.2.2 Analysen der Basensequenz und der abgeleiteten Aminosäuresequenz des GCSEP1 

 

Die komplette cDNA des GCSEP1 hat eine Länge von 1349 bp (exklusive des Poly(A)-

Schwanzes) und beinhaltet einen potentiellen offenen Leserahmen von 1047 bp, der für ein 

mutmaßliches Protein von 349 As kodiert. Vor diesem Abschnitt liegt ein 5'-nichtkodierender 

Bereich von 83 bp; hinter dem ersten Stopp-Codon bei Nt1048 - Nt1050 befindet sich ein 3'-nicht-

kodierender Bereich mit zusätzlich 216 bp, gefolgt von dem Poly(A)-Schwanz. Wie bereits in 4.1.2 
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und 4.1.3 dargestellt, entspricht auch hier die Sequenz, welche das Start-ATG umgibt, nicht 

vollständig der von KOZAK (1991) ermittelten Konsensussequenz. Zwar folgt GCSEP1 in Position 

-4 (C) und in der wichtigen Position -3 (A) der Konsensussequenz - Untersuchungen der 

Translationsstartpunkte primitiver Eukaryoten haben vielfach eine Konservierung des A an Position 

-3 belegt (YAMAUCHI, 1991) - jedoch fehlt der Schwammsequenz an Position +4 die 

gleichermaßen wichtige Purinbase G. Anstelle dieser befindet sich hier die Purinbase A. Analog dem 

GCBHP1 und GCBHP2 läßt die GCSEP1-Sequenz das typische Polyadenylierungssignal 

AATAAA (ZARKOWER et al., 1986) vermissen. Stellvertretend übernimmt evtl. eine Variation der 

Sequenz, z. B. ATTA (Nt1207 - Nt1210), die Signalfunktion. Zudem zeichnet sich der 3'-

nichtkodierende Bereich wiederum durch einen hohen Gehalt an A und T (28,6 % bzw. 37,6 %) 

innerhalb der letzten 210 bp vor dem Poly(A)-Schwanz aus. 

 SEP1_GC, das mutmaßliche Translationsprodukt des GCSEP1, umfaßt 349 As mit einem 

Molekulargewicht von 39,6 kDa. Sein isoelektrischer Punkt liegt bei 5,86. Der errechnete 

Instabilitätsindex von 37,32 deutet auf ein stabiles Protein hin (PC/GENE, 1995). Die Sequenz des 

SEP1_GC besitzt vielfältige Möglichkeiten für posttranslationale Modifikationen (z. B. 

Phosphorylierung, Glykosylierung und Myristoylierung), die im Zusammenhang mit der Identifizierung 

des GCSEP1 jedoch eine weniger wichtige Rolle spielen. Wesentlicher ist dagegen das Vorkommen 

und die Lokalisation einer als P-Loop bezeichneten ATP/GTP-Bindestelle (As31 - As38, 

Konsensussequenz: [AG]-x(4)-G-K-[ST]; SARASTE et al., 1990) sowie einer coiled-coil Region 

(As311 - As349, Algorithmus nach LUPAS et al. [1991]). Beide Strukturen sind charakteristisch für 

Septine (NEUFELD und RUBIN, 1994), wenn auch nicht einzigartig. Ihre Existenz und Positionierung 

innerhalb des SEP1_GC, in Zusammenhang mit der deutlichen Sequenzhomologie zu anderen 

Septinen (durchschnittlich 57 % identische bzw. 72 % ähnliche Aminosäuren), lieferte jedoch einen 

untrüglichen Hinweis auf die Zugehörigkeit des GCSEP1 zu dieser Familie. 

 

 

4.3 Analyse der GCBHP2-Transkription nach Einwirkung verschiedener Stressoren 

 auf G. cydonium 

 

Als filtrierende Organismen sind Schwämme einer Vielfalt an cytotoxischen Substanzen ausgesetzt, 

zu welchen u. a. auch Tributyltin (TBT), ein organisches Derivat des Zinns, gehört. Diese Toxine und 

weitere extreme Einflüsse aus der Umwelt (z. B. Temperaturänderungen) lösen bei Schwämmen und 

vielen anderen Organismen Streßreaktionen aus und induzieren Apoptose (BATEL et al., 1993; 

STRIDH et al., 1999). In diesem Zusammenhang wurde der Einfluß von TBT und Hitzeschock, eines 

chemischen und eines physikalischen Stressors, auf die Expression der GCBHP2-mRNA untersucht. 

Zur Überprüfung der Streßantwort wurde parallel die Transkription eines etablierten Streßmarkers, 

des GCHSP-70 aus G. cydonium (KOZIOL et al., 1997) sowie eines Markers der Zellproliferation 

und -vitalität (FIELD und KELLOGG, 1999), des Septin-Homologs GCSEP1 aus G. cydonium 

(s. 4.2), verfolgt. 
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Für die o. a. Untersuchungen wurde Schwammgewebe bis zu 8 h TBT (1 µM) bzw. bis zu 5 h einer 

Temperatur von 26°C ausgesetzt (s. 3.2.1.2). Die anschließend aus den Proben isolierte RNA 

(s. 3.2.5.2) wurde in jeweils gleicher Konzentration (5 µg) auf Agarosegelen aufgetrennt (s. 3.2.6 

und 3.2.7.2) und auf Membranen geblottet (s. 3.2.12). Mit markierten Sonden (s. Tab. 4.2) 

hybridisierte mRNA konnte daraufhin, nach Verwendung eines enzymgekoppelten Anti-DIG-

Antikörpers und Substratzugabe, durch Chemilumineszenz detektiert werden (s. 3.2.13). Die auf 

Röntgenfilmen sichtbar gemachten Banden wiesen die für jedes Transkript spezifischen Größen auf: 

GCBHP2 (ca. 1,2 kb), GCHSP-70 (ca. 2,1 kb) und GCSEP1 (ca. 1,4 kb). Anschließend erfolgte 

die quantitative Erfassung der Bandenstärken mittels densitometrischer Analysen. Zur Überprüfung 

sowohl der aufgetragenen Konzentrationen als auch der Unversehrtheit der RNA wurde ribosomale 

RNA im Anschluß an ihre gelelektrophoretische Auftrennung mit Toluidinblau gefärbt (s. 3.2.7.4). 

Neben der 28 S- und 18 S-rRNA des Schwammes wurde auch 23 S- und 16 S-rRNA identifiziert. 

Bei diesen handelte es sich um kontaminierende RNA prokaryotischer Kommensalen und 

Symbionten der Schwämme (WILKINSON et al., 1980; ALTHOFF et al., 1998). 

 

Sonde Vorwärts-Primer Rückwärts-Primer Größe (bp) 

GCBHP2 BHP2 F1 (Nt83 - Nt101) BHP2 R1 (Nt648 - Nt668) 586 

GCHSP-70 HSP F1 (Nt303 - Nt323) HSP R1 (Nt1044 - Nt1064) 762 

GCSEP1 Septin F1 (Nt-3 - Nt16) Septin R2 (Nt776 - Nt796) 799 

 
Tab. 4.2: Verwendete Primerkombinationen zur Sondenherstellung und Größe der durch PCR 

gewonnenen DIG-markierten Fragmente. 
 

Nachdem zu Beginn des Experiments (Zeitpunkt 0) keine GCBHP2- und GCHSP70-Expression 

detektiert wurde, war innerhalb von 6 h, als Antwort auf den Streßfaktor TBT, eine relativ 

gleichmäßige Steigerung der GCBHP2-Transkription auf ca. 40 % zu verzeichnen. Erst im Verlauf 

der nächsten 2 h erfolgte ein sprunghafter Anstieg auf 100 %. GCHSP-70 zeigte im Gegensatz dazu 

bereits nach 1 h eine Erhöhung der Transkriptionsrate von 0 % auf ca. 30 %, die nach 4 - 6 h ca. 

80 % und letztendlich nach 8 h 100 % erreichte. 

 Unter Hitzeeinwirkung schnellte dagegen die Transkriptionsrate des GCBHP2 innerhalb einer 

Stunde von 0 % auf 70 % und erreichte schließlich binnen der nächsten 4 h 100 %. Im gleichen Zug 

stieg die Transkriptionsrate des GCHSP-70 während der ersten Stunde an, jedoch von 0 % auf 

"nur" 30 % und kletterte schließlich gegen Ende der Inkubationszeit auf 100 %. 

 Im Kontrast zu diesen deutlichen Streßreaktionen veränderte sich der steady-state level der 

Transkription des Referenzgens GCSEP1 unter dem Einfluß beider Stressoren innerhalb der 

Versuchsdauer kaum (durchschnittlich nur 6 %). Dies zeugte von einer - trotz Streßeinwirkung - 

intakten Zellproliferation und ungehemmten Expression des Haushaltsgens. 
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Abb. 4.6: Nachweis und quantitative Erfassung der Transkripte des GCBHP2, GCHSP-70 und GCSeptin 

 nach Einwirkung von TBT auf G. cydonium. Im Zuge des Northern Blottings wurden die Tran-
 skripte durch spezifische, markierte Sonden detektiert und auf Röntgenfilm visualisiert. Die In-
 tensitäten wurden jeweils mit dem stärksten Signal korreliert, welches den höchsten Level der 
 Expression reflektierte und gleich 100 % gesetzt wurde. Eine parallele Anfärbung ribosomaler 
 RNA garantierte den Einsatz intakter RNA und gleicher Konzentrationen. Die rRNA-Sedimenta-
 tionskoeffizienten sowie die Bandengrößen der eingesetzten RNA-Marker (Bahn M1 - M3) sind 
 rechts außen angegeben. Bahn a: RNA aus G. cydonium-Kontrolle. Bahn b - g: RNA aus G. cy-
 donium nach 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 6 h und 8 h TBT-Inkubation. 

 

 

GCHSP-70

GCBHP2

GCSeptin

rRNA

a cb d fe g M1 M2 M3 kb

0,3
0,6

1,6

2,8
5,3

0,3
0,6

1,9
2,8

5,3

0,3
0,6

1,6
2,8

0 21 3 64 8 h

100 8896 94 9991 93%

0 2928 63 8178 100%

0 176 29 33 41 100%

1,0

1,0

1,0

S

23

18

28

16

 



Ergebnisse 

 95

 
Abb. 4.7: Nachweis und quantitative Erfassung der Transkripte des GCBHP2, GCHSP-70 und GCSeptin 

 nach Einwirkung von Hitze auf G. cydonium. Im Zuge des Northern Blottings wurden die Tran-
 skripte durch spezifische, markierte Sonden detektiert und auf Röntgenfilm visualisiert. Die In-
 tensitäten wurden jeweils mit dem stärksten Signal korreliert, welches den höchsten Level der 
 Expression reflektierte und gleich 100 % gesetzt wurde. Eine parallele rRNA-Färbung ermög-
 lichte die Überprüfung der RNA-Integrität sowie der eingesetzten Konzentrationen. Die rRNA-
 Sedimentationskoeffizienten sowie die Bandengrößen der verwendeten Marker-RNA (Bahn M1 - 
 M3) sind rechts außen angegeben. Bahn a: RNA aus G. cydonium-Kontrolle. Bahn b - f: RNA aus 
 G. cydonium nach 1 h, 2 h, 3 h, 4 h und 5 h Hitzeschock. 
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Nach einer Verlängerung der TBT- bzw. Hitzeinkubationsdauer (> 12 h bzw. > 8 h) oder einer 

Erhöhung der TBT-Konzentration (> 10µM) bzw. der Hitzeschocktemperatur (> 30°C) konnten 

keine Transkripte mehr detektiert werden. 

 

 

4.4 Analyse der GCBHP2-Translation nach Einwirkung verschiedener Stressoren 

 auf G. cydonium 

 

Der Nachweis eines spezifischen Proteins aus Schwammextrakten mittels immunologischer 

Methoden hatte die Entwicklung eines Antikörpers zur Voraussetzung. Die Grundlage für die 

Herstellung eines solchen Antikörpers stellte die Expression eines rekombinanten Proteins dar, 

welches als immunisierendes Antigen eingesetzt werden konnte. 

 

 

4.4.1 Expression eines rekombinanten BHP2-Fusionsproteins und Herstellung eines poly-

 klonalen BHP2-Antikörpers 

 

Unter Verwendung der beiden Primer BHP2 proEX F1 (Nt83 - Nt103) und BHP2 proEX R1 (Nt639 -

Nt659), welche durch Überhänge die zur Klonierung in den bakteriellen Expressionsvektor pQE32 

benötigten Restriktionsschnittstellen besaßen, wurde ein GCBHP2-Fragment aus der cDNA-

Bibliothek amplifiziert (s. 3.2.15). Dieses beinhaltete den zentralen Bereich der GCBHP2-cDNA 

(Nt83 - Nt659) und umfaßte somit auch die konservierten Domänen BH1 und BH2 (s. 4.1.4). Der 

transmembrane Bereich des BHP2 wurde dagegen nicht einbezogen, da solche stark hydrophoben 

Abschnitte einerseits häufig mit Membrankomponenten der Bakterienzelle interagieren und toxische 

Effekte hervorrufen (QIAGEN, 1998). Andererseits beeinflussen die Membrananker die Löslichkeit 

rekombinanter Bcl-2 Proteine (SCHENDEL et al., 1997). Nach erfolgter Ligation über die 

Schnittstellen BamH I/Sal I in den Expressionsvektor und Transformation kompetenter E. coli XL1-

Blue Zellen mit dem resultierenden Konstrukt wurde die Expression des Fusionsproteins durch 

IPTG-Zugabe induziert. Im Anschluß an eine Lyse der Bakterien in guanidinhaltigem Puffer konnte 

dieses Fusionsprotein mit Hilfe seines, vom Vektor kodierten, N-terminalen Oligohistidinschwanzes 

(His-Tag) über Ni-NTA-Affinitätschromatographie aus den Bakterien präpariert werden 

(s. 3.2.17). Der Nachweis des Proteins erfolgte über SDS-Page (Trenngel: 15 % Polyacrylamid, 

Sammelgel: 6 % Polyacrylamid; s. 3.2.20 und Abb. 4.8A) als Bande auf der Höhe seines 

errechneten Molekulargewichts von 23,5 kDa (PC/GENE, 1995). Eine zusätzliche Bestätigung der 

Authentizität der Bande ermöglichte ein gegen den N-terminalen His-Tag gerichteter Antikörper. 

Dazu wurde die Proteinbande auf eine PVDF-Membran im Semi-Dry Blotting Verfahren 

transferiert. Die durch eine folgende Inkubation der Membran mit dem Anti-His-Antikörper 

(1:10000 verdünnt) erzeugten Antigen-Antikörper-Komplexe ließen sich daraufhin mit Hilfe eines 

enzymgekoppelten Sekundärantikörpers und durch Zugabe eines entsprechenden 
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Chemilumineszenz-Substrats detektieren (s. 3.2.21 und 3.2.13). Auch auf diese Weise wurde das 

rekombinante Protein wieder als Bande auf der Höhe seines errechneten Molekulargewichts 

nachgewiesen (s. Abb. 4.8B). 

 

 
Abb. 4.8: Nachweis des oligohistidinmarkierten BHP2-Fusionsproteins. A: bakterielles Lysat vor der In-

 duktion mit IPTG (-, Bahn a), nach der Induktion mit IPTG (+, Bahn b) und durch Affinitäts-
 chromatographie aufgereinigtes Fusionsprotein (Bahn c) wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. 
 Die Proteine wurden durch Coomassie Brilliant-Blue detektiert. B: gelelektrophoretisch aufge-
 trenntes und auf eine Membran geblottetes rekombinantes BHP2 wurde durch ein System aus 
 Anti-His-Ak, POD-gekoppeltem Sekundärantikörper und Chemilumineszenz-Substrat detektiert. 
 Die Größen der Broad Range Marker-Banden sind angegeben; der Pfeil deutet auf die das Fu-
 sionsprotein repräsentierende Bande. 

 

Die anschließende Gewinnung des polyklonalen Antiserums wurde durch dreimalige Immunisierung 

eines Kaninchens mit je 10 µg rekombinanten BHP2 im Abstand von jeweils 4 Wochen in die Wege 

geleitet (s. 3.2.22.1). Ein ELISA-Verfahren mit antigenbeschichteten Multiwell-Platten ermöglichte 

die Überprüfung der Immunisierungseffizienz eine Woche nach jeder Injektion (s. 3.2.22.2). Dabei 

wurden die nach Zugabe des Antiserums gebildeten Antigen-Antikörper-Komplexe durch die 

Aktivität eines mit einem Sekundärantikörper gekoppelten Enzyms detektiert und die Spezifität des 

BHP2-Antikörpers bestätigt. 

 

 

4.4.2 Einfluß von TBT und Hitze auf die GCBHP2-Proteinexpression 

 

Für die Untersuchungen der BHP2-Expression unter Streß wurde Schwammgewebe den gleichen, 

bereits unter 4.3. zur Analyse der GCBHP2-Transkription erläuterten Bedingungen ausgesetzt. 
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Allerdings wurden die Schwämme im Anschluß an die jeweilige Streßinduktion nicht sofort 

verarbeitet, sondern für 18 h in ein Regenerationsbecken überführt. Dieser Schritt sollte den 

Schwämmen genügend Zeit für eine veränderte Proteinexpression gewähren. Die anschließend 

hergestellten Proteinextrakte wurden in gleicher Konzentration in einem SDS-Polyacrylamidgel 

aufgetrennt (Trenngel: 15 % Polyacrylamid, Sammelgel: 6 % Polyacrylamid) und auf eine PVDF-

Membran im Semi-Dry Blotting Verfahren transferiert (s. 3.2.20 und 3.2.21). Im Anschluß an eine 

Inkubation der Membran mit dem BHP2-Antiserum wurden die Antigen-Antikörper-Komplexe mit 

Hilfe eines POD-gekoppelten Sekundärantikörpers und durch Zugabe eines Chemilumineszenz-

Substrats dokumentiert (s. 3.2.13). Die dabei detektierten Banden auf der Höhe des errechneten 

BHP2-Molekulargewichts lieferten hierbei einen zusätzlichen Beweis der Spezifität des Antiserums. 

 

 
Abb. 4.9: GCBHP2-Proteinexpression von G. cydonium nach Streßeinwirkung. Proteinextrakte aus TBT- 

(A) und hitzegeschocktem (B) Schwammgewebe wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. An-
schließend wurde im Zuge des Western Blotting Verfahrens BHP2 (Pfeil) mit einem System aus 
polyklonalem BHP2-AK und POD-gekoppeltem Sekundärantikörper nach Substratzugabe 
mittels Chemilumineszenz detektiert. Die Größen der relevanten Broad Range Marker-Banden 
sind angegeben. Die Intensitäten wurden jeweils mit dem stärksten Signal korreliert, welches den 
höchsten Level der Expression reflektierte und gleich 100 % gesetzt wurde. 

 A: Bahn a: G. cydonium-Kontrolle, Bahn b - g: G. cydonium nach 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 6 h und 8 h 
 TBT-Inkubation. 
 B: Bahn a: G. cydonium-Kontrolle, Bahn b - f: G. cydonium nach 1 h, 2 h, 3 h, 4 h und 5 h 
 Hitzeschock. 

 

Analog den Northern Blot Studien konnte auch auf Translationsebene eine durch Hitzeschock und 

TBT-Inkubation induzierte Expression des GCBHP2 festgestellt werden. Die quantitative Analyse 

der Ergebnisse mittels densitometrischer Methoden offenbarte einen durch Hitze verursachten 

Sprung der GCBHP2-Translation innerhalb von nur einer Stunde auf 78 %. Dieser Wert erfuhr in 

den folgenden 4 h eine lediglich leichte Steigerung auf 100 %. Im Gegensatz dazu löste TBT eine 
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anfangs nur zögerliche BHP2-Expression aus, die 3 h nach Versuchsbeginn 30 % nicht überschritt, 

innerhalb der nächsten Stunde jedoch 61 % und nach 8 h 100 % erreichte. 

 

 

4.5 GCBHP2-Proteinexpression in Säugetierzellen 

 

Die Transfektion von Säugetierzellen mit einem GCBHP2-Expressionskonstrukt bildete im Rahmen 

dieser Arbeit die Grundlage anschließender Funktionsanalysen des BHP2. Im Hinblick auf derartige 

Analysen umging die Expression des Schwammproteins in einem heterologen System - den 

Säugetierzellen - dabei die häufig bei der Überexpression eines endogenen Proteins in einem 

homologen System auftretenden Schwierigkeiten. Zudem konnten Rückschlüsse bezüglich der 

Konservierung der apoptotischen Mechanismen getroffen werden, die eine Beteiligung des BHP2 

involvieren. Zusätzlich garantierte der Einsatz einer stabil transfizierten Zellinie standardisierte 

Bedingungen und Reproduzierbarkeit. 

 

 

4.5.1 Herstellung eines Expressionskonstrukts und Transfektion von Säugetierzellen 

 

Unter Verwendung der beiden genspezifischen Primer BHP2 euEX F1 (Nt-42 - Nt-23) und 

BHP2 euEX R1 (Nt676 - Nt696), welche durch Überhänge die zur Klonierung in den eukaryotischen 

Expressionsvektor pcDNA3 benötigten Restriktionsschnittstellen besaßen, wurde ein GCBHP2-

Fragment aus der cDNA-Bibliothek amplifiziert (s. 3.2.15). Dieses erstreckte sich von Nt-42 - Nt696 

über den kompletten open reading frame (inkl. Start-Methionin) des GCBHP2. Der Rückwärts-

Primer verfügte zudem zwischen der GCBHP2-spezifischen Sequenz und der C-terminalen 

Restriktionsschnittstelle über einen für sechs Histidinreste kodierenden Abschnitt (His-Tag), gefolgt 

von einem artifiziellen Stopp-Codon. Ersteres ermöglichte eine Identifizierung des exprimierten 

Proteins unter Verwendung kommerzieller Anti-His-Antikörper, während letzteres zum Abbruch der 

Translation nach der Oligohistidinsequenz führte und somit ein Anfügen zusätzlicher, unerwünschter 

Aminosäuren am C-Terminus vermied. Nach erfolgter Ligation über die Schnittstellen Kpn I/Xba I in 

den Expressionsvektor wurden humane und murine Zellen (HEK-293, NIH/3T3) mit dem 

resultierenden Konstrukt transfiziert bzw. mit dem leeren Vektor mock-transfiziert (s. 3.2.18). Da 

der Expressionsvektor transfizierten Zellen eine Neomycin-Resistenz vermittelte, konnten diese durch 

Zugabe des Neomycin-Analogons G418 selektiert werden. Nach etwa zwei Wochen überlebten nur 

stabil transfizierte Zellen. Dabei zeichneten sich insbesondere GCBHP2-transfizierte HEK-293 

Zellen, unabhängig vom Untergrundmaterial, durch ein geclustertes Wachstum und die Bildung 

fociartiger Strukturen aus. Mock-transfizierte Zellen, welche den Expressionsvektor ohne Insert 

enthielten, wiesen dagegen keine Veränderung im Wachstumsverhalten auf und breiteten sich 

homogen auf ihrer Unterlage aus. 
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Abb. 4.10: Wachstumsmuster stabil transfizierter HEK-293 Zellen. Zellen wurden mit dem Expressionsvektor 

ohne Insert (mock-Transfektion; Bild A, B) bzw. mit dem GCBHP2-Expressionskonstrukt (Bild C, 
D) stabil transfiziert. Erstere zeigten dabei die für HEK-293 Zellen typische, gleichmäßige 
Verteilung auf der Unterlage, letztere wiesen ein lokal geballtes Wachstum auf.  

 Vergrößerungen: A/C: 40fach, B/D: 100fach. 

 

 

4.5.2 Überprüfung der Transkription des transfizierten Expressionskonstrukts 

 

Zur Kontrolle der GCBHP2-Expression wurde aus GCBHP2-transfizierten und mock-transfizierten 

Zellen Gesamt-RNA isoliert (s. 3.2.5.1). Diese wurde in einem zweiten Schritt unter Zuhilfenahme 

einer Reversen Transkriptase und eines Oligo(dT)-Primers in einzelsträngige cDNA umgeschrieben 

(s. 3.2.15.5) und stand anschließend für den Nachweis der Transkription des GCBHP2-

Vektorinserts zur Verfügung. Dazu wurden in einer Standard-PCR (s. 3.2.15.1) die GCBHP2-

spezifischen Primer BHP2 RTPCR F1 (Nt-10 - Nt11) und BHP2 RTPCR R1 (Nt560 - Nt580) eingesetzt, 

um ein 590 bp-Fragment aus der cDNA GCBHP2-transfizierter Zellen zu amplifizieren, welches die 

Transkription des GCBHP2 reflektierte. Dieses Fragment ließ sich dagegen in der cDNA mock-

transfizierter Zellen nicht nachweisen. Als Kontrolle wurde in einer parallelen Reaktion die 

Transkription eines Haushaltsgens, jenes der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

(GAPDH; Acc. No. NM002046), überprüft. Hierbei wiesen die beiden spezifischen Primer 

GAPDHF (Nt445 - Nt464) und GAPDHR (Nt895 - Nt915) das erwartete Fragment von 471 bp sowohl 

in der cDNA GCBHP2- als auch mock-transfizierter Zellen nach (s. Abb. 4.11). 
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Abb. 4.11: Überprüfung der GCBHP2-Transkription in HEK-293 Zellen mittels Ethidiumbromidfärbung 

 gelelektrophoretisch aufgetrennter RT-PCR-Produkte. Im Anschluß an eine RNA-Isolation aus 
 mock-transfizierten (-, Bahn a und c) und GCBHP2-transfizierten (+, Bahn b und d) HEK-293 
 Zellen wurde durch RT-PCR, mit Hilfe zweier spezifischer Primer, nur in GCBHP2-transfizierten 
 Zellen das 590 bp große Fragment des GCBHP2-Transkripts nachgewiesen (Bahn b). In einer 
 Kontrollreaktion wurde sowohl aus GCBHP2- als auch aus mock-transfizierten Zellen ein 471 bp 
 großes Fragment des GAPDH-Transkripts durch GAPDH-spezifische Primer amplifiziert (Bahn c 
 und d). In Bahn M sind die Banden der DNA-Leiter GeneRuler dargestellt. 

 

 

4.5.3 Kontrolle der GCBHP2-Proteinexpression 

 

Im Anschluß an die Überprüfung der GCBHP2-Transkription in transfizierten Zellen mußte 

gleichfalls die Expression des Konstrukts auf Proteinebene kontrolliert werden. Dazu wurde sich 

zweier Methoden bedient, welche auf dem Prinzip der indirekten Immundetektion beruhten und sich 

des BHP2-Antikörpers bedienten. 

 

 

4.5.3.1 Western Blot Analysen 

 

Für Untersuchungen der GCBHP2-Proteinexpression wurden Proteinextrakte aus 2,5 × 106 

GCBHP2-transfizierten bzw. mock-transfizierten HEK-293 Zellen in Laemmli-Puffer hergestellt 

(s. 3.2.20.1). Im Anschluß an eine Auftrennung der Extrakte durch SDS-PAGE (Trenngel: 15 % 

Polyacrylamid, Sammelgel: 6 % Polyacrylamid) wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran im 

Semi-Dry Blotting Verfahren geblottet (s. 3.2.20 und 3.2.21). Nach Blockierung unspezifischer 

Bindungsstellen konnte der Nachweis der GCBHP2-Proteinexpression durch eine indirekte 

Immundetektion geführt werden. Hierfür wurden im Anschluß an eine Inkubation mit dem 

polyklonalen BHP2-Antikörper (1:10000 verdünnt) die gebildeten Antigen-Antikörper-Komplexe 

durch einen POD-gekoppelten Sekundärantikörper und durch Zugabe eines entsprechenden 

a c d M b
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Chemilumineszenz-Substrats detektiert (s. 3.2.13). Dabei wurde in den Extrakten GCBHP2-

transfizierter Zellen eine Bande auf der erwarteten Höhe von 26 kDa nachgewiesen, welche das 

translatierte Produkt des GCBHP2 widerspiegelte (errechnetes Molekulargewicht: 26,3 kDa; 

PC/GENE, 1995). In Extrakten mock-transfizierter Zellen konnte dagegen diese Proteinbande nicht 

detektiert werden. 

 

 
Abb. 4.12: Überprüfung der GCBHP2-Proteinexpression in HEK-293 Zellen durch Western Blot Analysen. 

 Extrakte mock-transfizierter (Bahn a) und GCBHP2-transfizierter (Bahn b) HEK-293 Zellen glei-
 chen Proteingehalts wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf Membranen geblottet. An-
 schließend wurde das rekombinante BHP2 auf der Höhe seines errechneten Molekulargewichts 
 durch ein System aus polyklonalem BHP2-Ak, POD-gekoppeltem Sekundärantikörper und 
 Chemilumineszenz-Substrat in Extrakten GCBHP2-transfizierter Zellen detektiert (Pfeil). Rechts 
 sind die Größen der wichtigsten Broad Range Marker-Banden angegeben. 

 

 

4.5.3.2 Immuncytochemische Analysen 

 

Auch für Untersuchungen der BHP2-Proteinexpression durch immuncytochemische Analysen wurde 

der polyklonale BHP2-Antikörper genutzt. Dazu wurden stabil transfizierte Zellen (GCBHP2- bzw. 

mock-transfiziert) nach Erreichen einer 50 %igen Konfluenz auf Deckgläsern fixiert und 

permeabilisiert (s. 3.2.19). Im Anschluß an eine Inkubation mit dem BHP2-Antikörper (1:1000 

verdünnt) - oder wahlweise mit einem Anti-His-Antikörper (1:400) - wurden gebildete Antigen-

Antikörper-Komplexe mit Hilfe eines Sekundärantikörpers detektiert, der mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff Indocarbocyanin (Cy3) gekoppelt war. Nach entsprechender Exzitation 

(553 nm) emittierte dieser Farbstoff Licht (575 nm), das die mikroskopische Identifizierung 

exprimierender Zellen erlaubte. GCBHP2-transfizierte Zellen zeigten hierbei im Gegensatz zu mock-

transfizierten Zellen eine deutliche Färbung (s. Abb. 4.13). 
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Abb. 4.13: Mikroskopische Analyse der GCBHP2-Proteinexpression in HEK-293 Zellen mittels Immun-

 fluoreszenz. Stabil mock-transfizierte Zellen (Bild A, B, E, F) bzw. GCBHP2-transfizierte Zellen 
 (Bild C, D, G, H) wurden auf Deckgläsern fixiert. Anschließend erfolgte eine Färbung der Zellen 
 durch ein System aus polyklonalem BHP2-Antikörper und fluorochromgekoppeltem Sekundär-
 antikörper bei entsprechender Lichtanregung. Bild A, C, E, G: Nomarsky-Lichtmikroskopie. Bild 
 B, D, F, H: Fluoreszenzmikroskopie. Vergrößerungen: A - D: 40fach, E - H: 200fach. 

 

 

4.6 Funktionsanalyse des BHP2 in transfizierten Zellen 

 

Bcl-2 Proteine sind durch den Besitz wenigstens einer von vier konservierten Domänen ge-

kennzeichnet. Mit der Ausnahme eines viralen Proteins verfügen alle Mitglieder der antiapoptotischen 

Bcl-2 Subfamilie wenigstens über die Domänen BH1 und BH2, jene der proapoptotischen 

Subfamilien weisen dagegen zumindest die BH3-Domäne auf (ADAMS und CORY, 1998). 
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GCBHP2, das Bcl-2 Homolog aus G. cydonium, verfügt zwar über BH1 und BH2 und läßt BH3 

vermissen (s. 4.1.3). Trotzdem läßt sich die Präsenz/Absenz einzelner Domänen nicht unbedingt mit 

der spezifischen Funktion (pro- oder antiapoptotisch) eines Bcl-2 Proteins korrelieren (s. 4.1.4). 

Unabhängig der strukturellen Analysen verschaffen daher erst Funktionsassays Aufklärung. 

Üblicherweise werden dafür Zellen eingesetzt, die das zu untersuchende Protein mittels Transfektion 

überexprimieren bzw. - wie im Fall des BHP2 - de novo produzieren. Hierfür wird im Anschluß an 

eine Apoptose-Induktion die Zahl überlebender Zellen in Relation zu jener mock-transfizierter Zellen 

gebracht. Eine erhöhte Vitalität unter Streßeinwirkung gilt bereits als erstes Zeichen einer 

antiapoptotischen Wirkung des zu analysierenden Proteins. Zur Spezifizierung seiner Wirkung wird 

sich in einem weiteren Assay der Caspasen bedient, welche als wichtigste Effektoren der Apoptose 

von Bcl-2 Proteinen reguliert werden (YUAN et al., 1993; VAUX, 1997). Die Korrelation von 

erhöhter Zellvitalität und verminderter Caspase-Aktivierung unter apoptoseinduzierenden 

Bedingungen läßt auf den Einfluß eines antiapoptotischen Proteins schließen. 

 

 

4.6.1 Überprüfung der GCBHP2-Proteinexpression im Verlauf der Apoptose-Induktion 

 

Die Durchführung der o. a. Funktionsassays wurde erst im Anschluß an eine Kontrolle der 

GCBHP2-Expression - sowohl auf Transkriptions- als auch auf Translationsebene - in transfizierten 

HEK-293 Zellen ermöglicht (s. 4.5.2 und 4.5.3). Zudem mußte die GCBHP2-Proteinexpression 

unter den gewählten Streßmodalitäten die gesamte Versuchsdauer garantiert sein. Hierfür wurden 

GCBHP2-transfizierte HEK-293 Zellen den gleichen apoptoseinduzierenden Bedingungen 

ausgesetzt, welche auch in späteren Funktionsanalysen angewandt werden sollten (s. 3.2.2.3). Nach 

einer Inkubation von bis zu 92 h unter dem Einfluß von 0,25 µM TBT bzw. unter Serumentzug 

wurden aus je 6 × 104 Zellen Proteinextrakte in Laemmli-Puffer hergestellt (s. 3.2.20.1). Die 

Extrakte wurden anschließend einer SDS-PAGE unterzogen (Trenngel: 15 % Polyacrylamid, 

Sammelgel: 6 % Polyacrylamid), woraufhin die aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran im 

Semi-Dry Blotting Verfahren transferiert werden konnten (s. 3.2.20 und 3.2.21). Nach Blockierung 

unspezifischer Bindungsstellen wurden die durch Inkubation mit dem BHP2-Antikörper (1:10000) 

gebildeten Antigen-Antikörper-Komplexe mittels eines enzymgekoppelten Sekundärantikörpers 

detektiert. Diese Komplexe ließen sich im Anschluß an die Zugabe eines entsprechenden Substrats 

als Banden auf einem Röntgenfilm visualisieren (s. 3.2.13). Hierdurch konnte schließlich der 

Nachweis einer gleichmäßigen GCBHP2-Proteinexpression während der gesamten Versuchsdauer 

(bis zu 92 h) sowohl unter dem Einfluß des einen als auch des anderen Apoptose-Induktors geführt 

werden (s. Abb. 4.14). 
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Abb. 4.14: Überprüfung der GCBHP2-Proteinexpression transfizierter HEK-293 Zellen unter dem Einfluß 

 apoptoseinduzierender Bedingungen. Extrakte gleichen Proteingehalts aus Zellen, die bis zu 
 92 h TBT-haltigem bzw. serumfreiem Medium (0 % FCS) ausgesetzt worden waren, wurden gel-
 elektrophoretisch aufgetrennt. Der Nachweis des rekombinanten BHP2 erfolgte durch indirekte 
 Immundetektion auf Western Blots als Bande bei ca. 26 kDa in allen Extrakten (Pfeil). Die 
 gleichmäßige Bandenstärke verdeutlichte die konstante GCBHP2-Expression während der ge-
 samten Versuchsdauer sowohl unter dem Einfluß von TBT (Bahn b - e) als auch unter Serument-
 zug (Bahn f - i). Bahn a enthält den Proteinextrakt nichtinduzierter Zellen. Die Größen der 
 wichtigsten Broad Range Marker-Banden (Bahn M) sind angegeben. 

 

 

4.6.2 Vitalitätstest: Einfluß selektiver Stressoren auf die Vitalität GCBHP2-transfizierter Zellen 

 

In einer ersten Testreihe sollten potentielle Effekte der GCBHP2-Expression auf transfizierte Zellen 

untersucht werden. Hierfür wurde die Zellvitalität GCBHP2-transfizierter und mock-transfizierter 

HEK-293 Zellen unter dem Einfluß spezifischer Stressoren untersucht und verglichen. Für diese 

Funktionsanalysen des GCBHP2 wurden 1,5 × 104 stabil GCBHP2-transfizierte bzw. mock-

transfizierte HEK-293 Zellen (s. 3.2.18) in die Vertiefungen einer 24-well Platte ausgesät. Nach 

24 - 48 h wurden die Zellen zwecks Apoptose-Induktion serumfreiem Medium bzw. 0,25 µM TBT 

ausgesetzt und verblieben bis zu 92 h unter dem Einfluß beider Stressoren (s. 3.2.2.3). In parallelen 

Ansätzen blieben jeweilige Kontrollzellen unbehandelt. Die Probenentnahme erfolgte in definierten 

Zeitabständen, woraufhin die Zahl lebender Zellen quantifiziert und auf jene der Kontrollen bezogen 

wurde (s. 3.2.2.4). Das eingesetzte Trypanblau gestattete hierbei die mikroskopische 

Unterscheidung unbeschädigter, vitaler Zellen (farblos) von toten/sterbenden Zellen mit geschädigter 

Zellmembran/apoptotischer Morphologie (blau) sowie deren quantitative Erfassung mittels einer 

Zählkammer. 
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Abb. 4.15: Vitalität stabil GCBHP2-transfizierter und mock-transfizierter HEK-293 Zellen unter dem Ein-

 fluß apoptoseauslösender Bedingungen. Die Zellen wurden bis zu 92 h in TBT-haltigem Medium 
 (0,25 µM TBT) bzw. unter Serumentzug inkubiert. Nach den jeweils angegebenen Zeiträumen 
 wurde die Zahl vitaler Zellen mit Hilfe von Trypanblau mikroskopisch festgestellt. Die Zahl über-
 lebender GCBHP2- bzw. mock-transfizierter Zellen wurde anschließend auf jene der Kontrollen 
 (ebenfalls GCBHP2- bzw. mock-transfiziert) prozentual bezogen. Grüne Säulen geben die Vitali-
 tät GCBHP2-transfizierter und rote Säulen die Vitalität mock-transfizierter Zellen an. Die Resul-
 tate repräsentieren die Mittelwerte aus mindestens drei Experimenten. 
 

Zu allen Zeitpunkten demonstrierten GCBHP2-transfizierte HEK-293 Zellen, unter dem Einfluß der 

Stressoren TBT und Serumentzug, eine deutlich erhöhte Resistenz im Vergleich zu mock-

transfizierten Zellen. So überlebten nur 1,93 % der mock-transfizierten Zellen 92 h Serumentzug und 

sogar nur 1,15 % 92 h TBT-Inkubation. Unter den gleichen Bedingungen verschaffte BHP2 

GCBHP2-transfizierten Zellen einen Vorteil, der sich in Überlebensraten von 11 % und 15,7 % 

äußerte. Damit bewiesen diese Zellen eine maximal sechs- bzw. vierzehnmal höhere Vitalität als die 

nichtexprimierenden Zellen (s. Tab. 4.3). Somit wurde ein Hinweis auf eine mögliche 

antiapoptotische Wirkung des GCBHP2 geliefert. 
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Inkubationsdauer 

(h) 

Ratio vitaler Zellen: 
GCBHP2-transfiziert / mock-transfiziert 

(×-fach) 
 TBT Serumentzug 

0 1,0 1,0 

22 1,5 2,3 

45 2,6 2,6 

68 3,8 5,0 

92 13,7 5,7 

 
Tab. 4.3: Vitalitätsvergleich GCBHP2- und mock-transfizierter Zellen unter dem Einfluß von TBT bzw. 

 unter Serumentzug nach ausgewählten Zeitpunkten. 
 

 

4.6.3 Caspase-Assay: Einfluß selektiver Stressoren auf die Caspase-Aktivität GCBHP2-

 transfizierter Zellen 

 

Durch die Proteolyse einer Vielfalt zellulärer Proteine führen Caspasen irreversibel zum Zelltod und 

zählen in dieser Funktion zu den wichtigsten Effektoren der Apoptose. Aktivierte Initiator-Caspasen 

(z. B. Caspase-1, -4 und -9) lösen in einer kaskadeartigen Reaktion die Aktivierung von Effektor-

Caspasen aus (z. B. Caspase-3 und -6), welche wiederum ihre spezifischen Substrate 

proteolysieren. Eine Messung der Caspase-Aktivitäten erlaubt daher die quantitative Erfassung der 

Apoptose. Unter den Caspasen eignet sich hierfür insbesondere die Caspase-3, die eine zentrale 

Position innerhalb der Caspase-Kaskade einnimmt. Sie prozessiert diverse Procaspasen und wird 

selbst von vielen Caspasen aktiviert (FALEIRO et al., 1997; ENARI et al., 1996). Für die 

Untersuchungen wird sich eines modifizierten Substrats der Caspase bedient, welches nach seiner 

Spaltung ein Fluorochrom freisetzt. Im Anschluß an eine entsprechende Exzitation (355 nm) führt das 

Fluorochrom zur Lichtemission (460 nm) proportional seiner freigesetzten Konzentration. 

 1,5 × 105 GCBHP2- bzw. mock-transfizierte HEK-293 Zellen wurden in die Vertiefungen 

einer 6-well Platte ausgesät. Nach 24 - 48 h erfolgte durch Serumentzug bzw. durch Zugabe von 

0,25 µM TBT die Apoptose-Induktion (s. 3.2.2.3). Anschließend verblieben die Zellen bis zu 92 h 

unter dem Einfluß des jeweiligen Induktors. Kontrollzellen blieben in parallelen Ansätzen 

unbehandelt. In definierten Zeitabständen wurden Proben entnommen, die Zellen lysiert und die 

Proteinkonzentrationen bestimmt. Aliquots wurden mit dem modifizierten Peptid Ac-DEVD-AMC 

inkubiert, welches die Zielsequenz der Caspase-3 imitiert (NICHOLSON et al., 1995). Die nach der 

Spaltung des Substrats emittierte Fluoreszenz wurde schließlich mittels eines Fluorometers gemessen 

und bezüglich der Proteinkonzentrationen relativiert (s. 3.2.2.5). 
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Abb. 4.16: Caspase-3-Aktivität in GCBHP2- und mock-transfizierten HEK-293 Zellen bei TBT-Behandlung 

 bzw. unter Serumentzug. Die durch die katalytische Aktivität der Caspasen erzeugte Fluoreszenz 
 wurde nach bis zu 92 h gemessen. Die erhaltenen Werte wurden anschließend in Relation zu je-
 nen der unbehandelten Kontrollen gebracht, welche gleich 100 % gesetzt worden waren. Grüne 
 Säulen reflektieren die relative Caspase-Aktivität GCBHP2-transfizierter und rote Säulen jene 
 der mock-transfizierten HEK-293 Zellen. 
 

Unter dem Einfluß beider Apoptose-Induktoren (Serumentzug und TBT) konnte ein Anstieg der 

Caspase-3-Aktivität sowohl bei mock- als auch bei GCBHP2-transfizierten Zellen nachgewiesen 

werden (s. Abb. 4.16). Dieser Anstieg vollzog sich bei mock-transfizierten Zellen allerdings weitaus 

dramatischer als bei BHP2-exprimierenden Zellen: Innerhalb von 68 h nach Serumentzug bzw. TBT-

Zugabe konnte bei ersteren eine Zunahme auf 372 % bzw. 390 % verzeichnet werden, bei letzteren 

dagegen nur auf 212 % bzw. 210 %. In den nachfolgenden Stunden fiel die Enzymaktivität in beiden 

Fällen wieder ab (GCBHP2-transfizierte Zellen: 176 % bzw. 156 %, mock-transfizierte Zellen: 

279 % bzw. 240 %). Zu jedem Zeitpunkt bewiesen mock-transfizierte Zellen jedoch einen 

signifikant höheren Grad der Caspase-3-Aktivierung als im Vergleich zu BHP2-exprimierenden 

Zellen (s. Tab. 4.4). 
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Inkubationsdauer 

(h) 

Ratio zellulärer Caspase-3-Aktivität: 
mock-transfiziert / GCBHP2-transfiziert 

(×-fach) 
 TBT Serumentzug 

0 1,0 1,0 

22 1,3 1,6 

45 1,9 2,1 

68 1,9 1,8 

92 1,5 1,6 

 
Tab. 4.4: Vergleich der Caspase-3-Aktivität GCBHP2- und mock-transfizierter Zellen unter dem Einfluß 

 von TBT bzw. bei Serumentzug nach ausgewählten Zeitpunkten. 
 

 

4.7 Subzelluläre Lokalisation des BHP2 in GCBHP2-transfizierten Zellen 

 

Antiapoptotische Mitglieder der Bcl-2 Familie residieren überwiegend in mitochondrialen 

Membranen und lassen damit im Vergleich zu proapoptotischen Mitgliedern, welche meistens im 

Cytoplasma vorzufinden sind, eine unterschiedliche subzelluläre Lokalisation erkennen (GROSS et al., 

1998; HOCKENBERY et al., 1990). 

 Nachdem für BHP2-exprimierende Zellen unter apoptoseinduzierenden Bedingungen sowohl 

eine erhöhte Zellvitalität als auch eine verminderte Caspase-Aktivierung festgestellt werden konnte 

(s. 4.6), sollte die Korrelation dieser Effekte mit der für antiapoptotische Bcl-2 Proteine 

charakteristischen subzellulären Lokalisation überprüft werden. Für diese immuncytochemischen 

Untersuchungen wurden stabil transfizierte, GCBHP2-exprimierende NIH/3T3 Zellen nach Erreichen 

einer 50 %igen Konfluenz auf Deckgläsern fixiert und permeabilisiert (s. 3.2.19). Im Anschluß daran 

wurde das rekombinante, His-markierte BHP2 durch einen Anti-His-Ak (1:400) und ein 

mitochondriales Markerprotein (p33/gC1qR; DEDIO et al., 1998) durch einen Anti-p33/gC1qR-Ak 

(1:20) detektiert. Die daraufhin gebildeten Antigen-Antikörper-Komplexe wurden mittels 

fluorochromgekoppelter, speziesspezifischer Sekundärantikörper visualisiert (Anti-Mouse-Cy3 im 

Fall des BHP2, Anti-Rabbit-FITC im Fall des p33). Nach entsprechender Exzitation emittierten 

diese Farbstoffe Licht (s. 3.2.19.2), das eine Lokalisation der gebildeten Immunkomplexe erlaubte. 

Die zelluläre Verteilung der BHP2-Immunkomplexe erschien hierbei als nahezu identisch mit jener 

der p33/gC1qR-Immunkomplexe, welche die für Mitochondrien charakteristische Gewichtung 

cytoplasmatischer und perinukleärer Bereiche erkennen ließ (s. Abb. 4.17). Die dadurch 

verdeutlichte Kolokalisation des BHP2 mit dem mitochondrialen Marker gab daher Aufschluß über 

eine Assoziation des Schwammproteins mit den Mitochondrien transfizierter Zellen. 
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Abb. 4.17: Immunfluoreszenzanalysen der Lokalisation des GCBHP2-Proteins in stabil transfizierten 

NIH/3T3-Zellen. Auf Deckgläsern fixierte, BHP2-produzierende Zellen wurden mit einem System 
aus Anti-His- und Anti-p33/gC1qR-Antikörpern sowie zwei speziesspezifischen Sekundäranti-
körpern (Cy3- bzw. FITC-gekoppelt) behandelt. Nach entsprechender Lichtanregung erschienen 
BHP2-Antikörper-Komplexe rot (Bild A), Antikörper-Komplexe mit dem mitochondrialen 
Markerprotein p33/gC1qR erschienen grün (Bild B). Nahezu identische Färbemuster lassen eine 
Kolokalisation des BHP2 und des p33/gC1qR erkennen. Vergrößerung: 1000fach. 
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5 Diskussion 
 

Der Begriff Apoptose umschreibt eine morphologisch distinkte Form des Zelltods, die in einem 

enzymatisch regulierten, energieaufwendigen Prozeß vollzogen wird (RAFF, 1992; STELLER, 1995). 

Ausgelöst durch eine Fülle physiologischer und pathologischer Stimuli (s. Tab. 1.1), sind 

apoptotische Mechanismen in die Entwicklung eines Organismus', die Aufrechterhaltung der 

Gewebshomöostase, die Immunabwehr und die Entfernung beschädigter Zellen involviert (WYLLIE et 

al., 1980; GOLSTEIN et al., 1991; VAUX et al., 1994; ABASTADO, 1996). Die Teilnahme der 

Apoptose an einer derartigen Vielfalt von Vorgängen verdeutlicht die Erfordernis nach komplexen 

Signaltransduktionswegen, die allerdings häufig in einer zentralen Kontrollstelle zusammenlaufen 

(MCCONKEY und ORRENIUS, 1996). Dieser Kontrollpunkt setzt sich aus den verschiedenen 

Mitgliedern einer regulatorisch tätigen Familie, der Bcl-2 Familie, zusammen. Basierend auf 

strukturellen Besonderheiten ermöglicht die Multifunktionalität der zahlreichen Homologen des Bcl-2 

die Wahrnehmung ihrer pro- und antiapoptotischen Aufgaben in vielfältigen Wirkungsbereichen 

(REED, 1997). Hierbei scheint das Verhältnis aktiver pro- und antiapoptotischer Familienmitglieder 

über das weitere Schicksal der Zelle zu entscheiden (OLTVAI et al., 1993). Überwiegen erstere, 

wird die Exekution der Zelle, vermittelt durch einige wenige Adapterproteine, in die Wege geleitet 

(ADAMS und CORY, 1998). Diese Exekution umfaßt hauptsächlich die Aktivierung von 

Cysteinproteasen (Caspasen), die durch den Abbau zelleigener, lebenswichtiger Proteine irreversibel 

den Zelltod herbeiführen (THORNBERRY und LAZEBNIK, 1998). Aber auch die durch gleichzeitig 

hervorgerufene Organell-Dysfunktionen (insbesondere mitochondriale) verursachten Störungen des 

Zellmetabolismus' haben den Zelltod zur Folge (BRUCKHEIMER et al., 1998; GREEN und REED, 

1998). Ein Überwiegen antiapoptotischer Mitglieder der Bcl-2 Familie verhindert dagegen Caspase-

Aktivierung und Organell-Fehlfunktion (KORSMEYER et al., 1993). 

 Die Gemeinsamkeiten, welche sich beim Vergleich apoptotischer Mechanismen diverser 

Spezies offenbaren, sprechen für eine Konservierung des programmierten Zelltods im Verlauf der 

Evolution, zumindest vom Nematoden zum Menschen (THOMPSON, 1995; VAUX und STRASSER, 

1996). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Erweiterung dieser Aussage angestrebt, 

nämlich die Konservierung der Apoptose von den Porifera zum Menschen. Hierfür sollten der 

Nachweis und die anschließenden Untersuchungen von Bcl-2 Homologen der Schwämme das 

Fundament legen. 

 

 

5.1 Erste Indizien für die Existenz apoptotischer Mechanismen in den Porifera 

 

Die Porifera stellen einen im marinen Benthos auf harten Böden vorherrschenden Tierstamm dar 

(SARA und VACELET, 1973), der nicht nur in der offenen See, sondern auch in von Menschen 

intensiv genutzten Gebieten, wie z. B. Häfen, Marinas etc., präsent ist. Die bisher ca. 9000 

identifizierten Schwammarten sind als sessile Filtrierer dem aquatischen Milieu in einer beispiellosen 
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Weise ausgesetzt, die wahrscheinlich von keinem anderen Metazoen-Stamm übertroffen wird. So 

wurde für manche Schwämme ein Wasserdurchfluß von bis zu 2,4 × 104 Litern pro Tag und 

Kilogramm Körpergewicht berechnet (VOGEL, 1977). Diese enormen Wassermengen sichern 

allerdings durch das Einstrudeln von Nahrungspartikeln nicht nur die Ernährung des Organismus'. Sie 

erhöhen auch das Risiko, mit negativen Faktoren in Kontakt zu kommen (enthalten in Nahrung und 

anorganischem Material), die in der Folge aus dem Wasser gefiltert und im Schwammkörper 

angereichert werden (VERDENAL et al., 1990). Insbesondere für Schwermetalle ist eine 

verblüffende Bioakkumulation festgestellt worden (HANSEN et al., 1995). Aufgrund des 

vergleichsweise einfachen Körperbauplans, dem Mangel an echten Geweben und der fehlenden 

Spezialisierung der epithelartigen Zellschichten (SIMPSON, 1984) erfolgt die Reaktion auf derartige 

Einflüsse aus der Umwelt direkt auf zellulärer Ebene und verdeutlicht die Abhängigkeit von der 

Wasserqualität. Diese Reaktionen - physiologische und pathophysiologische Änderungen des 

Metabolismus' - können einerseits der Vermeidung von weiteren Schäden durch Streßfaktoren und 

der Wiederherstellung des ursprünglichen Zustands dienen, andererseits aber auch an der Adaption 

an eine neue Situation beteiligt sein. 

 In diesem Zusammenhang verwundert nicht die Existenz metabolischer Strategien, welche die 

Komponenten eines generellen biologischen Abwehrsystems der Schwämme darstellen. Im Fall von 

Umweltstreß bieten diese eine Möglichkeit, ungünstigen Einflüssen Widerstand zu leisten bzw. 

bereits entstandene Schäden zu beheben. Gerade bei der Detoxifizierung endogener und 

anthropogener Substanzen nimmt der sog. multixenobiotische Resistenzmechanismus (MXR) der 

Schwämme eine entscheidende Rolle ein (KURELEC et al., 1992; MÜLLER et al., 1996). Der 

Phänotyp dieses Mechanismus' gleicht dem des bei vielen Tumorzellinien beobachteten multidrug 

resistance (mdr) -Phänomens (WALDMAN et al., 1994): mdr-positive Tumorzellen weisen eine 

verminderte Akkumulation cytotoxischer Agenzien auf (MORROW und COWAN, 1988). Dies beruht 

auf der Überexpression einer transmembranen Pumpe, die den Ausstrom schädlicher Stoffe fördert 

(ENDICOTT und LING, 1989). In vielfältigen Studien wurde der energieaufwendige Export von 

Toxinen, mittels einer vergleichbaren Pumpe, auch in Schwammzellen und Zellen anderer aquatischer 

Organismen festgestellt (WALDMAN et al., 1994; MÜLLER et al., 1996). Gleichfalls wurde die 

xenobiotikainduzierte Expression der an dieser Pumpe beteiligten Proteine demonstriert (KURELEC, 

1994). 

 Der Einfluß schädigender Substanzen bewirkt allerdings nicht nur die Expression des MXR, 

sondern induziert gleichermaßen die Synthese des Hitzeschocksystems der Schwämme. 

Hitzeschockproteine stellen einen essentiellen Teil der primären zellulären Streßantwort dar. Sie 

werden von einem breiten Spektrum anthropogener und natürlicher Stressoren in einer Vielfalt von 

Organismen - von Bakterien bis hin zum Menschen - induziert (SCHLESINGER et al., 1982; 

MORIMOTO et al., 1994b). Als eines der wichtigsten Bestandteile des Hitzeschocksystems gilt die 

Familie der Hitzeschockproteine mit einem Molekulargewicht von 70 kDa. Sie setzt sich aus 

konstitutiv exprimierten und induzierbaren Mitgliedern zusammen, welche als Chaperone an der 

energieaufwendigen Faltung naszierender und denaturierter Proteine beteiligt sind (ROTHMAN, 
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1989). Auch aus Schwämmen wurde bereits ein Mitglied der HSP70-Familie kloniert und 

charakterisiert (KOZIOL et al., 1996). Zudem wurde eine Induktion dieses Hitzeschockproteins 

unter dem Einfluß verschiedener physikalischer und chemischer Faktoren, anthropogenen und 

natürlichen Ursprungs, beobachtet: z. B. Änderungen des pH-Wertes und der Temperatur (KOZIOL 

et al., 1997 und 1998), PCBs (WIENS et al., 1998; SCHRÖDER et al., 1999a), Methylquecksilber 

(BATEL et al., 1993) und Cadmium (SCHRÖDER et al., 1999b). 

 Welche Vorgänge werden aber eingeleitet, wenn diese und andere Schutzmechanismen nicht 

den gewünschten Erfolg zeigen? In diesem Fall müssen zum Schutz des gesamten Organismus' 

irreparabel beschädigte Zellen geopfert werden. Als Mittel der Wahl kann hierbei die Apoptose in 

einem streng regulierten Prozeß zu einer gezielten Eliminierung der betroffenen Zellen führen, ohne 

benachbartes Gewebe zu beschädigen. Diese Beseitigung der Zellen wird allerdings erst dann 

vollzogen, wenn in letzter Instanz die Kontrollstation der Bcl-2 Familie passiert wurde und die 

Aktivität der proapoptotischen Mitglieder jene der antiapoptotischen übertraf. Steht jedoch auch 

Schwämmen dieser komplexe Mechanismus zur Verfügung? Die Klonierung und Analyse vieler 

Schwammproteine, deren Homologe sich als charakteristisch für Metazoen erwiesen hatten 

(MÜLLER, 1997, 1998; MÜLLER et al., 1999), etablierte bereits den monophyletischen Ursprung der 

Metazoa, inkl. der Porifera (MÜLLER, 1995; BORCHIELLINI et al., 1998). Zudem belegten 

genetische Analysen von C. elegans und D. melanogaster die Existenz grundlegender, konservierter 

Elemente der Apoptose-Maschinerie in diesen Organismen, woraus auf deren Expression in allen 

Invertebratenzellen geschlossen wurde (STELLER, 1995; SHAHAM und HORVITZ, 1996). Auch unter 

morphologischen und entwicklungsbiologischen Gesichtspunkten erscheint die Existenz der 

Apoptose in den Porifera wahrscheinlich: Der programmierte Zelltod ist nicht nur an der Eliminierung 

geschädigter und kranker Zellen beteiligt, sondern greift auch im Zuge der Entwicklung höherer 

Organismen in die Entfernung unerwünschter Zellen ein. So müssen z. B. im Vertebraten-Embryo 

Zellen beseitigt werden, die vorübergehend Stütz- oder sonstige Hilfsfunktionen ausgeübt hatten. 

Ohne den programmierten Zelltod könnten wahrscheinlich nur kugelförmige Organismen entstehen 

(HUG, 1998). Bei einigen Schwammarten bestimmt zwar das Außenmedium häufig den Habitus, der 

sich zudem auch in einer kugeligen Form präsentieren kann. Dem gegenüber steht jedoch die 

komplizierte und artspezifische Morphologie anderer Schwammarten, z. B. der Hexactinellida 

(WESTHEIDE und RIEGER, 1996). Vermutlich ist die Apoptose an vielen der komplexen Prozesse der 

Schwammentwicklung beteiligt, die sich von der Larvenbildung und Embryogenese bis hin zum 

Ausbau des Kanalsystems vollziehen. Zahlreiche dieser Vorgänge sind durch eine gezielte 

Eliminierung von Zellen charakterisiert (GRUNER et al., 1993). 

 Somit war der theoretische Grundstein für den Nachweis von Apoptose in den Porifera, dem 

phylogenetisch ältesten aller rezenten Metazoen-Tierstämme, gelegt. Bisherige Untersuchungen der 

Schwämme bezüglich dieses Mechanismus' sind allerdings sehr spärlich und erstreckten sich 

hauptsächlich auf die in diesem Zusammenhang symptomatischen Erscheinungen: Bereits in einer 

frühen Studie bewiesen xenobiotische Umweltgifte (z. B. Methylquecksilber und Cadmium) für 

Metazoen im allgemeinen und für Schwämme im besonderen ihr apoptoseauslösendes Potential 
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(BATEL et al., 1993; MÜLLER et al., 1994; HAMADA et al., 1996). 1994 dokumentierten OLESEN 

und WEEKS die Akkumulation des Schwermetalls Cadmium in Schwämmen, die zu der 

charakteristischen Fragmentierung genomischer DNA führen kann (WAGNER et al. 1998; WIENS 

et al. 1999a). Der Abbau genomischer DNA wurde bei den Porifera gleichfalls als Antwort auf 

physiologische Faktoren, Störungen des Metabolismus' und DNA-Schäden beobachtet (KOZIOL et 

al., 1998; WAGNER et al., 1998; WIENS et al., 1999b; KRASKO et al., 1999). Nicht nur diese 

direkten Hinweise belegten die Existenz apoptotischer Mechanismen in Schwämmen. Vielmehr 

wurde unter dem Einfluß selektiver Stressoren die Induktion bestimmter Gene beobachtet, deren 

Säugetier-Homologe, neben vielfältigen Aufgaben, im Rahmen der Apoptose eine potentielle 

Funktion innehaben. Hierzu ist das 14-3-3 aus G. cydonium zu rechnen, dessen Transkription durch 

das Pestizid PCB induziert wird (WIENS et al., 1998). 14-3-3 gehört zu einer speziellen Klasse 

ubiquitärer, multifunktionaler Chaperone, welche die Wirksamkeit bestimmter Proteine beeinflussen, 

indem sie diese in zellulären Kompartimenten zurückhalten. In dieser Funktion greift 14-3-3 auch in 

den Vorgang der Apoptose ein (LINCZ, 1998). Hierbei wird phosphoryliertes Bad (ein 

proapoptotischer Regulator aus der Bcl-2 Familie (s. 1.6)) durch Bindung an 14-3-3 im Cytosol 

zurückgehalten (MUSLIN, 1996). In dieser Form wird jegliche Interaktion mit antiapoptotischen 

Mitgliedern der Bcl-2 Familie unterbunden. Erst das Eintreffen apoptotischer Stimuli induziert die 

Dephosphorylierung des Bad und bewirkt dessen Loslösen vom Chaperon (ZHA et al., 1997). Bad 

vermag anschließend proapoptotisches Bax, welches durch Bindung an Bcl-2 oder Bcl-xl inaktiviert 

wurde, freizusetzen und dadurch zu aktivieren (YANG et al., 1995). Bedingt durch die 

Multifunktionalität des Säugetier-Homologs ließ sich allerdings von der Existenz eines 14-3-3 

Proteins in Schwämmen nicht automatisch auf jene apoptotischer Mechanismen schließen. Erst die 

Entdeckung von Mitgliedern der Bcl-2 Familie - einer Familie, deren bisher einzig bekannte Funktion 

sich auf die Regulation der Apoptose erstreckt - lieferte das entscheidende Indiz für das 

Vorkommen entsprechender Mechanismen auch in den Porifera. 

 

 

5.2 Strukturelle Analysen Bcl-2-homologer Proteine aus G. cydonium 

 

5.2.1 BHP1 und BHP2: Mitglieder der Bcl-2 Familie 

 

Die Klonierung Bcl-2-homologer Proteine aus dem Schwamm Geodia cydonium wurde durch die 

Herstellung degenerierter Primer eingeleitet. Diese Oligonukleotide wurden hierfür komplementär zu 

einer konservierten Region gewählt, der BH1-Domäne (Bcl-2 Homologie Domäne-1), die bei allen 

antiapoptotischen und nur wenigen proapoptotischen Vertretern der Bcl-2 Familie anzutreffen ist. 

Die mittels PCR aus einer cDNA-Bibliothek isolierte cDNA (GCBHP1, s. 4.1.2) wies nach 

Datenbankanalysen ausschließlich Homologien zu Mitgliedern der Bcl-2 Familie auf. Die abgeleitete 

GCBHP1-Aminosäuresequenz zeigte höchste Übereinstimmungen zu den antiapoptotischen Bcl-2 

Proteinen aus M. musculus, X. laevis und H. sapiens (durchschnittlich 12 % identische und 29 % 
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ähnliche Aminosäuren). Ein zusätzliches Screening der cDNA-Bibliothek, unter Verwendung eines 

GCBHP1-Fragments als Sonde, lieferte einen weiteren Klon (GCBHP2, s. 4.1.3). Dessen 

abgeleitete Aminosäuresequenz wies erneut höchste Deckung zu den besagten antiapoptotischen 

Proteinen aus Maus, Frosch und Mensch auf (durchschnittlich 14 % identische und 28 % ähnliche 

Aminosäuren). Der anschließende Sequenzvergleich diverser antiapoptotischer Bcl-2 Proteine 

unterschiedlicher Spezies förderte eine ausgeprägte Heterologie zutage, die zwischen den einzelnen 

Mitgliedern der Bcl-2 Familie herrscht (s. Tab. 5.1). Ein Anteil von nur 9 - 14 % identischer und 

20 - 30 % ähnlicher Aminosäuren ist durchaus üblich. In einzelnen Fällen können die Bcl-2 Proteine 

phylogenetisch nahestehender Spezies zwar durch eine erhöhte Sequenzhomologie charakterisiert 

sein. Stammesgeschichtliche Verwandtschaft ist jedoch keinesfalls ein Garant für ein hohes Maß an 

Sequenzidentität zwischen den Familienmitgliedern (s. X. laevis und C. coturnix). 

 

 G. cydonium 

BHP1 

G. cydonium 

BHP2 

C. elegans 

CED-9 

X. laevis 

AR11 

C. coturnix 

NR13 

H. sapiens 

Bcl-w 

G. cydonium  BHP1  14 %   8 % 10 % 10 % 12 % 

G. cydonium  BHP2 31 %    9 % 12 % 11 %  17 %  

C. elegans CED-9 22 % 23 %    9 %   9 % 14 %  

X. laevis  AR11 29 % 27 % 24 %  13 % 35 % 

C. coturnix NR13 21 % 23 % 20 % 29 %  13 %  

H. sapiens  Bcl-w 25 % 30 % 25 % 47 % 25 %  

 
Tab. 5.1: Aminosäuresequenzhomologie ausgewählter antiapoptotischer Bcl-2 Familienmitglieder ver-

 schiedener Spezies. Die prozentualen Werte beziehen sich auf identische bzw. ähnliche (bez. phy-
 sikalischer/chemischer Eigenschaften) Aminosäuren. 

 

Die Gegenüberstellung der Sequenzen des BHP1 und BHP2 aus G. cydonium demonstrierte 

weiterhin eine kaum höhere Homologie beider Proteine zueinander als im Vergleich zu den Bcl-2 

Homologen anderer Spezies (s. Tab. 5.1). Eine derartige Heterologie offenbarte sich auch nach der 

Analyse diverser Bcl-2 Proteine gleicher Spezies (z. B. H. sapiens, s. Tab. 5.2). Die maximale 

Übereinstimmung überschreitet nur selten 18 % (33 %) identische (ähnliche) Aminosäuren. Bei 

Berücksichtigung ihrer Funktion läßt sich außerdem zwischen den Mitgliedern der proapoptotischen 

BH3 Subfamilie (z. B. Hrk, Bik) eine besonders geringe Homologie feststellen. Die antiapoptotische 

Bcl-2 Subfamilie (z. B. Bcl-2, Bcl-w) ist dagegen durch eine höhere Übereinstimmung 

gekennzeichnet, jene der proapoptotischen Bax Subfamilie (z. B. Bax, Bak) liegt etwa zwischen 

beiden. 
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 Bcl-2 Bcl-w Bax Bak Hrk Bik 

Bcl-2  31 % 16  % 17 % 4 % 10 % 

Bcl-w 43 %  15  % 19 % 4 % 10 % 

Bax 28 % 30 %  18 % 3 %   7 % 

Bak 34 % 33 % 31 %  3 % 10 % 

Hrk   7 %   9 % 7 %   8 %    5 % 

Bik 20 % 23 % 19 % 24 % 9 %  

 
Tab. 5.2: Aminosäuresequenzhomologie ausgewählter, humaner antiapoptotischer (Bcl-2, Bcl-w) und pro-

 apoptotischer (Bax, Bak, Hrk, Bik) Bcl-2 Familienmitglieder. Die prozentualen Werte beziehen 
 sich auf identische bzw. ähnliche (bez. physikalischer/chemischer Eigenschaften) Aminosäuren. 

 

 

5.2.2 Die BH-Domänen des BHP1 und des BHP2 

 

Ein Apoptose-Signal wird durch die unterschiedlichsten physiologischen und pathologischen Stimuli 

ausgelöst, welche die Exekution einer Zelle mittels diverser Signaltransduktionswege einleiten 

(THOMPSON, 1995; KONOPLEVA  et al., 1999). Daher erscheint die Existenz einer Fülle 

regulatorisch wirksamer pro- und antiapoptotischer Bcl-2 Proteine verständlich, die ihre Funktion 

mittels vielfältiger Mechanismen ausüben. Die beträchtliche Sequenzvariabilität, insbesondere der 

Bax und BH3 Subfamilie (s. o.), spiegelt dabei wahrscheinlich die Vielfalt der Mechanismen wider, 

mittels derer sie ihre proapoptotische Funktion ausüben: Die Mitglieder der BH3 Subfamilie sind 

durch die größte Diversität gekennzeichnet, lediglich der Besitz der namensgebenden Domäne ist 

ihnen gemein (ADAMS und CORY, 1998). Diese Domäne ist an der Bindung antiapoptotischer Bcl-2 

Proteine beteiligt (REED, 1997). Die Heterodimerisierung zwischen pro- und antiapoptotischen Bcl-2 

Proteinen erinnert hierbei an eine Rezeptor-Liganden-Interaktion und zieht die Inaktivierung des 

antiapoptotischen Partners nach sich (CHITTENDEN et al., 1995a; MUCHMORE et al., 1996). Somit 

reflektieren die Strukturunterschiede der BH3-Proteine möglicherweise die Existenz eines für jedes 

antiapoptotische Molekül spezifischen Antagonisten (INOHARA et al., 1997; ADAMS und CORY, 

1998). Bisher wurden alleine beim Menschen jeweils ca. sechs pro- und antiapoptotische Bcl-2 

Homologe identifiziert, die zusätzlich noch eine unterschiedlich stark ausgeprägte Gewebespezifität 

demonstrieren (BRUCKHEIMER et al., 1998). 

 Auch die proapoptotische Bax Subfamilie ist durch den Besitz der BH3-Domäne gekenn-

zeichnet (GROSS et al., 1999). Daher steht diesen Proteinen gleichfalls die Möglichkeit offen, durch 

Dimerisierung mit einem funktionalen Antagonisten diesen zu neutralisieren. Eine derartige Interaktion 

verhindert aber auch die Ausübung der zweiten Funktion der Bax Proteine, nämlich die der 

Apoptose-Induktion mittels Porenbildung: Infolge einer durch ein Signal ausgelösten Aktivierung wird 

Bax zu den Mitochondrien transloziert, wo es Störungen der Organell-Funktion sowie einen 

Ausstrom proapoptotischer Faktoren in das Cytoplasma herbeiführt (SUSIN et al., 1997; GREEN 
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und REED, 1998). Strukturelle Grundlage dieses Phänomens sind die Domänen BH1 und BH2, 

welche den Mitgliedern der BH3 Subfamilie fehlen. 

 Der Besitz von BH1 und BH2 erlaubt auch den meisten antiapoptotischen Bcl-2 Proteinen 

eine Porenbildung, wodurch sie die Organell-Homöostase wiederherstellen und der durch das Bax 

verursachten Zellschädigung entgegenwirken (YANG et al., 1997; ZAMZAMI et al., 1998). 

Manchen antiapoptotischen Bcl-2 Homologen ist auch eine inaktivierende Interaktion mit Mitgliedern 

der Bax oder der BH3 Subfamilie möglich. Hierfür benötigen sie jedoch neben BH1 und BH2 auch 

die Domäne BH3 (CHENG et al., 1996). Schließlich sind einige dieser Proteine zudem durch einen 

N-terminalen Abschnitt charakterisiert, der an der Bindung regulierender und signaltransduzierender 

Moleküle beteiligt ist, welche nicht der Bcl-2 Familie angehören (SHIBASAKI, 1997). Dieser Bereich 

wird als BH4-Domäne bezeichnet (REED, 1997). Allerdings basiert der Begriff "Domäne" in diesem 

Zusammenhang lediglich auf funktionalen Untersuchungen; Sequenzvergleiche förderten dagegen 

keine nennenswerten Homologien zutage (GROSS et al., 1999). Ein vergleichbares Ergebnis lieferte 

auch die Analyse der hydrophoben C-Termini vieler pro- und antiapoptotischer Bcl-2 Proteine. 

Diese Bereiche gewährleisten den Transport der Proteine zu den entsprechenden Organellen und 

unterstützen dort eine Verankerung in den äußeren Membranen (NGUYEN et al., 1993). Dadurch ist 

das Verbleiben der Proteine in einem räumlich begrenzten Wirkungsfeld unabhängig davon gesichert, 

ob sie ihre Funktion durch Porenbildung, Dimerisierung oder einer Kombination aus beiden ausüben. 

 Diese Beobachtungen veranschaulichen die Bedeutung, die den BH-Domänen beizumessen ist. 

Daher wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit in weiteren Analysen diese wichtigen Domänen 

verschiedener Bcl-2 Proteine isoliert betrachtet: Unabhängig von der Funktion der Bcl-2 Proteine 

wurden für die BH-Domänen verschiedener Spezies Konsensussequenzen veröffentlicht (Prosite 

Acc. No. PS01080 und PS01258). Ein Vergleich mit diesen Sequenzen enthüllte für die BH1- und 

BH2-Domäne des BHP1 70 % und 75 % Übereinstimmung, für die Domänen des BHP2 84 % und 

75 % (s. 4.1.2 und 4.1.3). Damit wurden also viel höhere Werte erzielt als im Vergleich der 

kompletten Proteinsequenzen (s. Tab. 5.1). Infolge der geringen Homologien existiert für den 

C-terminalen transmembranen Bereich zwar kein Konsensus. Die Anwendung eines Algorithmus 

nach HARTMAN et al. (1998) und Berechnungen der Hydrophobizität (KYTE und DOOLITTLE, 

1982) ließen jedoch bei beiden Proteinen seine Präsenz erkennen. Dieser hydrophobe 

Membrananker wird - charakteristisch für viele Bcl-2 Proteine (BOISE et al., 1993) - von je einer 

geladenen bzw. polaren Aminosäure flankiert (s. 4.1.2 und 4.1.3). Bereits die Kombination all dieser 

Merkmale erlaubte eine erste Zuordnung des BHP1 und des BHP2 zu der Familie der Bcl-2 

Proteine. 

 In einem weiteren Ansatz wurde daher ein Versuch der funktionalen Klassifizierung beider 

Schwammproteine, basierend auf ihrer Aminosäuresequenz, unternommen. Hierbei offenbarten die 

Domänen der Schwämme durchschnittlich eine geringfügig höhere Homologie zu jenen der 

antiapoptotischen Subfamilie (s. Tab. 4.1). Eine detaillierte Analyse ausgewählter antiapoptotischer 

Proteine diverser Spezies enthüllt in diesem Zusammenhang interessanterweise höchste Homologie 
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zu den Domänen der Vertebratenproteine. Im Gegensatz dazu fiel die Homologie zum CED-9, dem 

antiapoptotischen Bcl-2 Homolog des Nematoden C. elegans, deutlich niedriger aus (s. Tab. 5.3). 

 

BH1 G. cydonium 

BHP1 

G. cydonium 

BHP2 

C. elegans 

CED-9 

X. laevis 

AR11 

C. coturnix 

NR13 

H. sapiens 

Bcl-w 

G. cydonium  BHP1  14 % 17 % 27 % 39 % 36 % 

G. cydonium  BHP2 54 %  17 % 40 % 30 %  36 %  

C. elegans CED-9 43 % 39 %  21 % 26 % 21 %  

X. laevis  AR11 54 % 68 % 43 %  39 % 77 % 

C. coturnix NR13 56 % 69 % 47 % 56 %  43 %  

H. sapiens  Bcl-w 59 % 59 % 47 % 77 % 56 %  

 

BH2 G. cydonium 

BHP1 

G. cydonium 

BHP2 

C. elegans 

CED-9 

X. laevis 

AR11 

C. coturnix 

NR13 

H. sapiens 

Bcl-w 

G. cydonium  BHP1    9 %   4 % 22 % 22 % 18 % 

G. cydonium  BHP2 31 %    9 % 27 % 18 %  40 %  

C. elegans CED-9 13 % 27 %  22 % 22 % 18 %  

X. laevis  AR11 36 % 45 % 40 %  36 % 40 % 

C. coturnix NR13 31 % 40 % 40 % 68 %  27 %  

H. sapiens  Bcl-w 27 % 50 % 31 % 54 % 45 %  

 
Tab. 5.3: Aminosäuresequenzhomologie der BH1- und BH2-Domänen ausgewählter antiapoptotischer 

Bcl-2 Familienmitglieder verschiedener Spezies. Die prozentualen Werte beziehen sich auf iden-
tische bzw. ähnliche (bez. physikalischer/chemischer Eigenschaften) Aminosäuren. BHP1 (BH1: 
As144 - As165; BH2: As195 - As216), BHP2 (BH1: As124 - As145; BH2: As173 - As193), CED-9 (BH1: As158 -
As180; BH2: As210 - As231), AR11 (BH1: As100 - As121; BH2: As149 - As170), NR13 (BH1: As73 - As95; BH2: 
As123 - As144), Bcl-w (BH1: As84 - As105; BH2: As133 - As154). 

 

Zusammenfassend ließen diese auf Sequenzanalysen beruhenden Beobachtungen erste Schluß-

folgerungen zu: Aufgrund der Existenz zweier Motive mit hoher Homologie zu den BH-Domänen der 

Bcl-2 Proteine und eines potentiellen transmembranen Ankers können die Schwammproteine BHP1 

und BHP2 der Bcl-2 Familie zugeordnet werden. Unterstützt wird dieses Ergebnis durch den 

Mangel an Homologien zu anderen, nicht dieser Familie angehörenden Proteinen. Weiterhin ist eine 

funktionale Zugehörigkeit zu der antiapoptotischen Bcl-2 Subfamilie wahrscheinlich, da mit einer 

Ausnahme (virales Protein) alle ihre Vertreter durch die Kombination der Domänen BH1 und BH2 

gekennzeichnet sind. Allerdings ist diese Kombination auch bei einigen wenigen proapoptotischen 

Vertretern, den Mitgliedern der Bax Subfamilie, zu finden. Diese besitzen jedoch zusätzlich und 

ausnahmslos die sog. BH3-Domäne, die bei den Schwammproteinen nicht vorgefunden wurde. 

Diese Domäne ist charakteristisch für alle proapoptotischen Bcl-2 Proteine und für deren Funktion 
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unerläßlich (GROSS et al., 1999). Das Vorkommen von BH1 und BH2 bei den Bcl-2 Homologen 

des Schwammes läßt weiterhin auf eine Ausübung ihrer Funktion durch Porenbildung schließen. 

Hierfür spricht gleichfalls die vorhergesagte Existenz sieben α-helikaler Bereiche (s. 4.1.2 und 

4.1.3), welche porenbildende Bcl-2 Homologe auszeichnen (ADAMS und CORY, 1998; INOHARA et 

al., 1998). Daher ist eine intrazelluläre Lokalisation im Bereich der Organellen-Membranen, 

insbesondere der Mitochondrien, anzunehmen. Durch das Fehlen von BH3 erscheint dagegen eine 

Interaktion mit anderen Bcl-2 Proteinen im Zuge der Wahrnehmung ihrer Funktion eher unwahr-

scheinlich. Ferner zeugen vielfältige Möglichkeiten posttranslationaler Modifikation (insbesondere die 

Phosphorylierung eines konservierten Serinrestes, s. 4.1.4) von einer für Bcl-2 Proteine 

charakteristischen Regulierbarkeit der Aktivität (CHANG et al., 1997; KONOPLEVA  et al., 1999). 

Da Bcl-2 Proteine sich generell durch eine prägnante Sequenzdiversität auszeichnen, war jedoch 

ohne weitere Analysen eine gesicherte funktionale Klassifikation der Bcl-2 Homologen der 

Schwämme nicht möglich. 

 

 

5.3 Phylogenetische Aspekte Bcl-2-homologer Proteine der Porifera 

 

Der potentiell endosymbiontische Ursprung der Mitochondrien und die Evolution des aeroben 

Metabolismus' in Eukaryoten wurden bereits mehrfach als Grundlage für die Evolution der Apoptose 

diskutiert (FRADE und MICHAELIDIS, 1997; KROEMER, 1997b). Laut dieser Theorie traten die 

Zellen, welche später einmal die Vorläufer heutiger eukaryotischer Zellen werden sollten, in eine 

Partnerschaft mit den Vorfahren heutiger Purpurbakterien ein. Dieses Bündnis versprach die Nutzung 

der energetischen Möglichkeiten, die sich durch die entstehende, für die meisten Lebewesen toxische 

Sauerstoffatmosphäre boten. Das Resultat war eine protoeukaryotische Zelle mit 

endosymbiontischen Bakterien, aus denen sich später die Mitochondrien bilden sollten (MARGULIS, 

1996). Diese Allianz war empfindlich, und katastrophale Konflikte in der Selektion zwischen beiden 

Genomen traten gewiß auf (BLACKSTONE et al., 1995). Leben und Tod des neuen symbiontischen 

Organismus' wurden in der aeroben Welt durch die Protomitochondrien kontrolliert, die nicht nur 

Antioxidantien, sondern auch Sauerstoffradikale, als Nebenprodukt der oxidativen Phosphorylierung, 

lieferten. Diese Symbiose war so lange instabil, bis für den mitochondrialen Metabolismus essentielle 

Gene in das nukleäre Genom transferiert worden waren, mit dem Resultat einer obligaten Symbiose. 

Heute nehmen Mitochondrien eine zentrale Rolle nicht nur im Überleben der Zellen, sondern auch in 

der Orchestrierung der Apoptose ein (GREEN und REED, 1998). Sie entscheiden hierbei durch das 

Begehen mindestens dreier Wege über Leben und Tod der Zelle. Dazu gehören die Unterbrechung 

des Elektronentransports, der oxidativen Phosphorylierung und der ATP-Bildung, die Freisetzung 

von caspaseaktivierenden Faktoren und die Veränderungen im zellulären Oxidations-Reduktions-

Potential (KROEMER et al., 1997; LIU et al., 1996; HOCKENBERY et al., 1993). Bcl-2 Proteine sind 

an der Regulation dieser Phänomene, kraft ihrer Fähigkeit zur Porenbildung, in entscheidender Weise 

beteiligt. Untersuchungen von MUCHMORE et al. (1996) enthüllten die strukturellen Grundlagen 
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dieser Porenbildung. Hierbei wurden Gemeinsamkeiten zwischen der BH1- und BH2-Domäne und 

den transmembranen Domänen vieler porenbildender, bakterieller Toxine aufgezeigt. Besonders 

beeindruckend ist die strukturelle und funktionale Analogie zu den Colicinen (SCHENDEL et al., 

1997). Diese sind Bestandteil eines Systems, das einerseits sekretierte, kanalbildende Proteine als 

Waffe beinhaltet, um unliebsame Konkurrenten auszuschalten (GUIHARD et al., 1994). Andererseits 

involviert es Proteine der Defensive, welche Colicine binden und damit eine Kanalbildung 

unterdrücken (CRAMER et al., 1995). Dieses archaische System erinnert somit an die Verhältnisse, 

wie sie in Vertebratenzellen vorgefunden werden. Hier wird, infolge eines apoptotischen Stimulus', 

Bax zu den Mitochondrien-Membranen transloziert. Ohne ein Eingreifen des antagonistischen Bcl-2 

leitet Bax sodann den Zelltod durch Porenbildung ein. Unter dem Gesichtspunkt der 

Endosymbiontentheorie bedeutet dies möglicherweise, daß vor ein paar hundert Millionen Jahren, im 

Zuge der Eingliederung der Protomitochondrien in tierische Zellen, auch eine Inkorporierung dieses 

bakteriellen Systems in die Mechanismen des Zelltods der Wirtszelle erfolgte. Hierbei mußten die 

Vorläufer der Bcl-2 Proteine, die ihren Ursprung im Genom des protomitochondrialen Symbionten 

hatten, zusammen mit anderen mitochondrialen Genen in das nukleäre Genom transferiert werden 

(GREEN und REED, 1998). 

 Das scheinbare Fehlen der Apoptose-Kernelemente in Hefen mag auf den ersten Blick gegen 

diese Theorie sprechen. Trotz aufwendiger Suche wurden bis heute keine Homologen des Bcl-2, der 

Caspasen oder des Apaf-1 in diesen rezenten einzelligen Eukaryoten detektiert (XIANG et al., 1996; 

MIGNOTTE und VAYSSIERE, 1998). Jedoch haben Transfektionsstudien das pro- und 

antiapoptotische Potential der Bcl-2 Proteine der Vertebraten auch in Hefen bewiesen. In diesen 

Studien induzierte Bax mittels Porenbildung einen Zelltod, der durch einen Zusammenbruch der 

mitochondrialen Atmungskette, einen Cytochrom c-Ausstrom ins Cytosol und morphologischen 

Veränderungen der Zelle charakterisiert war (JÜRGENSMEIER et al., 1997; TAO et al., 1997). 

Andererseits konnten diese Vorgänge mittels Koexpression des Bcl-2 vermieden werden (MANON 

et al., 1997). Somit legen diese Beobachtungen die Existenz struktureller und funktionaler Elemente 

des Zelltods der Vertebraten auch in Hefen nahe. Eine zentrale Rolle nimmt hierbei möglicherweise 

die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies ein (FRÖHLICH und MADEO, 2000), welche auch bei 

Säugetieren als Induktoren/Regulatoren der Apoptose agieren (s. u.). 

 Zusätzliche Unterstützung erfährt die Endosymbiontentheorie nun durch die Tatsache, daß bei 

Schwämmen bisher nur Bcl-2 Homologe mit den beiden, an der Porenbildung beteiligten Domänen 

nachgewiesen werden konnten. Möglicherweise handelt es sich bei BH1 und BH2 um die 

phylogenetisch ältesten Domänen der Bcl-2 Proteine, die von allen BH-Domänen durch eine höchste 

Konservierung gekennzeichnet sind (ADAMS und COREY, 1998). Daher scheint es sich bei der 

Porenbildung gleichfalls um die ursprünglichste Funktion der Bcl-2 Proteine zu handeln. 

Wahrscheinlich entwickelten sich BH3 und BH4 erst später im Verlauf der Evolution. Im 

Zusammenspiel mit BH1 und BH2 ermöglichen diese Domänen, mittels intra- und interfamiliärer 

Dimerisierung, eine Regulation der Aktivität der Bcl-2 Familie (OLTVAI et al., 1993; DIAZ et al., 

1997; LINCZ, 1998). Vermutlich entstand erst mit zunehmender Komplexität der Organismen ein 
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Bedarf nach solch spezifischen Regulationsmechanismen (VAUX und STRASSER, 1996), deren 

Vielfalt sich möglicherweise in der geringen Konservierung von BH3 und BH4 widerspiegelt. Da im 

Nematoden C. elegans - dem Modell-Organismus der Invertebraten, der bereits über alle 

Kernelemente der Apoptose verfügt - BH3 und BH4 schon detektiert wurden (HENGARTNER, 

1998; GROSS et al., 1999), erscheint die Suche nach diesen Domänen in primitiveren Organismen 

interessant. Insgesamt gesehen eignet sich C. elegans für Untersuchungen der molekularen Evolution 

(z. B. die der Apoptose) gegebenenfalls weniger als die Porifera, da Schwämme den phylogenetisch 

ältesten Tierstamm der Metazoen repräsentieren (MÜLLER, 1995; MÜLLER, 1998). Zudem stehen 

Nematoden stammesgeschichtlich zwar zwischen den Porifera und den Vertebraten, jedoch ist 

C. elegans häufig durch das Fehlen von Genen gekennzeichnet, die in Schwamm und Säugetier 

identifiziert werden konnten (WAGNER et al., 1998; BLUMBACH et al., 1999; MÜLLER et al., 

1999). Im Gegensatz dazu wurde bisher kein Schwammgen aufgespürt, das nicht ein 

Ortholog/Homolog in Säugetieren besitzt. Zwar verfügt C. elegans mit CED-9 über ein Mitglied der 

Bcl-2 Familie (ELLIS und HORVITZ, 1986), BHP1 und BHP2 weisen jedoch zu diesem eine weitaus 

geringere Sequenzhomologie auf als zu den Bcl-2 Proteinen der Vertebraten (s. Tab. 5.3). Als 

einfacher genetischer Modell-Organismus bietet sich daher der Schwamm für Studien an, die das 

Verständnis der Apoptose bei Säugetieren ergänzen können. 

 

 

5.4 Streßinduzierte Expression des BHP2 

 

Die infolge einer Streßeinwirkung in die Wege geleiteten Maßnahmen haben nicht unbedingt den 

schnellen Zelltod als ultimatives Ziel. Vielmehr wird im Kampf gegen den Stressor eine allgemeine 

Streßantwort (z. B. HSP-Induktion) stimuliert, die sich in ihrer Wirkung häufig als antiapoptotisch 

interpretieren läßt (JÄÄTTELÄ et al., 1998). Erweist sich die Zelle als nicht endgültig verloren, wird 

vielfach auch die Expression antiapoptotischer Bcl-2 Proteine induziert (s. u.). Zu diesen gehören 

Bcl-2, Bcl-xl und Bcl-w, deren Verwandtschaft zu BHP1 und BHP2 aus G. cydonium bereits 

dokumentiert wurde (s. 5.2). Die Transkription dieser Vertebratenproteine wird erst beim Eintreffen 

ausgewählter Stimuli, darunter auch Hitze und Toxine, aktiviert (BOISE et al., 1995; POLLA et al., 

1996; VON-FREEDEN-JEFFRY et al., 1997; GROSS et al., 1999; SUSCHEK et al., 1999). Zur 

Klärung der Frage, ob sich dieses Phänomen auch für die Bcl-2 Homologen aus dem Schwamm 

bewahrheitet, wurde die Transkription und Translation des GCBHP2 (dessen abgeleitete 

Aminosäuresequenz eine höhere Homologie zu anderen Bcl-2 Familienmitgliedern aufweist als jene 

des GCBHP1 (s. 4.1.4)) unter Streßbedingungen überprüft (s. 4.3). Hierfür wurden als Modell-

Stressoren ein physikalischer (Hitze) und ein chemischer Faktor (Tributylzinn) gewählt. Damit wurde 

dem klassischen Stressor Hitze ein Streßfaktor gegenübergestellt, dessen cytotoxische und 

apoptoseauslösenden Eigenschaften im Rahmen der Verschmutzung der Weltmeere bereits vielfach 

dokumentiert wurden (RAFFRAY und COHEN 1993; NICOTERA und ROSSI, 1994; VIVIANI et al., 

1995). 
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Für diese Untersuchungen wurden Schwämme den Stressoren über einen definierten Zeitraum 

ausgesetzt und in regelmäßigen Zeitabständen Proben entnommen. Mit den eingesetzten Bedingungen 

wurde auf TBT-Konzentrationen (1 µM) und -Inkubationszeiten (≤ 8 h) Bezug genommen, welche 

sich bereits in in vitro-Experimenten an Vertebratenzellen als apoptoseinduzierend erwiesen hatten 

(MATSUOKA und IGISU, 1996; ZAUCKE et al., 1998; STRIDH et al., 1999). Gleichermaßen 

apoptoseauslösend hatte sich eine Erhöhung der Umgebungstemperatur um 8 - 10°C bei einer 

Inkubationszeit von ≤ 5 h in verschiedenen Modell-Systemen bestätigt (TAKASU et al., 1998; 

GORMAN et al., 1999; KATSCHINSKI et al., 2000). Aus dem Schwammgewebe wurde im Anschluß 

an die Streßeinwirkung RNA isoliert, gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf Membranen 

transferiert. Mit Hilfe markierter Sonden wurden dann die jeweils gesuchten Transkripte identifiziert 

und quantitativ miteinander verglichen. Zusätzlich zur Transkription des GCBHP2 sollte hierfür jene 

des Streßmarkers GCHSP70 (des HSP70-Homologs der Schwämme) überprüft werden. Die 

Induktion der GCHSP70-Expression unter den gewählten Bedingungen ermöglichte nicht nur eine 

Kontrolle der Streßreaktion, sondern stellte auch eine Referenz dar, mit welcher die streßinduzierte 

Expression anderer Gene verglichen werden konnte. Weiterhin wurde die Transkription des 

GCSEP1 verfolgt, einem Homolog des Vitalitätsmarkers Septin. 

 Tatsächlich induzierten TBT und Hitze in G. cydonium die Expression von GCBHP2 und 

GCHSP70. Waren die Transkripte beider Gene zum Zeitpunkt Null noch nicht detektierbar, so 

führten mehrstündige Inkubationen zu einem erheblichen Anstieg der Transkription in beiden Fällen. 

Bemerkenswert ist hierbei die rasche Steigerung der GCBHP2-Transkription innerhalb von nur einer 

Stunde Hitzeschock auf 70 % des Maximums. Unter dem Einfluß von TBT wurde dieser Wert 

dagegen erst zwischen 6 h und 8 h Inkubation erzielt. Verantwortlich für diesen Unterschied in der 

Reaktionskinetik ist möglicherweise die Natur des Stressors Hitze, welche ein schnelleres Erreichen 

des Wirkungsortes und damit eine im Vergleich zum Stressor TBT schnellere GCBHP2-Induktion 

bewirkte. Gegen diese Theorie sprechen allerdings die Ergebnisse der streßinduzierten GCHSP70-

Transkription: Hitze verursachte hier nur einen unwesentlich schnelleren Anstieg als TBT. In beiden 

Fällen erreichte die GCHSP70-Expression nach 3 - 4 h 70 % ihres Maximums. Sie erfolgt damit 

bedeutend langsamer als die durch Hitze und schneller als die durch TBT induzierte GCBHP2-

Expression. Daher scheint die Induktion des GCHSP70, unabhängig von der Wahl des Stressors, in 

einer allgemeinen Streßreaktion zu erfolgen. Die Differenzen in der Reaktionskinetik der GCBHP2-

Expression verdeutlichen dagegen eine stimulusabhängige Beteiligung verschiedener Mechanismen 

(s. u.). Diese unterscheiden sich offenbar zumindest teilweise von jenen, die an der GCHSP70-

Streßreaktion partizipieren. 

 Im Gegensatz zu GCBHP2 und GCHSP70 führten beide Stressoren zu keinen nennenswerten 

Veränderungen der GCSEP1-Expression. Die anhaltende, unveränderte Synthese dieses potentiell 

an Proliferation und Cytokinese beteiligten Septin-Homologs der Schwämme etablierte damit die 

selektive Expression des GCBHP2 unter dem Einfluß von Streß. Zudem bestätigte die konstante 

GCSEP1-Expression die Wahl der Streßbedingungen als nichtletal und nichttoxisch, wodurch ein 

Auftreten von Nekrose ausgeschlossen werden konnte. 
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Im Anschluß an den Nachweis der streßinduzierten Transkription des GCBHP2 wurde eine 

Korrelation der Ergebnisse auf Proteinebene überprüft (s. 4.4). Diese Untersuchungen wurden erst 

durch die Herstellung eines polyklonalen Antikörpers ermöglicht, welcher gegen rekombinantes 

BHP2 gerichtet war. Nach der Verifikation der Antikörperspezifität wurde Schwammgewebe den 

bereits beschriebenen TBT- und Hitzestreßbedingungen ausgesetzt. Im Anschluß an eine Recovery-

Zeit, welche die Synthese und Akkumulation des zu untersuchenden Proteins gewährleistete, wurden 

aus den Geweben Proteinextrakte hergestellt. Die Proteine wurden daraufhin einer SDS-PAGE 

unterzogen und auf Membranen transferiert. Unter Verwendung des BHP2-AK gelang schließlich 

der Nachweis des Bcl-2 Homologs aus dem Schwamm. Das mittels immunologischer Methoden 

erzielte Resultat reflektierte hierbei die durch Northern Blot Analysen erhaltenen Ergebnisse und 

bestätigte damit die Streßinduzierbarkeit des GCBHP2: Sowohl durch TBT-Einwirkung als auch 

durch Hitze konnte eine eindeutige Steigerung der BHP2-Translation verzeichnet werden. Analog 

der Transkriptions-Untersuchungen schnellte die anfangs zögerlich verlaufende, TBT-induzierte 

Steigerung erst nach 3 h Inkubation von 26 % auf 61 %. Im Gegensatz dazu wurde bereits nach 1 h 

Hitzestreß eine 78 %ige Zunahme erreicht. Auch hier verdeutlichen die Differenzen in der 

Reaktionskinetik eine mögliche Involvierung unterschiedlicher Signaltransduktionswege, welche 

durch beide Stressoren induziert werden. Allerdings offenbarte sich auch ein Unterschied zu den 

Northern Blot Studien: Obwohl im Schwammgewebe der Kontrolle keine GCBHP2-Transkripte 

nachweisbar waren, konnte das Translationsprodukt BHP2 detektiert werden. Dies beruht vermut-

lich auf der differierenden Sensitivität beider Nachweismethoden. Wahrscheinlich erlaubt ein 

Basallevel des Proteins im nichtinduzierten Zustand eine erste direkte Reaktion auf apoptotische 

Stimuli, bevor die relativ zeitaufwendigen Schritte der BHP2-Transkription und -Translation 

durchlaufen werden. Für diese Theorie spricht auch der relativ niedrige Instabilitätsindex des BHP2, 

der auf ein stabiles Protein hinweist. Andererseits liefert das Auftreten von Variationen eines Motivs 

im 3'-untranslatierten Bereich (ATTTA) eine Erklärung für den mangelnden Nachweis der 

GCBHP2-mRNA in der Kontrolle, da dieses Motiv allgemein als Indikator für eine kurze mRNA-

Halbwertszeit angesehen wird (BOERBOOM und SIROIS, 1998; s. 4.1). 

 

Parallel zu dem eingangs beschriebenen Versuch der Apoptose-Induktion wurden in einem weiteren 

Ansatz die Streßbedingungen intensiviert (s. 4.3): Infolge einer Erhöhung der TBT-Konzentration 

(> 10 µM) bzw. einer Verlängerung der Inkubationsdauer (> 12 h) präsentierten sich hierbei dem 

Beobachter deutliche morphologische Veränderungen in Form einer schwarzen Färbung des 

gesamten Schwammgewebes. Ähnliche Ergebnisse lieferte auch eine Erhöhung der 

Inkubationstemperatur (> 30°C) bzw. eine Verlängerung der Hitzeschockdauer (> 8 h). Unter den 

Bedingungen der Apoptose-Induktion wurde dagegen nach 8 h TBT-Inkubation (1 µM) bzw. 5 h 

Hitzeschock (26°C) lediglich eine leichte Schrumpfung des Gewebes beobachtet, jedoch nicht diese 

Farbveränderung, die allgemein mit nekrotischen Prozessen assoziiert wird (MÜLLER et al., 1981; 

BENOIT und GROBOST, 1999). Auch nach Aufhebung dieser extremen Streßbedingungen erholten 

sich die Schwämme nicht wieder und starben. Gleichfalls konnten o. g. Transkripte in der RNA-
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Präparation dieser Exemplare nicht detektiert werden. Ein derartiger Zusammenbruch des 

Zellmetabolismus', inkl. der Transkription, ist ebenfalls ein charakteristisches Phänomen der Nekrose 

(JÄCKEL, 1998). 

 Nekrose ist ein unkontrolliert verlaufender, degenerativer Vorgang, der infolge massiver 

Einwirkung eines Stressors und der damit implizierten physischen Schäden auftritt. Die der Zelle 

beigebrachten Verletzungen sind hierbei so groß, daß Initiierung und Ausführung des Apoptose-

Programms nicht in Frage kommen (MCCONKEY, 1998). Der Prozeß der Nekrose ist u. a. durch ein 

Aufbrechen der Cytoplasma-Membran gekennzeichnet. Zudem schwillt der Nukleus an, dessen 

Membran im weiteren Verlauf ebenfalls aufreißt und damit die ideale Voraussetzung für einen 

willkürlichen Abbau der genomischen DNA schafft (VERMES und HAANAN, 1994). Dieser passive 

Zelltod betrifft meist einen Zellverband und bedroht den gesamten Organismus (WYLLIE et al., 

1980). 

 ZAUCKE et al. (1998) und STRIDH et al. (1999) führten in vitro innerhalb von Minuten durch 

hohe TBT-Konzentrationen (≥ 10 µM) den Tod von Säugetierzellen herbei und dokumentierten 

dabei die für Nekrose charakteristischen Merkmale. Niedrigere Konzentrationen (≤ 1 µM) 

verursachten dagegen die für apoptotische Zellen typischen morphologischen Veränderungen. Diese 

Experimente verdeutlichten, daß TBT in einer konzentrationsabhängigen Weise unterschiedliche 

Wege des Zelltods induzieren kann. Hierdurch wurde eine bereits früher angestellte Vermutung 

bestätigt, nach welcher die Intensität der durch Xenobiotika und andere Faktoren ausgelösten 

Schäden über die Form des Zelltods entscheidet (LENNON et al., 1991; HARMS-RINGDAHL et al., 

1996). Zu einem vergleichbaren Resultat führten auch Beobachtungen von SAMALI et al. (1999), 

nach welchen bereits eine Erhöhung der normalen Wachstumstemperatur um 9°C Nekrose induziert. 

Daher scheint anhand der aufgeführten Ergebnisse auch bei Schwämmen die Induktion von 

Apoptose oder Nekrose in Abhängigkeit von der Expositionsdauer und/oder Konzentration bzw. 

Intensität des Stressors zu stehen. 
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5.5 Funktionale Analysen des BHP2 

 

5.5.1 BHP2-Expression in einem heterologen System 

 

Die Sequenzanalysen und -vergleiche, die Induzierbarkeit der GCBHP2-Expression durch Streß und 

weitere Überlegungen haben bereits die Existenz apoptotischer Prozesse in Schwämmen und die 

Teilnahme des Bcl-2 Homologs GCBHP2 an derartigen Vorgängen vorhersehen lassen (s. 5.1 bis 

5.4). Endgültigen Aufschluß konnten allerdings erst Funktionsanalysen des BHP2 erbringen. Da bis 

heute keine Zellinie aus den Porifera zur Verfügung steht, wurden Säugetierzellen mit einem 

GCBHP2-Expressionskonstrukt transfiziert. Mit der Möglichkeit der stabilen Transfektion erlaubte 

dieses heterologe System eine Reproduzierbarkeit der Analysen unter standardisierten Bedingungen 

sowie eine quantitative Analyse der Ergebnisse, die bei Verwendung von Schwammindividuen bzw. 

primären Zellinien schwer zu erreichen sind. Auch bezüglich der im Anschluß beschriebenen 

immuncytochemischen Untersuchungen der subzellulären Lokalisation des BHP2 erwiesen sich die 

Säugetierzellen als vorteilhafter, da derartige Analysen durch die geringe Größe der Schwammzellen 

limitiert sind. Ein weiterer Vorzug des heterologen Systems lag in der de novo-Synthese des zu 

exprimierenden Proteins. Bei einer Überexpression in einem homologen System sind dagegen 

Störungen durch endogenes Protein nicht auszuschließen. Zudem konnte der potentielle 

Funktionsnachweis des BHP2 in Säugetierzellen ein zusätzliches Argument für die 

evolutionsbiologische Konservierung der grundlegenden Apoptose-Maschinerie - von den Porifera 

zu den Säugetieren - liefern. 

 Humane und murine Zellen (HEK-293, NIH/3T3) wurden mit einem Expressionskonstrukt 

transfiziert, welches neben der cDNA des GCBHP2 eine Resistenz gegen ein selektierendes Agens 

enthielt (s. 4.5.1). Im Anschluß an die Selektion wurden überlebende, stabil transfizierte Zellen auf 

die Expression des BHP2 untersucht. Hierfür wurde die Transkription des GCBHP2 mittels RT-

PCR und Gelelektrophorese überprüft. Tatsächlich konnte in den stabil GCBHP2-transfizierten 

Zellen mit spezifischen Primern eine Bande der erwarteten Größe nachgewiesen werden. In mock-

transfizierten Zellen, die lediglich den "leeren" Vektor ohne das GCBHP2-Insert enthielten, wurde 

diese Bande dagegen nicht detektiert (s. 4.5.2). Folgende Western Blot- und immuncytochemische 

Analysen lieferten Aufschluß über die Translation des GCBHP2: Unter Verwendung des gegen 

rekombinantes BHP2 gerichteten polyklonalen Antikörpers konnte mittels immunologischer 

Methoden die Expression des BHP2 in GCBHP2-transfizierten Zellen erfolgreich dokumentiert 

werden. Wieder erwiesen sich mock-transfizierte Zellen diesbezüglich als negativ (s. 4.5.3). 

 Auch morphologisch unterschieden sich GCBHP2-transfizierte von mock-transfizierten Zellen. 

Dies äußerte sich in der Bildung fociartiger Strukturen (s. 4.5.1), die einen zusätzlichen Fingerzeig auf 

die antiapoptotische Funktion des BHP2 lieferten: BURSCH et al. (1991) berichteten bereits von 

einer derartigen Veränderung des Wachstumsmusters von Zellen. Diese Veränderung kann auf dem 

Einfluß antiapoptotisch wirksamer Proteine beruhen, welche die in jeder Zellpopulation spontan 

auftretende Apoptose hemmen und damit die Foci-Bildung unterstützen. Scheinbar übt BHP2 einen 
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ähnlichen antiapoptotischen Effekt aus, da mock-transfizierte Zellen keine Wandlung des 

Wachstumsmusters erkennen ließen und homogen auf der Unterlage wuchsen (s. Abb. 4.10). 

 Abgesehen von diesem morphologischen Phänomen deutete, unter der Voraussetzung der 

Funktionalität des BHP2 in den Säugetierzellen, alleine schon das Überleben der transfizierten Zellen 

auf den antiapoptotischen Charakter des Schwammproteins hin, da überexprimierte proapoptotische 

Bcl-2 Proteine den Tod transfizierter Zellen herbeiführen (CHITTENDEN et al., 1995b; INOHARA et 

al., 1997; KONOPLEVA  et al., 1999). 

 Auch immuncytochemische Analysen der subzellulären Lokalisation des BHP2 verwiesen auf 

dessen Zugehörigkeit zur antiapoptotischen Bcl-2 Subfamilie. Die Kolokalisation des BHP2 mit 

einem mitochondrialen Markerprotein offenbarte die für die Mitglieder dieser Subfamilie 

charakteristische Assoziation mit den Mitochondrien (s. 4.7). Wie auch bei diesen Bcl-2 Proteinen 

(KRAJEWSKI et al., 1993) ist der C-terminale Bereich des BHP2 vermutlich für eine Verankerung in 

der äußeren Mitochondrien-Membran verantwortlich. Dadurch wird die Orientierung des restlichen 

Proteins festgelegt, das somit zum größten Teil ins Cytoplasma reicht (s. 4.1.3). Die Identifizierung 

der mitochondrialen Lokalisation des BHP2 ließ gleichermaßen einen kausalen Zusammenhang 

bezüglich der Ausübung seiner spezifischen antiapoptotischen Funktion vermuten (s. u.). 

 

 

5.5.2 Antiapoptotische Effekte der BHP2-Expression 

 

Untersuchungen neuer potentieller Mitglieder der Bcl-2 Familie beginnen häufig mit der Überprüfung 

ihrer Funktion mittels eines entsprechenden Assays. Hierfür wird meistens die Vitalität stabil 

transfizierter, überexprimierender Zellen unter dem Einfluß ausgewählter, apoptoseauslösender 

Stressoren bestimmt. Das Prinzip dieser Assays basiert oftmals auf dem Ausschluß eines Farbstoffs 

aus lebenden Zellen, die sich mikroskopisch von toten, gefärbten Zellen unterscheiden lassen (BOISE 

et al., 1993; SONG et al., 1999). In diesem Hinblick wurde in GCBHP2- und mock-transfizierten 

Zellen durch Serumentzug (0 % FCS) bzw. durch Zugabe von TBT (0,25 µM) für bis zu 92 h 

Apoptose induziert (BATEL et al., 1993; ZOU et al., 1997; TURNER et al., 2000). Eine konstante 

Überprüfung der BHP2-Expression garantierte die gleichmäßige Synthese des Proteins während der 

gesamten Versuchsdauer (s. 4.6.1). Die in diesem Zeitraum vorgenommene mikroskopische 

Betrachtung beider Ansätze offenbarte einen, im Vergleich zu den BHP2-exprimierenden Zellen, 

hohen Anteil mock-transfizierter Zellen mit apoptotischer Morphologie (i. e. Abrundung der Zellen, 

Bildung apoptotischer Vesikel etc.). Für eine quantitative Analyse wurde die jeweilige Zahl 

überlebender Zellen ermittelt und in Relation zu jener der unbehandelten Kontrollen gebracht. Dabei 

erwiesen sich BHP2-exprimierende Zellen zu jedem Zeitpunkt resistenter gegenüber Streß als 

mock-transfizierte Zellen. Diese Resistenz äußerte sich in Überlebensraten, welche bis zu sechs- 

(0 % FCS) bzw. vier-zehnmal (TBT) über jenen der mock-transfizierten Kontrollen lagen (s. 4.6.2). 

Mit dieser, die Überlebensrate transfizierter Zellen steigernden Wirkung des BHP2 wurde ein neuer 

Hinweis auf die antiapoptotische Funktion des Schwammproteins geliefert. Diese Wirkung spiegelte 
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zugleich die Ergebnisse wider, die in einem vergleichbaren System durch eine Überexpression des 

Bcl-2 der Vertebraten erzielten wurden (GRIMM et al., 1996; TURNER et al., 2000). 

 In einem weiteren Funktionsassay sollte schließlich der Einfluß des BHP2 auf einen 

charakteristischen Apoptosemarker überprüft werden. Der Fokus derartiger Untersuchungen 

richtete sich in den vergangenen Jahren häufig auf die apoptosebegleitende, von einer Endonuklease 

katalysierte DNA-Fragmentierung. Neuere Analysen konnten jedoch einen Abbau genomischer 

DNA auch im Verlauf der Nekrose und als Artefakt der DNA-Isolierung in vitalen Zellen 

nachweisen (COLLINS et al., 1992; ENRIGHT et al., 1994). Zudem existieren auch Berichte, wonach 

Apoptose nicht immer von einem laddering begleitet wird (BAUMGARTER-PARZER, 1996). Die 

DNA-Leiterentstehung stellt außerdem ein relativ schwer quantifizierbares und spätes Ereignis im 

Prozeß des Zelltods dar, das keiner direkten Regulation durch Bcl-2 Proteine unterliegt. Im 

Gegensatz dazu steht die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Aktivierung der Caspasen: Wie 

bereits erwähnt, manifestiert sich die Exekution einer apoptotischen Zelle hauptsächlich mittels 

Aktivierung von Caspasen und Störung der Organell-Homöostase (s. 1.6.6). Beide Wege sind 

jedoch nicht getrennt zu betrachten, da einerseits durch Proteolyse der Caspase-Substrate die 

Funktion von Organellen beeinträchtigt wird (ORTH et al., 1996; MARZO et al., 1998) und 

andererseits durch Permeabilisierung der Organell-Membranen Aktivatoren der Caspasen ins 

Cytoplasma entlassen werden (LI et al., 1997; PAN et al., 1998). Aktivierte Initiator-Caspasen 

führen anschließend in einer kaskadeartigen Reaktion zur Prozessierung weiterer Proteasen, den 

Effektor-Caspasen. Die durch die Caspasen katalysierte Proteolyse einer Vielfalt von zellulären 

Proteinen leitet schließlich irreversibel den Tod der betroffenen Zelle ein (THORNBERRY und 

LAZEBNIK, 1998). Unter den Effektor-Caspasen nimmt die Caspase-3 eine zentrale Stellung ein, da 

sie an der Aktivierung weiterer Caspasen beteiligt ist und im Gegenzug durch viele andere Caspasen 

prozessiert wird (ENARI et al., 1996; FALEIRO et al., 1997). Dies verdeutlicht, daß sich Messungen 

der Caspase-Aktivität, insbesondere jene der Caspase-3, unter den gewählten Bedingungen 

hervorragend eignen, um den apoptotischen Status einer Zellpopulation quantitativ zu ermitteln 

(ZAZUETA et al., 1994; STRIDH et al., 1998). Hierfür wird ein modifiziertes Substrat verwendet, 

welches nach seiner Proteolyse ein Fluorochrom proportional der Konzentration aktivierter 

Caspase-3 in Zellysaten freisetzt (s. 4.6.3). Für diese Untersuchungen wurde wieder in GCBHP2- 

und mock-transfizierten Zellen Apoptose mittels der bereits im Vitalitätstest erprobten Bedingungen 

(TBT-Inkubation und Serumentzug, s. 4.6.2) induziert. Anschließende Messungen offenbarten eine 

Caspase-Aktivierung in beiden Ansätzen, die ihr Maximum nach etwa 68 h erreichte und danach 

langsam wieder abklang (-92 h). Diese Senkung der Enzymaktivität ist charakteristisch für einen 

Übergang in die terminale Phase der Apoptose (MARIN et al., 2000). Zu allen Zeitpunkten riefen 

jedoch TBT-Inkubation bzw. Serumentzug in mock-transfizierten Zellen eine ca. zweimal höhere 

Aktivität der Caspase-3 als in GCBHP2-transfizierten Zellen hervor. Somit läßt sich die in den 

Vitalitätsassays beobachtete Resistenz GCBHP2-transfizierter Zellen gegenüber Streß direkt mit 

einer reduzierten Caspase-3-Aktivierung korrelieren. Diese Reduktion der Aktivität mag jedoch 

nicht alleine für die erstaunlich hohe Vitalität der transfizierten Zellen verantwortlich sein. Da keine 
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direkte Interaktion zwischen Caspasen und Bcl-2 Homologen existiert, andererseits aber Bcl-2 

Proteine eine Aktivierung der Caspase-3 als Antwort auf eine Vielfalt apoptotischer Stimuli 

unterbinden (MONNEY et al., 1996; ARMSTRONG et al., 1996; IBRADO et al., 1996), ist vielmehr 

ein Einfluß des BHP2 upstream der Aktivierung dieser Protease wahrscheinlich. Da bereits in den 

vorherigen Kapiteln ein Zusammenhang mit den Mitochondrien hergestellt wurde, ist das 

Wirkungsfeld des BHP2 in Reichweite dieser Organellen zu suchen. Durch seine Integration in die 

mitochondriale Membran reguliert BHP2 eventuell den Efflux von Molekülen im Verlauf der 

Apoptose, wodurch Funktionsstörungen der Mitochondrien und ein Ausstrom von Caspase-

Aktivatoren gedrosselt/unterbunden werden (s. u.). Da die Initiator-Caspase-9 das Ziel dieser 

Aktivatoren darstellt, vermindert BHP2 wahrscheinlich die durch diese Caspase initiierte Aktivierung 

der Caspase-Kaskade. Dies hat natürlich nicht nur Auswirkungen auf den Aktivitätszustand der 

Caspase-3, sondern auch auf jenen der anderen Effektor-Caspasen. Von TURNER et al. (2000) 

geführte Untersuchungen an den im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten HEK-293 Zellen bestätigen 

eine derartige, durch Serumentzug hervorgerufene Mobilisierung diverser Caspasen, welche durch 

die Überexpression des Bcl-2 in vergleichbarer Weise gehemmt wurde. 

 

 

5.6 Modelle der Apoptose-Regulation durch BHP2, einem Mitglied der antiapopto-

 tischen Bcl-2 Subfamilie 

 

Mit der Entdeckung des CED-3, CED-4 und CED-9 gelang der Nachweis der Kernelemente der 

Apoptose im Nematoden C. elegans. Mittels Sequenzanalysen und Funktionsstudien erwiesen sich 

CED-9 und CED-3 als Mitglieder der Bcl-2- respektive der Caspase-Familie und CED-4 als 

Homolog des Apaf-1 der Vertebraten (HENGARTNER et al., 1992; YUAN et al., 1993; 

CHINNAIYAN et al., 1997; BRUCKHEIMER et al., 1998). Durch VAUX et al. (1992b) und WU et al. 

(1997) durchgeführte Transfektionsstudien demonstrierten das Potential des humanen Bcl-2 und des 

CED-9 aus dem Nematoden, sich gegenseitig funktional zu substituieren. Diese und andere 

Ergebnisse verdeutlichten die hohe funktionale und strukturelle Konservierung apoptotischer 

Mechanismen während der Evolution (NGUYEN et al., 1993; HENGARTNER und HORVITZ, 1994b; 

VAUX und STRASSER, 1996; LINCZ, 1998). Da die bisherigen Untersuchungen der Apoptose 

primitiver Metazoen sich fast ausschließlich auf Nematoden beschränkten, konnten gesicherte Belege 

für eine Konservierung dieser Mechanismen lediglich zwischen Nematode und Mensch erbracht 

werden (STELLER, 1995; BERGMANN et al., 1998). Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

erläuterten Analysen und Funktionsstudien des BHP2 der Porifera geben daher zum ersten Mal 

eindeutige Hinweise auf eine Konservierung der Apoptose in allen multizellulären Metazoen. 

Gleichzeitig gewähren sie einen ersten Einblick in die Regulation des Zelltods der primitivsten 

Metazoen. Ihre Kombination mit bisherigen Erkenntnissen über die Wirkungsweise der 

antiapoptotischen Bcl-2 Subfamilie anderer Spezies gestatten die im folgenden erörterten Modelle 

bezüglich der Funktion des BHP2. 
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5.6.1 Potentielle Wirkungsmechanismen des BHP2 

 

TBT, Hitzeschock und Entzug von Wachstumsfaktoren stellen nur eine kleine, jedoch repräsentative 

Auswahl apoptotischer Stimuli dar (THOMPSON, 1995; STRIDH et al., 1999). So vielfältig diese 

Stimuli sind, so vielfältig präsentieren sich auch die von ihnen induzierten, bisher kaum untersuchten 

Signaltransduktionswege. Diese Wege münden letztendlich in einen gemeinsamen, von der Bcl-2 

Familie regulierten Exekutionsmechanismus, der hauptsächlich aus der Aktivierung der Caspase-

Kaskade und der mitochondrialen Dysfunktion besteht (GREEN und REED, 1998). An der 

Dysfunktion der Organellen sind insbesondere mitochondriale Poren - die PT-Poren - beteiligt, 

deren Öffnung auf bisher unbekannte Weise durch TBT (STRIDH et al., 1998), Hitzeschock 

(ANDREEVA et al., 1999) und Serumentzug (HIGUCHI et al., 1998) induziert wird. Aber auch die 

Beteiligung proapoptotischer Bcl-2 Proteine an der Bildung mitochondrialer Poren ist nicht 

auszuschließen (SUSIN et al., 1997). Diese Vorgänge führen schließlich zum Zusammenbruch des 

Membranpotentials ∆ψM und kulminieren in der Freisetzung von Cytochrom c und anderen 

Molekülen aus dem Intermembranraum. Diese in das Cytoplasma entlassenen Faktoren sind 

ihrerseits an der Aktivierung von Caspasen beteiligt, den wichtigsten Effektoren der Apoptose (LIU 

et al., 1996; KROEMER et al., 1997). Hierbei bewirkt Cytochrom c im Cytosol und in Anwesenheit 

von ATP zuerst eine Aktivierung des oligomerisierten Adapterproteins Apaf-1 (MCCONKEY, 1998; 

SRINIVASULA  et al., 1998). Da Apaf-1 zugleich eine Bindungsstelle für die Procaspase-9 besitzt, 

bringt dieser Vorgang mehrere Procaspase-Moleküle in räumliche Nachbarschaft. Die Proenzyme 

besitzen eine niedrige, jedoch signifikante Protease-Aktivität (BERGMANN et al., 1998). Daher leitet 

die Annäherung der Procaspase-Moleküle ihre autokatalytische Prozessierung und die Aktivierung 

der Caspase-Kaskade ein (MUZIO et al., 1998). Somit unterstützt der durch Caspasen katalysierte 

Abbau zellulärer Proteine den durch Organellen-Schäden eingeleiteten Vorgang des Zelltods. 

 Mitochondriale Deregulation und Porenöffnung rufen allerdings noch einen weiteren 

bedeutsamen Effekt hervor, nämlich die Entstehung bestimmter Sauerstoffspezies. Diese unter dem 

Begriff ROS (Reactive Oxygen Species) zusammengefaßten Sauerstoffspezies (Superoxid-Anionen, 

Wasserstoffperoxid, Produkte der Lipidperoxidation usw.) sind an umfassenden Schäden von 

Proteinen, DNA und Lipiden beteiligt (GRACY et al., 1999). Ihre Entstehung stellt einen wichtigen 

Knotenpunkt dar, an welchem viele Signaltransduktionswege zusammenlaufen (KININGHAM et al., 

1999). So wurde als Folge der Hitzeeinwirkung die Erzeugung von ROS bereits in unterschiedlichen 

Zellinien registriert (FLANAGAN et al., 1998; FRANK et al., 1998; MATSUMOTO et al., 1999). In 

gleicher Weise führten auch TBT-Inkubationen, Serumentzug und viele andere Streßfaktoren zu 

erhöhten intrazellulären Levels dieser Sauerstoffradikalen (CORSINI et al., 1997; HIGUCHI et al., 

1998; STRIDH et al., 1999). Für die Genese der ROS stellen Mitochondrien eine Hauptquelle dar, 

u. a. durch Entkopplung der Elektronentransportkette im Verlauf der Apoptose (KININGHAM et al., 

1999). Daher können sie als wichtiges Bindeglied zwischen Mitochondrien und Zelltod angesehen 

werden. Da ROS aufgrund der Schädigung mitochondrialer Enzyme an der Organell-Dysfunktion 

beteiligt sind und eine zusätzliche PT-Porenöffnung induzieren, wird ihnen eine 
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Verstärker/Modulator-Funktion beigemessen (ICHAS et al., 1997). Entstehung und Wirkungsfeld 

der ROS ist jedoch nicht nur auf Mitochondrien beschränkt, sondern erstreckt sich auch auf 

Cytoplasma (ER) und Nukleus (MIGNOTTE und VAYSSIERE, 1998). Bei der Schädigung der DNA 

im Zellkern, z. B. durch DNA-Strangbrüche, handelt es sich um einen besonders fatalen Effekt 

(CADENAS, 1998; CHANDRA et al., 2000). Aus diesem Grunde wird in einem alternativen Modell 

dem durch ROS generierten oxidativen Streß eine mutmaßliche Beteiligung an der Induktion des 

apoptotischen Zelltods zugeschrieben (KATSCHINSKI et al., 2000). 

 Neben den durch TBT, Hitze und Serumentzug eingeleiteten proapoptotischen Maßnahmen 

sind viele Stressoren gleichfalls an der Induktion antiapoptotischer Mechanismen beteiligt. Diese 

werden durch die Synthese von spezifischen Bcl-2 Homologen und Streßproteinen, z. B. BHP2 und 

HSP70 (s. 4.3 und 4.4), in Gang gesetzt (BOISE et al., 1995; VON-FREEDEN-JEFFRY et al., 1997; 

ZONG et al., 1999). Wie die meisten der antiapoptotischen Bcl-2 Proteine ist auch BHP2 mit den 

Mitochondrien assoziiert (s. 4.7). Es verfügt über eine carboxyterminale hydrophobe Region 

(s. 4.1), welcher generell eine Funktion bezüglich des Transports und der Verankerung der Bcl-2 

Proteine in Organell-Membranen zugesprochen wird (TSUJIMOTO und CROCE, 1986; HOCKENBERY 

et al., 1990; NGUYEN et al., 1993). In diesem Bereich trunkierte Bcl-2 Proteine sind in ihrer 

Funktion stark eingeschränkt (NGUYEN et al., 1994). Mannigfaltige Überexpressionsexperimente, in 

denen das empfindliche intrazelluläre Gleichgewicht von pro- zu antiapoptotischen Proteinen auf die 

Seite letzterer verschoben wurde, bestätigen die Schutzfunktion antiapoptotischer Bcl-2 Proteine vor 

den meisten apoptoseauslösenden Stimuli (VAUX et al., 1988; MIURA et al., 1993; ZAMZAMI et 

al., 1996; LINCZ, 1998; GROSS et al., 1999 usw.). Auch die Expression des BHP2 scheint das 

Gleichgewicht in entsprechender Weise zu beeinflussen, wodurch sich die erhöhte Vitalität 

transfizierter Zellen erklären läßt (s. 4.6.2). Entsprechend ihrer Lokalisation in den Organellen-

Membranen involviert dieser Schutz sicherlich eine Regulation des transmembranen Transports 

(BRUCKHEIMER et al., 1998), läßt sich darauf jedoch nicht beschränken (CHINNAIYAN et al., 

1997). So sind Bcl-2 Proteine neben der Regulation mitochondrialer Vorgänge auch an jener 

postmitochondrialer Prozesse im Verlauf der Apoptose beteiligt. Die zugrunde liegenden 

Mechanismen sind allerdings erst ansatzweise aufgeklärt. Tatsächlich wurde für jede der 

subzellulären Lokalisationen der Bcl-2 Familienmitglieder ein unterschiedlicher Schutzmechanismus 

vorgeschlagen (GROSS et al., 1999): Neben einer potentiell antioxidativen Funktion (SAH et al., 

1999) wird hauptsächlich eine Regulation der mitochondrialen PT-Porenöffnung bzw. eine Bildung 

eigenständiger Poren diskutiert (ZAMZAMI et al., 1996; KLUCK et al., 1997). In dieser Hinsicht ist 

die Existenz bestimmter struktureller Merkmale und Motive von entscheidender Bedeutung. Hierzu 

werden insbesondere die BH-Domänen BH1 und BH2 sowie sieben α-helikale Bereiche gerechnet. 

Diese Merkmale, die auch das BHP2 von G. cydonium kennzeichnen (s. 4.1.3), unterstützen die 

Hemmung der während der Apoptose auftretenden abnormalen Ionen-Bewegung durch 

Mitochondrien-Membranen (PETIT et al., 1996; KROEMER, 1997a; GREEN und REED, 1998). 

Gleichzeitig sind sie potentiell an dem Rücktransport der ins Cytosol entwichenen proapoptotischen 

Faktoren beteiligt (MIGNOTTE und VAYSSIERE, 1998). Dadurch wird ein Einstrom von Wasser in 
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den hyperosmolaren Matrixraum und ein daraus resultierendes, für die Apoptose charakteristisches 

Anschwellen der Mitochondrien vermieden. Die infolgedessen erzielte Stabilisierung des 

transmembranen Potentials und des mitochondrialen Volumens gestattet die Wiederaufnahme der 

Atmungskette, welche eine Steigerung der ATP- und eine Reduktion der ROS-Produktion nach sich 

zieht (YANG et al., 1997). Aufgrund dieser Maßnahmen wird letztendlich die Homöostase der 

Organellen wiederhergestellt (CHINNAIYAN et al., 1997; KLUCK et al., 1997). 

 Neben diesen direkten, sich auf die Mitochondrien beziehenden Effekten haben Porenbildung 

und -regulation Einfluß auf weitere zelluläre Reaktionen. So verhindert einerseits die reduzierte 

Produktion von Sauerstoffradikalen Zellschäden und drosselt in einer Rückkopplungsreaktion die 

Induktion weiterer antiapoptotischer Proteine. Andererseits bedeutet ein verminderter Cytochrom c-

Ausstrom in das Cytoplasma eine geringere Aktivierung des Adapterproteins Apaf-1 (YANG et al., 

1997; ALLEN et al., 1998). Daraus resultiert eine Hemmung der Caspase-Kaskade, die in den 

Funktionsanalysen der vorliegenden Arbeit durch die Hemmung der Caspase-3-Aktivität 

veranschaulicht wurde (s. 4.6.3). Da die Enzymaktivität lediglich reduziert, jedoch nicht vollständig 

eingestellt wurde, ist die Beteiligung zusätzlicher Signaltransduktionsmechanismen denkbar, welche 

die Caspase-Kaskade auslösen, aber nicht durch BHP2 kontrolliert werden. 

 Eine verminderte Aktivierung des Apaf-1 wird ebenfalls durch die Bindung antiapoptotischer 

Bcl-2 Proteine an das Adapterprotein erzielt (WU et al., 1997). Dieser Effekt wird möglicherweise 

infolge einer Konformationsänderung des Apaf-1 bewerkstelligt (CHINNAIYAN et al., 1997). Da 

bisher allerdings keine Bindungsstelle identifiziert wurde, bleibt diese Funktion für das BHP2 

unbestätigt. Ungewiß bleibt auch die Existenz intrafamiliärer Interaktionen des BHP2. Da derartige 

Interaktionen in Vertebraten ein wichtiges Mittel zur Regulation der Aktivität von Bcl-2 Proteinen 

darstellen, die Existenz einer BH3-Domäne aber voraussetzen, erfolgt die Regulation des BHP2 

vermutlich auf einem anderen Weg. Dieser könnte posttranslationale Modifikationen einschließen, für 

die diverse Signalsequenzen im BHP2 detektiert wurden (s. 4.1.3). 



Diskussion 

 132

HitzeschockHitzeschockSerumentzugSerumentzugTBTTBT

Cytochrom cCytochrom c↓ ∆ψ↓ ∆ψmm

BH1BH1

BH2BH2

TMTM

B
H

P2
B
H

P2

Apaf-1Apaf-1

Procaspase-9Procaspase-9

Caspase-9Caspase-9

ApoptoseApoptose

MitochondriumMitochondrium

 
 
Abb. 5.1: Modell der durch TBT, Serumentzug und Hitzeschock induzierten proapoptotischen Vorgänge im 

Bereich der Mitochondrien (grüne Pfeile) und mögliche Angriffspunkte des antiapoptotisch 
wirksamen BHP2 (rote Pfeile) in G. cydonium. Stressoren bewirken eine Öffnung der mitochon-
drialen PT-Poren bzw. die Porenbildung durch proapoptotische Bcl-2 Proteine. Dadurch bricht 
nicht nur der transmembrane Gradient zusammen (↓∆ψm), sondern es strömt auch Cytochrom c 
ins Cytosol. Dieses aktiviert das Adapterprotein Apaf-1, welches eine Bindungsstelle für die Pro-
caspase-9 besitzt. Durch Oligomerisierung des Adapters gelangen mehrere Procaspase-Moleküle 
in enge räumliche Nachbarschaft, so daß die geringe Protease-Aktivität für eine intermolekulare, 
autokatalytische Aktivierung ausreicht. Dies führt schließlich mittels der Caspase-Kaskade den 
Zelltod herbei. Indem BHP2 durch Porenbildung oder Regulation bestehender Poren den Efflux 
von Molekülen aus den Mitochondrien ins Cytosol reguliert, übt es seine antiapoptotische Wir-
kung aus. Dabei wird nicht nur der transmembrane Gradient aufrechterhalten/wiederhergestellt, 
sondern auch die Aktivierung des Adapters Apaf-1 durch Cytochrom c vermieden. Gleichzeitig 
hält BHP2 durch Bindung des Apaf-1 diesen möglicherweise in seinem inaktiven Zustand. Die 
antiapoptotische Funktion des BHP2 basiert auf strukturellen Merkmalen, welche die Bcl-2 Fa-
milie charakterisieren: die BH-Domänen (BH1 und BH2) und der transmembrane Anker (TM).  
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5.6.2 Analogien der BHP2- und der HSP70-Expression 

 

Ähnlich den antiapoptotischen Bcl-2 Proteinen stehen auch Hitzeschockproteine (darunter das 

molekulare Chaperon HSP70) mit zellulären Mechanismen in Verbindung, die Schutz vor einer Reihe 

von Schäden bieten (s. 5.1; HIRVONEN et al., 1996). Damit erschöpfen sich jedoch nicht alle 

Übereinstimmungen: In mehreren Modellen wurde unter apoptoseauslösenden Bedingungen eine 

Induktion des HSP70, ähnlich jener der Bcl-2 Proteine, beobachtet (CHANT et al., 1996; HE et al., 

1997). Daher erstaunt auch die hitzeinduzierte Expression des GCHSP70 nicht sonderlich (s. 4.3). 

Generell reagieren pro- und eukaryotische Organismen bei einer Erhöhung der normalen 

Wachstumstemperatur um 5 - 10°C mit der Synthese von Hitzeschockproteinen (SCHUMANN, 

1997). Auch G. cydonium stellt hier keine Ausnahme dar (KOZIOL et al., 1997). Zusätzlich 

bestätigt die unter TBT-Einwirkung beobachtete GCHSP70-Transkription (s. 4.3) das Potential 

anthropogener Substanzen, in Schwämmen eine Hitzeschockantwort zu induzieren. Eine 

vergleichbare Reaktion - als Folge der Einwirkung von TBT, oxidativem Streß, Schwermetallen und 

organischen Chlorverbindungen bzw. nach Wachstumsfaktorentzug - wurde ebenfalls für Rotifera, 

Muschel- und Vertebratenzellen beschrieben (COCHRANE et al., 1991; GORMAN et al., 1999; 

RYAN, 1997; SANDERS et al., 1994). Diese verschiedenartigen Stressoren induzieren einerseits den 

Cytochrom c-Ausstrom aus den Mitochondrien und die Aktivierung der Caspase-Kaskade, beides 

Vorgänge, welche der Regulation der Bcl-2 Proteine unterliegen (s. 5.6.1) Andererseits beruht die 

den Streßfaktoren gemeinsame Auslösung der HSP-Streßantwort und der Apoptose-Induktion aber 

auch auf ihrer proteinschädigenden Wirkung (HIGHTOWER, 1991): Diese wird entweder durch ein 

direktes Einwirken des Stressors hervorgerufen oder durch ROS-Bildung (cytoplasmatisch oder 

mitochondrial durch Entkopplung der Atmungskette) ausgelöst bzw. verstärkt (s. 5.6.1). In ihrer 

Schutzfunktion übernehmen Hitzeschockproteine vielfältige Aufgaben, z. B. Reaktivierung 

denaturierter Proteine, Sicherung der korrekten Faltung naszierender Proteine und geschützter 

Transport der Proteine zu ihrem Bestimmungsort. In dieser Funktion schützt HSP70 auch vor der 

apoptoseauslösenden Wirkung von oxidativem Streß, Strahlung und TNF (JÄÄTTELÄ et al., 1992; 

MOSSER et al., 1997). Daher wird die Wirkung des Hitzeschockproteins häufig als antiapoptotisch 

interpretiert und direkt mit jener der antiapoptotischen Bcl-2 Proteine verglichen (BUZZARD et al., 

1998). Zwar wurden die zugrunde liegenden Mechanismen bisher nur ansatzweise aufgeklärt. Jedoch 

scheinen Hitzeschockproteine, besonders im Cytoplasma lokalisiertes HSP70, die Aktivierung von 

Caspasen zu regulieren und zusätzlich Caspase-Substrate vor einem proteolytischen Abbau zu 

behüten (BUZZARD et al., 1998; JÄÄTTELÄ et al., 1998a). Auch wird eine zusätzliche Beteiligung 

an den mitochondrialen Ereignissen im Verlauf der Apoptose diskutiert (POLLA et al., 1996). Diese 

Beobachtungen verdeutlichen die komplexe Vernetzung der Mechanismen, aus welchen sich das 

zelluläre Abwehrsystem zusammensetzt und lassen Analogien bezüglich der streßinduzierten 

Transkription des HSP70 und des BHP2 vermuten: Die durch Streßfaktoren (hier TBT, 

Serumentzug und Hitze) induzierte HSP70-Transkription wird mittels konservierter 

Transkriptionsfaktoren, den Hitzeschockfaktoren (HSF), reguliert. HSF wurden bisher in vielen 
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Pflanzen, Invertebraten und Vertebraten vorgefunden und fungieren als molekulare Verbindung 

zwischen Streßfaktor und Hitzeschockprotein-Induktion (MORIMOTO et al., 1994a; WU et al., 

1994). Da während eines Streßeinflusses die Konzentration denaturierter zellulärer Proteine steigt, 

führt dies zur Dissoziation eines Komplexes aus HSF und HSP70. HSP70 steht anschließend für die 

Renaturierung der beschädigten Proteine bereit. HSF binden dagegen in ihrer aktivierten Form im 

Nukleus an Hitzeschockelemente (HSE), welche im Promotorbereich der Hitzeschockgene auftreten 

(SORGER, 1991). Diese HSF-HSE Interaktion bedingt schließlich die Transkription der 

Hitzeschockgene (SCHUMANN, 1997). Für die Aktivierung der verschiedenen HSF sind 

unterschiedliche Stressoren verantwortlich. So zeichnet sich HSF1 durch seine generelle Reaktion 

auf Streß (darunter auch ROS) aus (HUNT und MORIMOTO, 1985; KATSCHINSKI et al., 2000). 

HSF2 wird dagegen entwicklungsabhängig induziert, während HSF3 zwar auch als Reaktion auf 

Streß aktiviert wird, jedoch im Vergleich zu HSF1 eine verzögerte Kinetik aufweist (SARGE et al., 

1994). Ein ähnlicher Mechanismus kann auch bezüglich der GCBHP2-Transkription vorgeschlagen 

werden: Abhängig vom auslösenden Stimulus werden spezifische Transkriptionsfaktoren aktiviert, 

wahrscheinlich durch Dissoziation von einem unbekannten Repressorprotein. Die 

Transkriptionsfaktoren induzieren daraufhin die Expression des GCBHP2 mit einer in Abhängigkeit 

vom Transkriptionsfaktor stehenden Kinetik. Eine solche transkriptionale Regulation 

antiapoptotischer Bcl-2 Proteine wurde für Vertebraten mehrfach beschrieben (BOISE et al., 1995; 

VON-FREEDEN-JEFFRY et al., 1997; SUSCHEK et al., 1999). Die Beteiligung des 

Transkriptionsfaktors nF-κB an der Regulation dieser Prozesse scheint wahrscheinlich: CORSINI et 

al. (1997) und GRIMM et al. (1996) berichteten von einer durch TBT- und durch Serumentzug 

induzierten nF-κB Aktivierung. Möglicherweise wirken ROS wiederum als Bindeglied zwischen einer 

Vielfalt an Stimuli und der durch sie induzierten nF-κB Aktivierung (GRIMM et al., 1996; GRACY et 

al., 1999). Eine solche Aktivierung induziert oftmals die Expression von Apoptose-Suppressoren 

(CHINNAIYAN et al., 1996; ALLEN et al., 1998; ASHKENAZI und DIXIT, 1998). Neben der 

Expression von Caspase-Inhibitoren (sog. Inhibitors of Apoptosis [IAPs]; UREN et al., 1998) 

fördert nF-κB auch jene antiapoptotischer Bcl-2 Proteine, die in ihrem Promotorbereich einen 

nF-κB-Konsensus aufweisen (LEE et al., 1999). Mittels Screening der cDNA-Bibliothek wurden 

bereits potentielle nF-κB-Homologe in Schwämmen nachgewiesen (BORGER et al., unveröffentlicht). 

Deren tatsächliche Beteiligung an den streßinduzierten Vorgängen in G. cydonium bleibt vorerst 

jedoch genauso unbestätigt wie auch die Existenz einer derartigen Konsensussequenz im 

Promotorbereich des GCBHP2. Das in Abb. 5.2 dargestellte Modell demonstriert die Vernetzung 

der wichtigsten Bestandteile der streßinduzierten Apoptose und der daraufhin eingeleiteten zellulären 

Verteidigungsmaßnahmen der Porifera, in welchen BHP2 und HSP70 eine zentrale Rolle einnehmen. 
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Abb. 5.2: Modell der Vernetzung der durch TBT, Serumentzug und Hitzeschock induzierten pro- und anti-

 apoptotischen zellulären Vorgänge (grüne und rote Pfeile) von G. cydonium, inkl. der Signal-
 transduktion. Die Stressoren rufen eine verstärkte Bildung von ROS hervor, die cytosolisch bzw. 
 mitochondrial durch Entkopplung der Elektronentransportkette erfolgt. Einerseits führen die 
 Streßfaktoren (inkl. der ROS) durch Porenöffnung zu mitochondrialen Dysfunktionen und zum 
 Ausstrom von Cytochrom c. Andererseits verursachen sie Proteinschäden durch Denaturierung 
 und Oxidation. In allen Fällen wird infolge einer Aktivierung der Caspase-Kaskade Apoptose 
 ausgelöst. Den proapoptotischen Vorgängen wirkt die ROS-induzierte Aktivierung von Tran-
 skriptionsfaktoren (nF-κB und HSF) entgegen, welche die Synthese von Proteinen mit Schutz-
 funktion einleitet. In dieser Funktion reguliert BHP2 die mitochondrialen Poren und stellt die 
 Homöostase der Organellen wieder her; HSP70 stabilisiert und reaktiviert beschädigte Proteine. 
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5.7 Perspektiven für die weitere Erforschung der Apoptose der Porifera 

 

Seit der ersten Identifizierung von Mitgliedern der Bcl-2 Familie in den Porifera wurde über das 

Vorkommen der restlichen Elemente der Apoptose-Maschinerie in Schwämmen spekuliert. Die 

Existenz dieser Bauteile wurde anhand der Funktionsanalysen des BHP2 immer wahrscheinlicher. 

Tatsächlich gelang inzwischen - in den Rahmen dieser Arbeit überschreitenden Untersuchungen - die 

Klonierung eines Caspase-3-Homologs aus G. cydonium, welches eine hohe Konservierung 

bezüglich seiner Vertebratenpendants aufweist (WIENS et al., unveröffentlicht). Die Entdeckung der 

Caspasen in den Schwämmen eröffnet somit eine Fülle erwägenswerter Untersuchungen, welche sich 

einerseits im engeren Sinne auf die Charakterisierung und Funktionsanalyse dieser Protease 

konzentrieren. Andererseits sind die potentiellen Interaktionen - direkte oder indirekte - mit anderen 

Proteinen in Betracht zu ziehen. Hierzu bieten sich als mögliche Substrate eine Fülle bereits 

bekannter Schwammproteine an, welche auf das Vorkommen einer Erkennungssequenz, die sie als 

potentielle Caspase-Substrate qualifiziert, untersucht werden müssen. Als Regulatoren der Caspase 

sind dagegen die Bcl-2-homologen Proteine der Schwämme, BHP1 und BHP2, zu erwägen. In 

diesem Zusammenhang erscheint insbesondere eine Kotransfektion der GCBHP2-transfizierten 

Zellen mit dem Caspase-3-Homolog, gefolgt von einer Apoptose-Induktion, interessant. 

 Nach der erfolgreichen Identifizierung von Regulatoren und Effektoren der Apoptose in 

Schwämmen steht gleichfalls der molekularbiologische Nachweis des Adapters Apaf-1 aus, 

wodurch die Existenz der fundamentalen Elemente der den Zelltod auslösenden Signalkaskade 

nahezu vollständig enthüllt wäre. Die geringe Zahl bisher bekannter Proteinsequenzen wird allerdings 

die Suche nach diesem Adapter mittels z. B. degenerierter Primer erschweren. Von schnellerem 

Erfolg mag dagegen die Suche nach dem Caspase-Aktivator Cytochrom c gekrönt sein. Dessen 

hohe Konservierung in puncto Sequenz und Funktion (BABA et al., 1996) läßt auch auf einen 

entsprechenden Anteil am Zelltod der Porifera vermuten. Die Aufklärung der Proteinsequenz bildet in 

diesem Zusammenhang die Grundlage immuncytologischer Analysen, welche mit Hilfe eigens 

hergestellter Antikörper einen apoptoseinduzierenden Ausstrom des Cytochrom c ins Cytosol schnell 

aufdecken könnten. 

 Natürlich lösen auch die bisherigen Analysen der Bcl-2-homologen Proteine der Schwämme 

vielfältige Fragen aus, welche die Notwendigkeit künftiger Untersuchungen verdeutlichen. Neben 

kristallographischen Analysen des BHP2, die möglicherweise zusätzliche Indizien bezüglich dessen 

Funktion liefern, werden Mutagenese-Studien die funktional unentbehrlichen Aminosäuren der BH-

Domänen aufdecken. Ein zusätzlicher Fokus wird sich auf die Funktionsanalyse des BHP1 und den 

Nachweis proapoptotischer Regulatoren der Bcl-2 Familie aus den Porifera richten. 

 Diese und weitere Untersuchungen werden nicht nur zum Verständnis des Zelltods in 

Invertebraten beitragen, sondern hoffentlich auch an der Entschlüsselung bisher ungelöster Rätsel der 

Apoptose in Säugetieren mitwirken. 
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6 Zusammenfassung 
 

Lebensweise und Körperbauplan der Porifera verdeutlichen die Erfordernis effizienter metabolischer 

Strategien zur Abwehr ungünstiger Einflüsse aus der Umwelt. In höheren Metazoen stellt die 

Apoptose einen Prozeß zur Entfernung beschädigter, infizierter oder redundanter Zellen dar, dessen 

Konservierung vom Nematoden zum Menschen bereits nachgewiesen wurde. Auf der Suche nach 

der molekularbiologischen Grundlage der Apoptose in den Porifera, dem phylogenetisch ältesten 

Tierstamm der Metazoen, wurden Mitglieder der Bcl-2 Familie - einer zu den Kernelementen der 

Apoptose gehörenden Familie von Regulatoren - unter Anwendung von PCR- und Screening-

Techniken in einer cDNA-Bank des marinen Schwammes G. cydonium identifiziert. Im Anschluß an 

ihre Sequenzierung wurden die hierbei isolierten Klone GCBHP1 und GCBHP2 (Geodia cydonium 

Bcl-2-homologes Protein 1 bzw. 2) diversen Sequenz- und Strukturanalysen unterzogen. Diese 

offenbarten die Existenz zweier funktional bedeutsamer Domänen (BH1 und BH2) der potentiellen 

Proteine BHP1 und BHP2, welche die antiapoptotische Fraktion der Bcl-2 Familie charakterisieren. 

Beide Domänen vermitteln den Mitgliedern dieser Subfamilie das Potential, Poren in Organellen-

Membranen zu bilden bzw. bestehende Poren zu regulieren und damit Einfluß auf den transmembra-

nen Transport von Molekülen im Verlauf der Apoptose zu nehmen. Gleichfalls charakteristisch ist 

das Vorkommen sieben α-helikaler, die Porenbildung unterstützender Bereiche sowie einer 

C-terminalen hydrophoben Region, die eine Verankerung in der äußeren Membran der Mito-

chondrien gestattet. 

 Als letzte Rettungsmaßnahme vor dem herannahenden Zelltod induzieren apoptotische Stimuli 

die Expression vieler Bcl-2 Proteine. Eine Überprüfung der Transkription mittels Northern Blot 

Analysen bestätigte auch für das BHP2 die induzierte Expression unter dem Einfluß eines chemischen 

und eines physikalischen Modell-Stressors (Tributylzinn und Hitze). Die parallel dokumentierte 

Induktion des HSP70 (eines etablierten Streßmarkers) zeugte von der BHP2-Expression als 

Bestandteil einer antiapoptotischen Streßantwort zum Schutz des Organismus'. Die kontinuierliche 

Transkription des im Rahmen dieser Arbeit gleichfalls klonierten Proliferationsmarkers SEP1 

veranschaulichte mit der unveränderten Vitalität der Schwammzellen zudem die Effektivität dieser 

Streßreaktionen. 

 Mit der Herstellung eines rekombinanten BHP2-Proteins wurde die Immunisierung von 

Kaninchen und die folgende Gewinnung eines polyklonalen BHP2-Antikörpers ermöglicht. Dieser 

gestattete den Nachweis der streßinduzierten BHP2-Expression mittels Western Blot Analysen auch 

auf Proteinebene. 

 Zum Zweck der Funktionsstudie wurden Säugetierzellen (HEK-293, NIH/3T3) analog vieler 

Bcl-2-Überexpressionsexperimente mit einem BHP2-Konstrukt transfiziert. Im Anschluß an ihre 

Selektion wurden diese transfizierten Zellen auf die Expression des BHP2 untersucht, sowohl 

bezüglich der Transkription als auch der Translation. Stabil transfizierte, BHP2-exprimierende Zellen 

unterschieden sich bereits in ihrem Wachstumsmuster (Bildung fociartiger Strukturen) von jenem 

mock-transfizierter Zellen (disperses Wachstum) und verdeutlichten dadurch phänotypisch die 



Zusammenfassung 

 138

Wirkung eines antiapoptotischen Proteins auf den Zellmetabolismus. In folgenden Assays wurde 

unter dem Einfluß zweier repräsentativer apoptotischer Stimuli (Tributylzinn und Serumentzug) für 

BHP2-transfizierte Zellen eine bis zu vierzehn- bzw. sechsmal höhere Vitalität als im Vergleich zu 

mock-transfizierten Zellen registriert. Dieses Ergebnis korrelierte mit der gleichzeitig beobachteten 

reduzierten Aktivierung der Caspase-Kaskade, hier repräsentiert durch jene der Caspase-3. 

Gleichsam verdeutlichte es jedoch auch die Teilnahme weiterer, der Kontrolle durch das BHP2 

unterliegender apoptotischer Prozesse. Da immuncytochemische Analysen der subzellulären 

Lokalisation eine Assoziation mit den Mitochondrien erkennen ließen und Strukturanalysen gleichfalls 

die zur Porenbildung erforderlichen Merkmale offenbarten, scheint sich die Kontrollfunktion des 

BHP2 auf den transmembranen Transport von Signalmolekülen im Verlauf der Apoptose zu 

beziehen. Laut dieser Theorie verhindert BHP2 mittels Regulation bestehender Poren bzw. durch 

Bildung eigener Poren den Zusammenbruch des mitochondrialen transmembranen Gradienten und 

vermindert dadurch die Entstehung proapoptotisch wirksamer Sauerstoffspezies (ROS). Gleichzeitig 

reduziert es den Ausstrom mitochondrialen Cytochrom c ins Cytosol und verhindert dadurch die 

adaptervermittelte Aktivierung der Caspase-Kaskade. 

 Da Bcl-2 Proteine und Hitzeschockproteine zentrale Bestandteile der zellulären Antwort auf 

Streß darstellen, wurden schließlich in einer Erweiterung des Modells Analogien der BHP2- und der 

HSP70-Expression ausgearbeitet und die Vernetzung der antiapoptotischen Wirkung beider Proteine 

aufgezeigt. 

 Die in dieser Arbeit präsentierten Ergebnisse und Schlußfolgerungen demonstrieren somit die 

erstmalige Expression eines funktionalen Schwammproteins in Säugetierzellen und belegen die 

Existenz konservierter apoptotischer Mechanismen in den Porifera. Das weitere Studium dieser 

Mechanismen besitzt das Potential, zu einem besseren Verständnis der Apoptose der Säugetiere 

beizutragen. 
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8 Abkürzungsverzeichnis 
 

8.1 Abkürzungen, Akronyme und Summenformeln 

 
A 

A   Ampère(s) 
Abb.  Abbildung 
Acc. No. Genbank accession number 
Ak   Antikörper 
AMC  7-Amino-4-methylcoumarin 
Amp  Ampicillin 
AP   Alkalische Phosphatase 
Apaf-1 Apoptotic protease activating factor-1 
Apo2  TNF-related apoptosis inducing receptor 
Apo2L TNF-related apoptosis inducing ligand 
APS  Ammoniumperoxodisulfat 
Aq. bidest. Aqua bidestillata 
As   Aminosäure 
ATP  Adenosin-5'-triphosphat 

B 
Bad  Bcl-2-homologous antagonist/killer 
Bax  Bcl-2 associated X protein 
Bcl-2  B cell lymphoma/leukaemia gene 2  
BH-Domäne Bcl-2 Homologie Domäne 
BHP  Bcl-2-homologes Protein aus G. cydonium 
Bid  BH3 interacting domain death agonist 
Bik   Bcl-2 interacting killer 
bp   base pair(s)  
BSA  Bovine Serum Albumin 

C 
°C   Grad Celsius 
CAD  Caspase Activated Deoxyribonuclease 
cAMP  Adenosin-3',5'-monophosphat 
CARD  Caspase-Recruitment Domain 
CBS  Chemiluminescence Blotting Substrate 
C. coturnix Coturnix coturnix 
CD95  Cluster of Differentiation 95 
CD95L  CD95 Ligand 
cDNA  complementary DNA 
CDP-Star Disodium 2-chloro-5-(4-methoxyspiro{1,2-dioxetane-3,2'-(5'-chloro)-tricyclo[3.3.- 
   1.13,7] decan}-4-yl)-1-phenyl phosphate 
ced  cell death abnormal 
C. elegans Caenorhabditis elegans 
cGMP  Guanosin-3',5'-monophosphat 
CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propanesulfonate 
cm   Zentimeter 
cm2  Quadratzentimeter 
C-terminal carboxyterminal 
Cy3  Indocarbocyanin 3 

D 
∆ϕm  mitochondriale Membranpotentialänderung 
DcR  Decoy Receptor 
DD  Death Domain 
ddNTP Didesoxyribonukleosid-5'-triphosphat 
DEAE  Diethylaminoethanol 
DED  Death Effector Domain 
dGTP  2'-Desoxyguanosin-5'-triphosphat 



Abkürzungsverzeichnis 

 169

DIG  Digoxigenin 
D. melanogaster Drosophila melanogaster 
DMPC  Dimethylpyrocarbonat 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA  Desoxyribonucleicacid 
DNase  Desoxyribonuklease 
dNTP  2'-Desoxyribonukleosid-5'-triphosphat 
DR4/5  Death Receptor 4/5 
DTT  1,4-Dithiothreitol 
dUTP  2'-Desoxyuridin-5'-triphosphat 

E 
E. coli  Escherichia coli 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
EGTA  Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraacetat 
ELISA  Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
ER   Endoplasmatisches Retikulum 

F 
FADD  FAS-Associated Death Domain 
FCS  Fetal Calf Serum 
FITC  Fluorescein-Isothiocyanat 
fl.   flüssig 
FLIP  FADD-Like ICE Inhibitory Protein 

G 
g   Erdbeschleunigung (9,81 m/s2) 
g   Gramm 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GCBHP Bcl-2-homologes Protein aus G. cydonium 
GCSEP1 Septin-Homolog aus G. cydonium 
G. cydonium Geodia cydonium 
GSCN  Guanidinthiocyanat 
GTP  Guanosin-5'-triphosphat 
gU   große Untereinheit 

H 
h   Stunde(n) 
HCl  Salzsäure 
HEK  Human Embryonal Kidney cells 
HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsäure 
His    Histidin 
H2O  Wasser 
H2O2  Wasserstoffperoxid  
H. sapiens Homo sapiens 
H2SO4  Schwefelsäure 
HSP70  Hitzeschockprotein mit einem Molekulargewicht von 70 kDa 

I 
IAP  Inhibitor of Apoptosis 
ICE  Interleukin-1β-Converting Enzyme  
IgG  Immunglobulin G 
IL-3  Interleukin-3 
IPTG  Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 
IR   infrarot 

J 
JNK  c-Jun N-terminal Kinase 

K 
kb   kilobase(s)  
KCl  Kaliumchlorid 
kDa  Kilodalton 
KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat 
KOH  Kaliumhydroxid 
kU   kleine Untereinheit 
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L 
l   Liter 
LB   Luria Bertani 
log   logarithmisch 

M 
m   Meter 
M   molar [mol/l] 
mA  Milliampère(s) 
MgCl2  Magnesiumchlorid 
MgSO4 Magnesiumsulfat 
min  Minute(n) 
mJ   Millijoule(s) 
ml   Milliliter 
mm  Millimeter 
mM  millimolar 
M. musculus Mus musculus  
MOPS  N-Morpholinopropansulfonsäure 
mRNA  messenger-ribonucleicacid 
MXR  Multixenobiotischer Resistenzmechanismus 
µl   Mikroliter 
µM  mikromolar 

N 
NaCl  Natriumchlorid 
NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat 
NaH2PO4 Natriumdihydrogenphosphat 
Na2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat 
NaOH  Natriumhydroxid 
Na3PO4 Natriumphosphat 
NBT  Nitrotetrazoliumblauchlorid 
nF-κB  nuclear Factor κ chain transcription in B cells 
ng   Nanogramm 
NIH/3T3 NIH Swiss mouse embryonal cells 
nm   Nanometer 
Nt-x  Nukleotid des 5'-nichtkodierenden Bereichs einer cDNA 
Ntx   Nukleotid des kodierenden bzw. des 3'-nichtkodierenden Bereichs einer cDNA 
NTA  Nitrilotriaceticacid 
N-terminal aminoterminal 

O 
OD  Optische Dichte 

P 
PAGE  Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS  Phosphate Buffered Saline 
PCR  Polymerase Chain Reaction 
pfu   plaque forming units 
pH   potentia hydrogenii 
PMSF  Phenylmethylsulfonylfluorid 
POD  Peroxidase 
PVDF  Polyvinylidendifluorid 

R 
Raf-1  Regulator of α-fetoprotein-1 
RIP  Receptor-Interacting Protein 
RNA  Ribonucleicacid 
RNase  Ribonuklease 
ROS  Reactive Oxygen Species 
rpm  rounds per minute 
R. rattus Rattus rattus 
rRNA  ribosomale RNA 
RT   Raumtemperatur 
RT   Reverse Transkription 
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S 
S   Svedberg-Einheit (Einheit des Sedimentationskoeffizienten) 
SDS  Sodiumdodecylsulfate 
sec   Sekunde(n) 
SEP1  Septin-Homolog aus G. cydonium 
SM  Suspension Medium 
SSC  Saline-Sodium Citrate 
SSPE  Saline-Sodium Phosphate-EDTA 

T 
Tab.  Tabelle 
TBE  Tris Borate EDTA buffer 
TBS  Tris Buffered Saline 
TBT  Tributyltin chloride 
TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin 
Tm   Primer-Schmelztemperatur 
TNF(R) Tumor-Nekrose-Faktor (-Rezeptor) 
TRADD TNFR-Associated Death Domain 
TRAF2 TNFR-Associated Factor 2 
Tris   Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
Tween 20 Poly(oxyethylen)20-sorbitan-monolaurat 

U 
U   unit(s) 
ü. N.  über Nacht 
UV   ultraviolett 

V 
V   Volt 
v/v  volume per volume  

W 
w/v  weight per volume  

X 
X-Gal  5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β-D-galactosid 
X. laevis Xenopus laevis 
X-Phosphat 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat 

 

 

8.2 Abkürzungscodes für Aminosäuren und Basen 

 
Aminosäure Einbuchstabencode  Aminosäure Einbuchstabencode 

 Alanin A   Arginin R 
 Asparagin N   Aspartat D 
 Cystein  C   Glutamat E 
 Glutamin Q   Glycin G 
 Histidin H   Isoleucin I 
 Leucin  L   Lysin K 
 Methionin M   Phenylalanin F 
 Prolin P   Serin S 
 Threonin T   Tryptophan W 
 Tyrosin Y   Valin V 
     
     

Base Buchstabencode    
Adenin A    
Cytosin G    
Guanin C    
Thymin T    
Uracil U    
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