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 Einleitung 

1.1. Autophagie - eine wichtige Säule der Proteinhomöostase 

Die Autophagie ist ein hoch-konservierter Prozess, der der Degradation von intrazellulären Proteinen 

und Organellen dient und bereits in den 1960er Jahren von Christian De Duve und Kollegen als eine 

morphologische Veränderung des Zytoplasmas beschrieben wurde. De Duve war es auch, der den 

Begriff der Autophagie (griechisch für „selbst Essen“) prägte (Duve und Wattiaux 1966). In den 90er 

Jahren wurde mittels eines Screens Autophagie-defizienter Mutanten in der Hefe Saccharomyces 

cerevisiae die ersten sogenannten ATG (Autophagy related) Proteine identifiziert. Durch die 

Entdeckung und funktionelle Charakterisierung dieser ATG Proteine konnte der Prozess der 

Autophagie immer genauer aufgeklärt werden (Tsukada und Ohsumi 1993; Nakatogawa et al. 2009). 

Bis heute wurden über 40 essentielle ATG Proteine in der Hefe beschrieben, wovon eine Vielzahl in 

Pflanzen, Nematoden, Fliegen und dem Säuger konserviert sind (Nakatogawa et al. 2009; Glick et al. 

2010; Reumann et al. 2010). Anfänglich ging man davon aus, dass der Prozess der Autophagie ein rein 

nicht-selektiver (bulk) Abbau von zytoplasmatischen Bestandteilen und Organellen ist. Mittlerweile ist 

allerdings bekannt, dass die Autophagie einen hoch-selektiven Abbaumechanismus der Zelle darstellt. 

Vor allem unter basalen Bedingungen werden Proteine und Organellen selektiv abgebaut und die 

Autophagie unterstützt so die Qualitätskontrolle der Zelle. 

Die Autophagie kann in drei Hauptarten unterteilt werden: die Mikroautophagie, die Chaperon-

vermittelte Autophagie (CMA; Chaperone mediated autophagy) und die Makroautophagie (Abb. 1) 

(Mizushima und Komatsu 2011). 

 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der Autophagie. Der autophagische Prozess wird in drei Hauptarten unterteilt: 
Mikroautophagie, Chaperon-vermittelten Autophagie (CMA) und Makroautophagie. Die Makroautophagie wird, je nach 
abgebauten Substrat, noch weiter unterteilt (verändert nach Mizushima et al. 2011).  
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Bei der Mikroautophagie werden abzubauende Bestandteile direkt in das Lysosom überführt und 

durch die dort vorliegenden Hydrolasen abgebaut. Hierbei bildet sich ein sogenanntes „Tube“ im 

Lysosom, welches sich anschließend zu einem Vesikel abschnürt und abgebaut wird. Bisher wurde die 

Mikroautophagie im Säuger als ein nicht-selektiver Abbauweg beschrieben (Li et al. 2012).  

Die CMA ermöglicht dagegen einen selektiven Abbau von einzelnen Proteinen. Die Zielproteine tragen 

das Aminosäuremotiv KFERQ, welches durch HSC70 (Heat shock cognate 70kDa protein) spezifisch 

erkannt wird und in ihrem Transport zum Lysosom resultiert. Dort bindet HSC70 das lysosomale 

Protein LAMP2A (Lysosom-associated membrane protein 2A) in der lysosomalen Membran und das 

abzubauende Protein wird entfaltet. Zusammen mit dem Chaperon-Komplex wird das Protein in das 

Lumen des Lysosoms transferiert und abgebaut (Kaushik und Cuervo 2012). Interessanterweise tragen 

viele Proteine, welche auch mit neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert sind, ein KFERQ-Motiv 

und stellen so ein potentielles Substrat für die CMA dar (Cuervo et al. 2004; Martinez-Vicente et al. 

2008; Vogiatzi et al. 2008).  

Der dritte Weg des autophagischen Abbaus stellt die Makroautophagie dar. Der makroautophagische 

Abbau ist bisher am besten charakterisiert und wird in dieser Arbeit an anderer Stelle detailliert 

betrachtet (siehe 1.2). 

Eine effiziente Autophagie ist entscheidend für die Gesundheit und das Überleben von Zellen und eine 

Störung des Abbauweges ist mit unterschiedlichen Krankheiten, wie neurodegenerativen 

Erkrankungen, Krebs, kardiovaskulären Erkrankungen, Infektionskrankheiten aber auch 

Stoffwechselerkrankungen assoziiert (Choi et al. 2013; Kroemer 2015). Neben Chaperonen und dem 

Ubiquitin-Proteasom-System (UPS), ist die Autophagie eine wichtige Säule des Proteostasenetzwerkes 

(Abb. 2) (Hartl et al. 2011; Hipp et al. 2014). Die Proteinhomöostase, kurz Proteostase, gewährleistet 

die Integrität des Proteoms. Das Proteom stellt die Gesamtheit aller in einer Zelle vorkommenden 

Proteine dar und ist ein hoch-dynamisches aber auch sensibles System, dass sehr anfällig für Störungen 

ist, die unmittelbar in der Akkumulation fehlgefalteter Proteine resultiert. Um solche Störungen zu 

vermeiden muss permanent eine effiziente Qualitätskontrolle erfolgen, sowie ein Gleichgewicht 

zwischen der Neusynthese und dem Abbau von Proteinen in der Zelle bestehen, was generell durch 

das Proteostasenetzwerk bewerkstelligt wird (Abb. 2) (Hartl et al. 2011; Hipp et al. 2014). 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Proteinhomöostase. Für die Aufrechterhaltung der Proteostase sind Chaperone, 
das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) und die Autophagie von zentraler Bedeutung.  

 

1.2. Die Makroautophagie – wenn Zellen sich selbst „aufessen“ 

Bei der Makroautophagie (im weiteren Verlauf dieser Arbeit als Autophagie bezeichnet) werden 

Proteine und Organellen in autophagische Vesikel, sogenannte Autophagosomen, eingeschlossen und 

kontrolliert zum Lysosom transportiert. Je nach abzubauendem Substrat kann man die Autophagie 

weiter unterteilen. So wird z. B. der Abbau von Aggregaten als Aggrephagie, der Abbau von 

Mitochondrien als Mitophagie, der Abbau von Peroxisomen als Pexophagie und die autophagische 

Beseitigung von Pathogenen als Xenophagie bezeichnet (Mizushima et al. 2011; Khaminets et al. 2016). 

Funktionell lässt sich die Autophagie in drei Schritte unterteilen: 1. Initiation und Bildung der 

Phagophore, 2. autophagosomale Reifung und 3. vesikulärer Transport mit anschließender Fusion mit 

dem Lysosom (Abb. 3). 

Die Initiation der Autophagie beginnt mit der Bildung der Phagophore, einer becherförmigen 

Doppelmembran, die sich im Laufe der autophagosomalen Reifung vergrößert und dabei abzubauende 

zytoplasmatische Bestandteile umschließt. Die Größe passt sich hierbei ihrem Cargo an und am Ende 

der Reifung verschließen sich die Membranenden zum reifen Autophagosom. Das Autophagosom wird 

entlang der Mikrotubuli, zum Mikrotubuli-Organisationszentrum transportiert (Kimura et al. 2008, 

Longatti und Tooze 2009). Dort fusionieren Autophagosom und Lysosom zum Autolysosom und die 

abzubauenden Substanzen werden mittels saurer Hydrolasen enzymatisch abgebaut. Die 

resultierenden Abbauprodukte werden im Anschluss über lysosomale Permeasen und andere 

Transportsysteme ins Zytoplasma exportiert. Dort stehen sie für die Neusynthese von 

Makromolekülen oder zur Energiegewinnung zur Verfügung (Banerjee et al. 2010). 
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Abbildung 3: Schematischer Ablauf der Makroautophagie. Die Initiation der Autophagie beginnt mit der Bildung der 
Phagophore. Während der Reifung erweitert sich die Phagophore zum reifen Autophagosom, welches die abzubauenden 
Proteine und Organellen vollständig umschließt. Das reife Autophagosom wird anschließend zum Lysosom transportiert, wo 
es mit diesem fusioniert und das Autophagosom, zusammen mit dem Cargo, abgebaut wird (verändert nach Kern et al. 2015).   

 

Die Auswahl des autophagischen Cargos verläuft größtenteils selektiv wofür spezifische Cargo-

Rezeptoren verantwortlich sind, die mit autophagosomalen Proteinen interagieren. Bekannte Cargo-

Rezeptoren sind: SQSTM1/p62 (Sequestome 1), NBR1 (Neightbor of BRCA1 gene 1), CALCOCO/NDP52 

(Nuclear dot protein 52 kDA) und OPTN1 (Optineurin) (Boyle und Randow 2013; Stolz et al. 2014).  

Eine weitverbreitete Möglichkeit abzubauendes Substrat zu markieren stellt die mehrfache 

Ubiquitinierung von Proteinen aber auch Organellen dar (Husnjak und Dikic 2012; Popovic et al. 2014). 

Interessanterweise kommt es vor allem in alternden Zellen verstärkt zu einer Akkumulation von poly-

ubiquitinierten Proteinen, die mittels Autophagie abgebaut werden können. Hierbei besitzen die 

Proteine der BAG-Familie (Bcl-2 associated athanogene), BAG1 und BAG3, eine große Bedeutung. Im 

Laufe der Alterung kommt es zu einer Verschiebung des Expressionsniveaus von BAG1 hin zu BAG3. In 

jungen Zellen begünstigt BAG1 den Abbau von Proteinen mittels Proteasom, wogegen im Alter der 

BAG3-vermittelte autophagische Abbau gefördert wird (Gamerdinger et al. 2009; Behl 2011, 2016; 

Stürner und Behl 2017). 

 

Neben der ständig ablaufenden Autophagie unter basalen Konditionen kann der Abbauweg auch 

induziert werden. Die AMPK (Adenosinmonophosphate activated Protein Kinase) ist ein zellulärer 

Sensor für den Energiegehalt der Zelle und misst das zelluläre Verhältnis zwischen ADP und ATP (Gwinn 

et al. 2008; Ganley et al. 2009; Weidberg et al. 2011). Ist der Energiegehalt der Zelle zu gering, wird die 

AMPK aktiviert, welche anschließend die Serin/Threonin Proteinkinase mTOR (Mechanistic target of 

Rapamycin) inhibiert. Aktives mTOR verhindert, durch eine Phosphorylierung des ULK-Komplexes, die 

Induktion der Autophagie. Durch die Inhibition von mTOR kommt es allerdings zu einer 

Dephosphorylierung des ULK-Komplexes und somit zu einer Induktion der Autophagie (Kuma und 

Mizushima 2010). Aufgrund dieser Regulation der Autophagie ist vor allem der Nährstoffmangel 
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(depletiertes Medium) oder die pharmakologische Inhibition von mTOR (Rapamycin) eine 

weitverbreitete Möglichkeit den Prozess zu induzieren (Noda und Ohsumi 1998; Mizushima 2007; 

Shang et al. 2011).  

 

1.2.1. Autophagosomale Biogenese  

Nach der Initiation der Autophagie, durch die Bildung der Phagophore, einer becherförmigen 

Doppelmembran, beginnt die autophagosomale Biogenese. Im Laufe der autophagosomalen Reifung 

vergrößert sich die Phagophore und umschließt hierbei abzubauende zytoplasmatische Bestandteile. 

Für die Elongation der Phagophore sind Proteine der Atg8 Familie von besonderer Bedeutung. Im 

Säuger gibt es mehrere Proteine, die der Atg8 Familie angehören. Hierzu zählen die Unterklassen der 

MAP1LC3- (Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain), GABARAP- und GABARAPL2-Proteine 

(Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein). Alle Proteine der Atg8 Familie haben die 

gleiche Struktur aus zwei α-Helices am N-terminalen Ende und einem Ubiquitin-ähnlichen Kern (Shpilka 

et al. 2011). Sie werden als Vorläuferproteine synthetisiert und durch die Cysteinprotease ATG4 am C-

terminalen Ende geschnitten. Hierbei wird die unlipidierte Form der Atg8 Proteine (ATG8-I) gebildet. 

Im Anschluss daran werden sie am C-Terminus mit einem Phosphatidylethanolamin (PE) konjugiert, 

was zur Assoziation an die Phagophore führt (Kabeya et al., 2004). Die Konjugation von PS wird durch 

ein Ubiquitin-ähnliches Konjugationssystem katalysiert (Abb. 4). Das Konjugationssystem ist somit für 

die Bildung der Autophagosomen und gleichzeitig für die Lipidierung von Proteinen der Atg8 Familie 

essentiell (Geng und Klionsky 2008).  

 

Im Zuge der ATG8 Prozessierung werden ATG5 und ATG12 kovalent durch ATG7 (E1-Enzym) und ATG10 

(E2-Enzym) miteinander verbunden. Der ATG12-ATG5-Komplex bindet schließlich an ATG16L1 und der 

entstandene ATG12-ATG5-ATG16L1-Komplex bildet im Anschluss, durch Homooligomerisierung von 

ATG16L1, einen großen multimeren Komplex (Tanida et al. 2001; Mizushima et al. 2003a; Mizushima 

et al. 2003b). 

Parallel werden ATG8-I Proteine ebenfalls durch das E1-Enzym ATG7 aktiviert und auf ATG3 (E2-Enzym) 

übertragen (Tanida et al. 1999; Tanida et al. 2002). Die Lipidierung der Atg8 Proteine wird anschließend 

durch den ATG12-ATG5-ATG16L1-Komplex katalysiert. Der Komplex wirkt hierbei als E3-Enzym und 

katalysiert den Austausch von ATG3 mit PE, wodurch die lipidierte Form der Atg8 Proteine entsteht 

(Abb. 4) (Tanida et al. 2004).  

Die Lipidierung der Atg8 Proteine ist ein essentieller Bestandteil der autophagosomalen Biogenese. Die 

Proteine der Atg8 Familie befinden sich sowohl in der inneren als auch in der äußeren Membran des 

Autophagosoms. Das im Inneren vorliegende ATG8-II wird im Lysosom abgebaut, wohingegen das an 
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der äußeren Membran vorliegende ATG8-II zumindest teilweise durch ATG4 regeneriert wird und 

wieder zu ATG8-I umgewandelt werden kann (Abb. 4) (Geng und Klionsky 2008; Yu et al. 2012). 

 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der ATG8 Lipidierung. Die lipidierten ATG8 Proteine spielen eine große Rolle für die 
Elongation der Phagophore. Die Konjugation von PE an ATG8 Proteine wird durch eine Kaskade von ATG-Proteinen katalysiert.  

 

Die Autophagie ist ein hoch-dynamischer Prozess, der im großen Maße vom vesikulären Transport 

sowie von der Verfügbarkeit von Lipiden und Membranen abhängig ist. Während der raschen 

Induktion der Autophagie muss eine Zelle in der Lage sein, innerhalb kürzester Zeit, ausreichend 

Autophagosomen zu bilden. Eine wichtige Voraussetzung dafür ist die ausreichende Verfügbarkeit von 

Membranen und Lipiden, die bereitgestellt werden müssen, ohne dass dadurch andere 

Vesikeltransportwege beeinträchtigt werden und die Zelle Schaden nimmt.  

In der Hefe wird die Phagophore an der PAS (Phagophore assembly site), einer speziellen Struktur in 

der Nähe der Vakuole, gebildet (Nakatogawa et al. 2009). Hierbei wurde gezeigt, dass ATG9 und ATG18 

(im Säuger WIPI1 (WD repeat protein interacting with phosphoinositides) eine wichtige Rolle spielen. 

ATG9 ist das einzige bekannte ATG mit einer Transmembrandomäne, welches zwischen der PAS und 

vesikulären Membranen hin und her wandert. Zusammen mit WIPI1 stellt es so Membranbestandteile 

zur autophagosomalen Biogenese bereit (Reggiori et al. 2005; Proikas-Cezanne et al. 2007; Obara et 

al. 2008; Mari et al. 2010; Yamamoto et al. 2012). 

Im Säuger hingegen existiert keine eindeutige PAS und es scheint, als könnte die Phagophore an 

mehreren Zellkompartimenten gebildet werden. Neben dem endoplasmatischen Retikulum (ER) und 

dem Golgi-Komplex (Golgi) wurden die Plasmamembran, das Mitochondrium und Lipidtröpfchen als 

mögliche Lipidquellen der autophagosomalen Biogenese beschrieben (Abb. 5) (Hailey et al. 2010; 



7 
Einleitung 

 

Ravikumar et al. 2010; Tooze und Yoshimori 2010; Yen et al. 2010; Dupont et al. 2014). Ebenfalls konnte 

gezeigt werden, dass die Bereitstellung der Membranen durch eine Vielzahl von Proteinen des 

Vesikeltransports reguliert wird. Die Kontaktstellen zwischen unterschiedlichen Organellen könnten 

hierbei eine wichtige Funktion besitzen (Biazik et al. 2015; Schrader et al. 2015; Gomez-Suaga et al. 

2017). Gleichermaßen konnte auch im Säuger ATG9 in Vesikeln lokalisiert werden, welche zwischen 

dem trans-Golgi Netzwerk und Endosomen wandern. Dieser Vesikeltransport ist von der Aktivität des 

ULK-Komplexes abhängig und dient wahrscheinlich dem Transport von Membranbestandteilen zur 

Phagophore (Young et al. 2006). 

 

 

Abbildung 5: Potentielle Membranquellen der autophagosomalen Biogenese. Als mögliche Membranquellen für die 
autophagosomale Biogenese wurden das endoplasmatische Retikulum (ER), der Golgi-Komplex, das Mitochondrium, die 
Plasmamembran und Lipidtröpfchen beschrieben (verändert nach Tooze und Yoshimori 2010). 

 

Eine weitere Hypothese der Membran- und Lipidbereitstellung für die autophagosomale Biogenese ist 

die de novo-Synthese. Hierbei werden Lipide, die für die Bildung der Autophagosomen benötigt 

werden, am ER synthetisiert und direkt für die Elongation der Phagophore verwendet (Girardi et al. 

2011). Für diese Hypothese spricht die Erkenntnis, dass bisher noch keine Membranproteine in der 

autophagosomalen Membran festgestellt wurden, die von anderen zellulären Kompartimenten 

stammen (McEwan und Dikic 2010). Zudem ist das ER an der Bildung von Phospholipiden beteiligt, die 

für die Membranbiogenese der Autophagosomen benötigt wird (Girardi et al. 2011). 
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1.3. Lipidtröpfchen (Lipid Droplets) - nicht nur ein Lipidspeicher der Zelle  

Lipidtröpfchen (LDs) sind Organellen, die der Lipidspeicherung in eukaryotischen Zellen dienen. Sie 

treten ubiquitär auf und ihre Bildung bzw. der Abbau wird in der Zelle strikt kontrolliert (Martin und 

Parton 2006). Die Oberfläche der LDs besteht aus einer Phospholipideinzelschicht mit freiem 

Cholesterol. Im Inneren befinden sich Lipidester, Triacylglyceride und Cholesterolester (Abb. 6).  

 

 

Abbildung 6: Schematischer Aufbau von Lipidtröpfchen (LDs). LDs dienen als zellulärer Lipidspeicher. Ihre Oberfläche besteht 
aus einer Phospholipidschicht mit freien Cholesterol (Sterol) und mehreren Proteinen (z.B. Perilipine, Lipasen, Proteine der 
Lipidsynthese und für den Membrantransport). Im Inneren der Lipidtröpfchen sind Lipidester, Sterole und Triacylglyceride 
gelagert. 

 

Wie LDs in der Zelle gebildet werden ist noch nicht eindeutig geklärt. Eine Möglichkeit stellt die de 

novo-Synthese am ER dar. Hierbei bilden Neutralfette eine Linsen-artige Struktur in der ER Membran, 

welche anschließend abgeschnürt wird. Für diesen Prozess ist unter anderem eine konservierte 

Proteinfamilie, die FIT Proteine (Fat storage-inducing transmembrane proteins) verantwortlich. In der 

Hefe und in höheren Eukaryoten konnte gezeigt werden, dass ein Verlust dieser Proteine darin 

resultiert, dass LDs nicht vom ER abgeschnürt werden und an diesem Kompartiment verbleiben. FIT 

Proteine sind somit für die Abschnürung der gebildeten LDs am ER verantwortlich (Choudhary et al. 

2015). Ein weiteres Modell zur Generierung der LDs ist das bicelle model. Hierbei akkumulieren 

Neutralfette zwischen der inneren und äußeren ER-Membran und das entstehende LD wird aus dem 

ER herausgeschnitten. Die Phospholipideinzelschicht des entstandenen LDs besteht somit aus der 

zytosolischen und der luminalen ER Membran. Dieses Modell könnte auch erklären, wie große 

ungefaltete Proteine oder Viren aus dem ER-Lumen in das Zytosol geschleust werden (Ploegh 2007). 

Ein drittes Modell, dass die LD-Synthese erklären soll, ist das vesicular budding model. In diesem Modell 
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dienen kleine Vesikel, welche am ER verharren als Entstehungsort für LDs. Neusynthetisierte Lipide 

werden in diese Vesikel geschleust, wodurch das LD gebildet wird (Walther und Farese, JR 2009).  

 

Durch ihre Funktion als Lipidspeicher besitzen LDs eine wichtige Rolle für den Lipidmetabolismus, für 

die Energieversorgung der Zelle und die Biogenese von Membranen. So werden Fettsäuren aus den 

LDs mit Hilfe von Lipasen mobilisiert, um den Energiegehalt in der Zelle zu regulieren oder aber um 

Lipide für die Membranbiogenese bereitzustellen. Zudem zeigen LDs komplexe Interaktionen mit 

anderen Organellen, z.B. ER, Plasmamembran, Peroxisomen und Mitochondrien und werden für eine 

effiziente Replikation von Viren benötigt (Guo et al. 2009). Interessanterweise konnte zudem eine 

Verbindung zwischen einem gestörten Lipidmetabolismus in Nervenzellen und neurodegenerativen 

Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson, Chorea Huntington und der Amyotrophen 

Lateralsklerose hergestellt werden (Yadav und Tiwari 2014). 

Im Kontext der Autophagie wurde von Singh et al. und Velikkakath et al. beschrieben, dass LDs durch 

die Autophagie abgebaut werden können, ein Prozess der als Makrolipophagie bezeichnet wird (Singh 

et al. 2009; Velikkakath et al. 2012). Interessanterweise wurden die Lipidreservoirs aber kürzlich auch 

als wichtige Lipidquelle für die autophagosomalen Biogenese beschrieben. In Hefezellen wurde 

gezeigt, dass LDs und die Mobilisierung von Fettsäuren eine Schlüsselrolle für die Synthese von 

Autophagosomen spielen (Shpilka et al. 2015). Die Metabolisierung der LDs findet am ER statt, genau 

dort, wo auch die Autophagosomen gebildet werden (Murphy 2001; Martin und Parton 2005). Die 

räumliche Nähe dieser beiden Ereignisse könnte darauf hinweisen, dass auch im Säuger, LDs 

Fettsäuren bereitstellen, die nach ihrer Umwandlung zu Phospholipiden im ER, für die Bildung der 

Autophagosomen bereit gestellt werden (Dupont et al. 2014; Deretic 2015). In diesem Zusammenhang 

wird vermutet, dass Lipide und Membranen, für die Elongation der Phagophore, de novo synthetisiert 

werden und nicht nur durch die Abschnürung von Membranen bereits bestehender Organellen 

vergrößert wird (McEwan und Dikic 2010; Kern et al. 2015).  
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1.4. RAB GTPasen, RAB GAPs und RAB GEFs – Regulatoren des zellulären Transports 

RAB GTPasen (Ras-related in brain) sind hoch-konservierte ubiquitär verbreitete Proteine die 

essentielle Faktoren des zellulären Vesikeltransports darstellen. Sie sorgen für einen effizienten 

Transport in der Zelle und sind an vielen Schritten des vesikulären Transportssystems beteiligt. So 

kontrollieren sie durch Interaktion mit diversen Effektoren die Bildung von Vesikeln, den 

Vesikeltransport entlang des Zytoskeletts und die Fusion der Vesikel mit der Zielmembran (Frasa et al. 

2012). Die funktionelle Beeinträchtigung von RAB GTPasen und ein daraus resultierender gestörter 

intrazellulärer Vesikeltransport hat schwerwiegende Folgen für die Zelle und ist mit einer Vielzahl von 

Erkrankungen, wie Neuropathien, Diabetes Typ 2, Immunschwäche oder Krebs verbunden (Mosesson 

et al. 2008; Stenmark 2009).  

RAB GTPasen sind molekulare Schalter, die zwischen einer aktiven GTP- und einer inaktiven GDP-

gebundene Form wechseln können, was durch RAB GEFs (Guanine nucleotide exchange factors) und 

RAB GAPs (GTPase activating proteins)  katalysiert wird (Cherfils und Zeghouf 2013) (Abb. 7). RAB GEFs 

und RAB GAPs kontrollieren und koordinieren den Aktivierungs-/Inaktivierungszyklus der RAB Proteine 

und modulieren dadurch zelluläre Prozesse die von RAB GTPasen abhängig sind. Sie verhindern die 

Fehllokation von Effektoren, rekrutieren RAB GTPasen zu ihren zellulären Kompartimenten und 

entfernen diese auch wieder von ihrer Zielmembran (Frasa et al. 2012). 

 

 

Abbildung 7: Schematische Darstellung des RAB GTPase Aktivierungs-/Inaktivierungszyklus durch RAB GEFs und RAB GAPs. 
RAB GTPasen wirken als molekulare Schalter. Die Regulation erfolgt durch die RAB GEFs und RAB GAPs. RAB GEFs katalysieren 
den Wechsel von GDP zu GTP und RAB GAPs katalysieren die GTP Hydrolyse. 

 

RAB GEFs katalysieren die Dissoziation von GDP damit zytosolisches GTP an die RAB GTPase binden 

kann. Die aktivierte RAB GTPase kann anschließend an seine Effektor Proteine binden.  

Es gibt drei spezifische GEF-Domänen, die VPS9-Domäne (Vacuolar protein sorting 9), die DENN-

Domäne (Differentially expressed in normal and neoplastic cells) oder die SEC2-Domäne (Carney et al. 

2006; Barr und Lambright 2010; Marat et al. 2011). Neben diesen drei GEF-Domänen gibt es zudem 
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noch ein weiteres GEF, den TRAPP-Komplex (Transport protein particle)(Carney et al. 2006; Barrowman 

et al. 2010; Barr und Lambright 2010; Marat et al. 2011).  

Die Inaktivierung der RAB GTPasen wird durch die RAB GAPs katalysiert. Da die intrinsische 

Hydrolyserate von RAB GTPasen sehr gering ist, wird die GTP Hydrolyse durch RAB GAPs vermittelt 

(Cherfils und Zeghouf 2013). Die meisten RAB GAPs sind durch die hoch-konservierte TBC-Domäne 

(TRE-2, BUB2 und CDC16) charakterisiert. In dieser rund 200 Aminosäure langen TBC-Domäne sind 

zwei katalytische Reste, ein Arginin- und ein Glutamin-Rest, für die GAP-Aktivität verantwortlich (Pan 

et al. 2006). Das einzig bislang bekannte RAB GAP Protein ohne eine solche TBC-Domäne ist der, in der 

vorliegenden Arbeit untersuchte RAB3GAP-Komplex, der sich in vielerlei Hinsicht von den TBC GAPs 

unterscheidet, aber trotzdem eine potente GAP-Aktivität aufweist (Clabecq et al. 2000; Frasa et al. 

2012; Gavriljuk et al. 2012) (siehe Kapitel 1.5).  

Mittlerweile ist bekannt, dass RAB GAPs nicht nur Regulatoren von RAB GTPasen sind, sondern auch 

andere zelluläre Prozesse regulieren und z. B. die Zytokinese und Autophagie beeinflussen. Hierbei 

regulieren sie den Transport von Membranen und koordinieren verschieden Signalwege (Faitar et al. 

2006; Itoh et al. 2011; Popovic et al. 2012).  

 

1.4.1. RAB GTPasen, RAB GAPs, RAB GEFs und Autophagie 

Die Autophagie ist ein dynamischer Prozess, der stark von dem kontrollierten Transport von Vesikeln 

und einer hohen Flexibilität von Membranen abhängig ist. Neben der Versorgung mit Lipiden und 

Proteinen, für die Bildung der Phagophore und der Reifung der Autophagosomen, sind auch der 

Transport zum Lysosom und die Fusion zwischen Autophagosom und Lysosom von klassischen 

Vesikeltransportwegen abhängig. Somit teilen sich der Vesikeltransport und die Autophagie viele 

funktionelle Eigenschaften und interessanterweise regulieren sie sich gegenseitig. Der intrazelluläre 

Vesikeltransport lässt sich in eine Abfolge bestimmter Schritte unterteilen: Cargo Selektion, 

Vesikelabschnürung von der Donormembran, Translokation entlang des Zytoskeletts und letztendlich 

die Fusion mit den Zielorganellen. Mitglieder der Proteinklasse der RAB GTPasen und den SNAREs 

(soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachement protein receptors) sind Regulatoren, welche 

für den Vesikeltransport und die Dynamik von Membranen wichtig sind (Amaya et al. 2015). So wurde 

zum Beispiel gezeigt, dass RAB1 den ER-Golgi Transport reguliert. RAB5 reguliert den frühen 

endosomalen Transport und RAB27A besitzt eine Funktion bei der Exozytose von Granula (Chua et al. 

2011; Mitra et al. 2011; Chua und Tang 2015). Durch ihre Funktion für den Vesikeltransport und die 

Membrandynamik ist es nicht verwunderlich, dass zahlreiche RAB Proteine und ihre Regulatoren mit 

der Autophagie assoziiert wurden (Abb. 8). 
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Abbildung 8: Rolle der RAB GTPasen für den Ablauf der Autophagie. Der Prozess der Autophagie ist stark mit dem 
Vesikeltransport in der Zelle verbunden. Daher wurden zahlreiche RAB GTPasen direkt und auch indirekt mit der Autophagie 
assoziiert und gezeigt, dass in jedem Abschnitt des autophagischen Prozesses RAB GTPasen beteiligt sind (verändert nach 
Sazatmári und Sass, 2014). 

 

Unter anderem wurden RAB1, RAB5 und RAB7 als Modulatoren der Autophagie beschrieben. Es konnte 

gezeigt werden, das RAB1 an der Bildung der Phagophore beteiligt ist und RAB5 die Synthese der 

Autophagosomen moduliert (Ravikumar et al. 2008, Zoppino et al. 2010). RAB7 reguliert hingegen den 

Transport der Autophagosomen entlang der Mikrotubuli und ist zusätzlich für die Fusion von 

Autophagosomen mit Lysosomen verantwortlich, wodurch Autolysosomen gebildet werden (Jager et 

al. 2004; Gutierrez et al. 2004). Interessanterweise wurden auch zahlreiche RAB GAPs und RAB GEFs 

mit der Modulation der Autophagie in Verbindung gebracht. So verfügen unter anderem TBC1D5 und 

TBC1D25 über ein Bindungsmotiv für Proteine der Atg8 Familie, ein sogenanntes LIR-Motiv (LC3 

interacting region) und wurden funktionell mit der Rekrutierung von ATG9, ULK1 und ATG16L1 zur 

Phagophore verbunden (Popovic et al. 2012; Popovic und Dikic 2014). TBC1D14 wurde als ein negativer 

Modulator der Autophagie charakterisiert, der den Membrantransport von RAB11-positiven 

„Recycling Endosomen“ zur autophagosomalen Biogenese kontrolliert. Hierbei bindet TBC1D14 an den 

TRAPP-Komplex und reguliert den Transport von ATG9. Zudem wird sowohl der TRAPP-Komplex als 

auch TBC1D14 für die Regulation von RAB1 benötigt (Lamb et al. 2016). 

Der TRAPIII-Komplex scheint ebenfalls frühe Prozesse der Autophagie zu modulieren. So konnte in der 

Hefe gezeigt werden, dass der Komplex für die Rekrutierung von ATG9-Vesikeln zur PAS erforderlich 

ist und die Synthese von Autophagosomen beeinflusst (Lynch-Day et al. 2010; Kakuta et al. 2012). Auch 

im Säuger führt ein Funktionsverlust des TRAPP-Komplexes, dem RAB GEF der RAB GTPase RAB1, zu 
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einer reduzierten Bildung der Phagophore (Zoppino et al. 2010; Mochizuki et al. 2013; Lamb et al. 

2016).  

 

 

1.5. Der RAB3GAP-Komplex – kein gewöhnliches RAB GAP 

Der RAB3GAP-Komplex gehört zu den RAB GTPase aktivierenden Proteinen (GAP) allerdings ist der 

Komplex ein eher ungewöhnliches RAB GAP. Interessanterweise ist es das einzige RAB GAP, das einen 

heterodimeren Komplex bildet. Dabei stellt RAB3GAP1 die katalytische Untereinheit und RAB3GAP2 

die nicht-katalytische Untereinheit dar. Zusammen bilden beide Untereinheiten einen 280 kDA großen 

Proteinkomplex (Fukui et al. 1997; Nagano et al. 1998). Der RAB3GAP-Komplex ist zudem das einzig 

bekannte RAB GAP ohne eine GAP typische TBC-Domäne (Pan et al. 2006; Gavriljuk et al. 2012; Frasa 

et al. 2012). Für die katalytische Aktivität von RAB3GAP ist, wie auch in anderen TBC RAB GAPs, ein 

Arginin Rest verantwortlich. Dieses Arginin befindet sich an Stelle 728 in der katalytischen Untereinheit 

von RAB3GAP1 (Clabecq et al. 2000). 

Der RAB3GAP-Komplex wurde als erstes als ein spezifisches GTPase aktivierendes Protein für die RAB 

GTPase RAB3 beschrieben (Fukui et al. 1997). RAB3 ist für die Neurotransmitter- und 

Neurohormonausschüttung verantwortlich (Sudhof 2004; Sakane et al. 2006). Es existieren vier 

Isoformen von RAB3: RAB3A, RAB3B, RAB3C und RAB3D (Schlüter et al. 2002).  

Die Funktion des RAB3GAP-Komplexes für die Neurotransmitterausschüttung wurde unter anderem in 

der RAB3GAP1 knockout Maus untersucht. Durch den Verlust der katalytischen Untereinheit 

akkumuliert die GTP-gebundene Form von RAB3 an der Synapse und kann nicht mehr in die GDP-

gebundene Form hydrolysiert werden, wodurch der RAB3-vermittelte synaptische Vesikelkreislauf 

gestört wird. Zudem zeigen die KO Mäuse eine veränderte Kurzzeitplastizität in der hippokampalen 

CA1 Region. Somit ist der RAB3GAP-Komplex eine wichtige Komponente der Ca2+-abhängigen 

Neurohormon- und Neurotransmitterausschüttung (Sakane et al. 2006). 

In Drosophila konnte zudem gezeigt werden, dass RAB3GAP notwendig für den Erhalt der synaptischen 

Homöostase ist und diese wird durch ein Verlust gestört (Muller et al. 2011). 

 

Trotz seiner ungewöhnlichen GAP-Domäne ist der RAB3GAP-Komplex ein etabliertes RAB GAP. 

Interessanterweise wurde aber kürzlich gezeigt, dass der Komplex zusätzlich eine Funktion als RAB GEF 

besitzt und die RAB GTPase RAB18 reguliert, was funktionell für die Aufrechterhaltung und Integrität 

der ER-Struktur notwendig ist. In einem RAB GEF Assay wurde die Nukleotidaustauschaktivität von 

RAB3GAP1 und RAB3GAP2 untersucht. Hierbei wurde für beide Komponenten des Komplexes eine GEF 

Aktivität gezeigt. Beide Untereinheiten werden für eine Regulation von RAB18 benötigt und fehlt eine 
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Untereinheit des Komplexes, bzw. ist eine Untereinheit des Komplexes mutiert, wird die GEF Aktivität 

gestört und es findet kein GDP Austausch statt. Dies führt zu einer fehlerhaften Rekrutierung von 

RAB18 an das ER (Gerondopoulos et al. 2014). Der RAB3GAP-Komplex ist somit das bislang einzig 

bekannte GAP, das neben seiner GAP-Funktion auch eine GEF-Funktion besitzt und damit 

unterschiedliche RAB GTPasen reguliert. 

 

 

1.6. Die RAB GTPase RAB18 – ein wichtiger Modulator des Lipidmetabolismus 

RAB18 ist eine konservierte RAB GTPase, die sowohl in Pflanzen als auch im Säuger vorkommt, 

allerdings nicht in der Hefe zu finden ist. Zu Beginn wurde RAB18 in polarisierten Epithelzellen an 

Endosomen lokalisiert. Mittlerweile ist allerdings bekannt, dass RAB18 Zelltyp-spezifische 

Unterschiede in der Lokalisation aufweist und unterschiedliche zelluläre Funktionen erfüllen kann 

(Abb. 9). So zeigt RAB18 auch einen Zelltyp-spezifischen Unterschied im Expressionsspiegel und wird 

zum Beispiel im Gehirn und Herzen stark exprimiert (Elias et al. 2012; Klopper et al. 2012). RAB18 ist 

unter anderem am ER, und an Peroxisomen zu finden (Gronemeyer et al. 2013; Gerondopoulos et al. 

2014). Ebenfalls lokalisiert RAB18 an sekretorischen Granula und reguliert dort deren Transport 

(Vazquez-Martinez und Malagon 2011). Außerdem ist es an LDs zu finden und moduliert den 

Lipidmetabolismus, was die am besten charakterisierte Funktion von RAB18 darstellt. Hierbei 

kontrolliert RAB18 die Assoziation zwischen ER und LDs, wodurch der Lipidtransfer zwischen beiden 

reguliert wird (Martin et al. 2005; Ozeki et al. 2005; Pulido et al. 2011). Interessanterweise sind 

wildtypisches RAB18 und dominant-aktives RAB18 an LDs lokalisiert, wohingegen inaktives RAB18 

nicht an den Lipidreservoirs gebunden vorliegt. Die Überexpression von RAB18 resultiert in einer 

vermehrten Assoziation der RAB GTPase an LDs und verringert gleichzeitig die Menge von LD-

assoziiertem ADRP (Adipocyte differentiation-related protein). Die reduzierte ADRP-Bindung führt zu 

einer verstärkten Rekrutierung von LDs an das ER (Ozeki et al. 2005). Die genaue Funktion von ADRP 

ist bisher unbekannt, jedoch führt die Überexpression von ADRP dazu, dass vermehrt LDs gebildet 

werden und umgekehrt bewirkt der knockdown von ADRP eine Verringerung der LDs. Diese Ergebnisse 

deuten darauf hin, dass ADRP an der Entstehung und Stabilität von LDs beteiligt ist (Imamura et al. 

2002; Nakamura und Fujimoto 2003; Nakamura et al. 2004). Die gegensätzliche Bindung von ADRP und 

RAB18 an LDs könnte somit darauf hindeuten, dass RAB18 eine Funktion bei der Lipolyse am ER besitzt 

und nicht die Biogenese von LDs reguliert. Dafür spricht auch, dass die Überexpression von RAB18 

keine verstärkte LD-Synthese bewirkt und RAB18 durch eine Stimulation der Lipolyse vermehrt an LDs 

rekrutiert wird (Ozeki et al. 2005, Martin et al. 2005). Die Lokalisation von RAB18 an Peroxisomen und 
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LDs fördert zudem die Verbindung zwischen der Lipolyse in LDs mit der peroxisomalen Fettsäure 

Oxidation (Gronemeyer et al. 2013). 

 

Neben der Funktion von RAB18 im Lipidmetabolismus wurde die RAB GTPase auch mit der 

Koordination des retrograden COPI (Coat protein complex I) -unabhängigen Transports zwischen Golgi- 

und ER-assoziiert. Interessanterweise wurde RAB18 kürzlich auch als eine Faktor charakterisiert, der 

mit den RAB3GAPs zusammen, für die Aufrechterhaltung der Struktur und Integrität des ER notwendig 

ist (Dejgaard et al. 2008; Gerondopoulos et al. 2014). Zudem besitzt RAB18 eine Rolle für die Hepatits 

C- und Dengue-Virusreplikation. RAB18 vermittelt dabei die Interaktion zwischen der viralen 

Replikation und den LDs (Abb. 9) (Salloum et al. 2013; Dansako et al. 2014; Tang et al. 2014).  

Wie erwähnt wurde der RAB3GAP-Komplex als ein neuartiges RAB GEF für RAB18 beschrieben 

(Gerondopoulos et al. et al. 2015). Interessanterweise wurde kürzlich der TRAPPII-Komplex als ein 

weiteres RAB18 GEF charakterisiert und ebenso wurde gezeigt, dass COPI die Rekrutierung von TRAPPII 

zu LDs fördert. TRAPPII aktiviert anschließend die RAB GTPase RAB18 und beeinflusst dadurch die 

Lipidhomöostase (Li et al. 2017).  

 

 

Abbildung 9: Schematische Darstellung der zellulären Lokalisation und Funktionen von RAB18. RAB18 koordiniert den 
retrograden COPI-unabhängigen Transport zwischen Golgi und ER, ist für die Aufrechterhaltung der ER Struktur notwendig 
und besitzt eine Rolle bei der Replikation von Viren. Zudem lokalisiert RAB18 an Peroxisomen und LDs. Hierbei fördert RAB18 
die Verbindung zwischen der Lipolyse in LDs und der peroxisomalen Fettsäure-Oxidation und reguliert den 
Lipidmetabolismus.  
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1.7. Das RAB GTPase aktivierende Protein TBC1D20  

TBC1D20 gehört zu der Proteinfamilie der RAB GAPs und besitzt eine konservierte TBC-Domäne, die 

für die GAP-Aktivität verantwortlich ist (Frasa et al. 2012). Es gehört zu den ER Typ II 

Membranproteinen und ist das einzig beschriebene GAP Protein, welches eine Transmembrandomäne 

besitzt. Seine TBC-Domäne zeigt hierbei ins Cytosol (Haas et al. 2007). GAP Proteine, wie auch 

TBC1D20, katalysieren die GTP-Hydrolyse von RAB Proteinen und sind für die Inaktivierung von RAB 

GTPasen verantwortlich (Frasa et al. 2012). Zuerst wurde TBC1D20 als GAP für RAB1B in vivo und für 

RAB2A in vitro beschrieben (Haas et al. 2007; Sklan et al. 2007). Diese beiden RAB GTPasen regulieren 

den anterograden Vesikeltransport zwischen ER und Golgi und sind wichtig für die Erhaltung der Golgi-

Struktur (Haas et al. 2007). Allerdings zeigten knockdown Studien von TBC1D20 in HeLa Zellen, dass 

ein verringerter TBC1D20 Proteinspiegel keinen Einfluss auf den sekretorischen Transport und auch 

keine veränderte Golgi-Struktur zur Folge hatte (Haas et al. 2007). Die RAB GTPase RAB1 wurde zudem 

als ein Modulator für die autophagosomale Biogenese beschrieben (Zoppino et al. 2010). Neben der 

Funktion als GAP für die RAB GTPasen RAB1 und RAB2 wurde mittlerweile auch die Hypothese 

aufgestellt, dass TBC1D20 ein potentielles RAB GAP für RAB18 ist (Handley et al. 2015). 

Interessanterweise vermittelt TBC1D20, neben RAB18, die Hepatitis C-Virusreplikation durch eine 

Interaktion mit dem Lipidtröpfchen assoziierten NS5A (Nonstructural protein 5A) (Abb. 10) (Sklan et al. 

2007; Nevo-Yassaf et al. 2012).  

Im Laufe dieser Arbeit wurde von Sidjanin et al. publiziert, dass TBC1D20 ein positiver Modulator der 

Autophagie ist und diese Modulation über RAB1 vermittelt wird (Sidjanin et al. 2016). 
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der zellulären Lokalisationen sowie Funktionen von TBC1D20. TBC1D20 gehört zu 

den GAP Proteinen und reguliert die Aktivierung von RAB Proteinen. Es wurde gezeigt, dass TBC1D20 ein GAP für die RAB 

GTPase RAB1, RAB2 und womöglich auch für RAB18 ist. TBC1D20 koordiniert den anterograden Transport zwischen ER und 

Golgi und ist wichtig für die Erhaltung der Golgi-Struktur. Zudem besitzt TBC1D20 eine Rolle für die Hepatits C-

Virusreplikation.  

 

 

1.8. Das Warburg Mikro Syndrom (WARBM Syndrom) 

Das Warburg Mikro Syndrom wurde zum ersten Mal 1993 beschrieben und ist eine seltene autosomal 

rezessiv vererbbare Entwicklungsstörung. Merkmale dieses Syndroms sind schwerwiegende 

Gehirnfehlbildungen, verbunden mit einer Mikrozephalie und Mikrophthalmie. Darüber hinaus kommt 

es zu Augenfehlbildungen, einer gestörten neurologischen Entwicklung und mentaler Retardation 

sowie Hypogenitalismus. Betroffene Kinder entwickeln sich meistens nicht über das geistige 

Entwicklungsstadium von vier Monaten hinaus (Handley et al. 2013).  

Das erste Gen, das mit dem WARBM Syndrom kausal verbunden werden konnte war RAB3GAP1, die 

katalytische Untereinheit des RAB3GAP-Komplexes (Aligianis et al. 2005; Morris-Rosendahl et al. 

2010). Anschließend wurden auch Mutationen in der nicht-katalytischen Untereinheit RAB3GAP2 bei 

Patienten festgestellt, die zuerst mit dem Martsolf Syndrom assoziiert wurden, welches eine 

schwächere Ausprägung des WARBM Syndroms darstellt. Mittlerweile sind aber auch Mutationen in 

RAB3GAP2 bekannt, welche zum WARBM Syndrom (WARBM2) führen (Aligianis et al. 2006; Borck et 

al. 2011; Handley et al. 2015; Handley et al. 2013). Durch die Funktionelle Beziehung beider Proteine 
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wurde vermutet, dass ein Funktionsverlust des RAB3GAP-Komplexes zu einer gestörten RAB3 Funktion 

führt. Dies würde eine gestörte Neurotransmission verursachen und dadurch womöglich den 

krankhaften Phänotyp erklären (Bem et al. 2011). Auch in Hunden wurden mittlerweile Mutationen in 

RAB3GAP1 und RAB3GAP2 entdeckt, die zu einem vergleichbaren Phänotyp wie im Menschen führen 

(Wiedmer et al. 2015; Mhlanga-Mutangadura et al. 2016). Allerdings wurden im Laufe der Jahre 

weitere Mutationen in zwei weiteren Genen bei betroffenen Kindern festgestellt. So führen 

Mutationen in RAB18 im Menschen zum WARBM Syndrom (WARBM3) (Bem et al. 2011; Handley et al. 

2013). Zudem konnte gezeigt werden, dass ein knockout von RAB18 in Zebrafischen und in Mäusen zu 

einer gestörten neuronalen Entwicklung, Neurodegeneration und Augenfehlbildungen führten, also 

Phänotypen bewirken, die dem WARBM Syndrom ähneln (Bem et al. 2011; Carpanini et al. 2014). 

Das letzte Protein, welches durch seinen Funktionsverlust mit dem WARBM Syndrom assoziiert wurde, 

ist TBC1D20 (WARBM4). Eine erste Verbindung von TBC1D20 mit dem Syndrom wurde hergestellt, 

nachdem gezeigt wurde, dass die blind sterile mouse, eine Mutation in TBC1D20 aufweist. Die Mäuse 

wurden vor über 30 Jahren entdeckt und es liegt eine spontane autosomal rezessive Mutation vor, die 

zu einem totalen Funktionsverlust von TBC1D20 führt. Der Phänotyp der Mäuse ist vergleichbar mit 

dem WARBM Syndrom im Menschen. So weisen sie vergleichbare Augenfehlbildungen wie Patienten 

auf und sind infertil (Liegel et al. 2013). 

Zusammenfassend konnten bisher 54 Mutationen in RAB3GAP1, 10 Mutationen in RAB3GAP2, fünf 

Mutationen in TBC1D20 und vier Mutationen in RAB18 identifiziert werden, die das WARBM Syndrom 

verursachen. Alle Mutationen führen zu einem Funktionsverlust der Proteine und es liegen Missense-

, Nonsense-, Splicing-, Frameshift-, Deletionsmutanten und eine Antiterminationsmutation vor (Abb. 

11). Für viele diagnostizierte WARBM Syndrom Patienten konnte allerdings bisher noch keine 

verursachende Mutation beschrieben werden. Es kann also angenommen werden, dass in Zukunft 

noch weitere Mutationen und womöglich auch weitere Gene mit dem Syndrom assoziiert werden 

(Handley et al. 2013; Liegel et al. 2013; Picker-Minh et al. 2014; Asahina et al. 2016; Imagawa et al. 

2015). 
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Abbildung 11: Mutationsspektrum des Warburg Mikro Syndroms (WARBM). Art der Mutation in RAB3GAP1, RAB3GAP2, 
RAB18 oder TBC1D20, die zum WARBM Syndrom führt. Alle Mutationen bedeuten immer einen kompletten Funktionsverlust 
der Proteine. 

 

Der genaue zelluläre Prozess, der alle vier Proteine verbindet und die Entstehung des Syndroms 

erklären würde, ist bisher nicht aufgeklärt. Allerdings wurde gezeigt, dass der RAB3GAP-Komplex 

neben seiner Funktion als GAP für die RAB GTPase RAB3 auch als ein GEF für RAB18 fungiert 

(Gerondopoulos et al. 2014). Des Weiteren stellte Handley et al. (2015) die Hypothese auf, dass 

TBC1D20 womöglich ein GTPase aktivierendes Protein für RAB18 ist (Handley et al. 2015). Somit wurde 

das erste Mal eine regulatorische Verbindung zwischen RAB18, TBC1D20 und dem RAB3GAP-Komplex 

aufgezeigt. Der genaue molekulare Mechanismus, welcher diese vier Proteine verbindet ist allerdings 

noch nicht geklärt und auch nicht, wieso ein Funktionsverlust dieser Proteine diesen schwerwiegenden 

Phänotyp hervorruft. 

Die zellulären Auswirkungen des Funktionsverlusts von RAB3GAP1, RAB3GAP2, RAB18 oder TBC1D20 

wurden bisher ebenfalls noch nicht detailliert untersucht. Patientenzellen zeigen keine auffälligen 

zellulären Defekte. Der einzige bisher beschriebene Unterschied ist, dass Patientenzellen und auch 

embryonalen Maus Fibroblasten (MEFs) der blind sterile mouse einen auffälligen LD-Phänotyp 

aufweisen. So zeigten die Zellen im Vergleich zur wildtypischen Kontrolle nach einer Behandlung mit 

Ölsäure vergrößerte LDs (Liegel et al. 2013; Park et al. 2014). 
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1.9. Vorarbeiten: Identifizierung von RBG-1 und RAB3GAP1/2 als positiver 

Autophagiemodulator 

In einem RNAi-Screen in C. elegans, der neue Effektoren der Proteinhomöostase aufklären sollte, 

wurde RBG-1, das C. elegans Ortholog von dem Säugerprotein RAB3GAP1, als ein funktioneller Faktor 

identifiziert. Der Verlust des Proteins durch RNAi-vermittelten knockdown führte zu einer verstärkten 

Proteinaggregation eines Reporterproteins, was mit einer Störung der Proteostase gleichzusetzen ist. 

Um den Einfluss von RBG-1 auf die Proteostase zu bestätigen, wurden Würmer untersucht, welche 

humanes Aβ42 (Amyloid β 42) in Muskelzellen exprimieren. Diese Würmer sind durch eine 

zeitabhängige Paralyse gekennzeichnet, welche durch eine Akkumulation von Aβ42 Aggregaten in den 

Muskeln verursacht wird. Interessanterweise waren Würmer nach knockdown von rbg-1 früher 

paralysiert als Kontrollwürmer und wiesen mehr Thioflavin-positive Aβ42 Aggregate auf. Dies zeigt 

deutlich, dass RBG-1 die zelluläre Proteostase beeinflusst (Abb. 12 A, B). 

Aufgrund von massenspektroskopischen Analysen von Christian Behrends, in denen die humanen 

RAB3GAPs mit dem Autophagienetzwerk assoziiert wurden (Behrends et al., 2010), haben wir 

nachfolgend untersucht, ob auch RBG-1 funktionell mit der Autophagie verbunden ist. Hierfür wurden 

GFP-LGG-1 Würmer verwendet. LGG-1 ist das C. elegans Homolog zum Säuger MAP1LC3 (kurz LC3) und 

durch den GFP-Tag konnte das Protein im lebenden Wurm lokalisiert und autophagosomale Strukturen 

evaluiert werden. Diese konnten in Kontrollwürmern nach Induktion der Autophagie deutlich 

beobachtet werden, wohingegen der knockdown von rbg-1 dies verhinderte. (Abb. 12 C). Dies deutet 

darauf hin, dass RBG-1 die Autophagie beeinflusst und ein positiver Modulator der Autophagie 

darstellt (Spang, Feldmann et al. 2014).  
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Abbildung 12: RBG-1, das C. elegans Ortholog zu RAB3GAP1, beeinflusst Proteostase und Autophagie. A) rbg-1-RNAi 
behandelte CL2006 Würmer paralysieren früher als Kontrollwürmer. B) Konfokale Aufnahmen von Thioflavin-gefärbten Aß42 
Aggregaten. Der RNAi-vermittelte knockdown von rbg-1 und atg-7 verstärkt die Aggregation von Aß42 im Vergleich zu den 
Kontrollwürmern. C) Konfokale Aufnahmen von GFP-LGG-1 expremierenden Würmern. LGG-1 ist das Homolog zu LC3 im 
Säuger und durch Induktion der Autophagie mittels starvation akkumulieren autophagosomale Strukturen in den Würmern. 
Durch die rbg-1 RNAi-Behandlung hingegen ist die Autophagie gestört und es akkumulieren weniger autophagosomale 
Strukturen. (Spang, Feldmann et al. 2014) 

 

Im Anschluss an die Studien mit C. elegans wurden diese Daten in humane Zelllinien überführt und 

gezeigt, dass RAB3GAP1 und RAB3GAP2 positive Modulatoren der Autophagie sind (Feldmann 2013, 

Diplomarbeit; Spang, Feldmann et al. 2014). (Abb. 13).  
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Abbildung 13: RAB3GAP1 und RAB3GAP2 sind positive Modulatoren der Autophagie. A) Western Blot Analyse der 
autophagischen Aktivität nach Herunterregulation von RAB3GAP1/2 im Vergleich zu nonsense (nons) transfizierten 
Kontrollzellen. Die Zellen wurden mit DMSO (-) oder mit Bafilomycin A1 (+) behandelt. 15 µg Gesamtprotein wurden in einem 
4 - 12 % NuPAGE Gradientengel aufgetrennt. Die Detektion der Proteine erfolgte mittels spezifischer Antikörper. Als Kontrolle 
für eine gleichmäßige Proteinbeladung wurde Tubulin verwendet. Die statistische Auswertung des autophagischen Fluxes 
wurde mittels Subtraktion der mit Bafilomycin A1 behandelten LC3-II und SQSTM1 Bande und der Kontroll-DMSO behandelten 
LC3-II und SQSTM1 Bande ermittelt. *p<0,05, ***p<0,001, n = 4, t-Test. Dieselben Ergebnisse wurden auch nach einer 
Induktion der Autophagie mit Rapamycin gezeigt (Daten nicht gezeigt). B) Western Blot Analyse der Autophagie nach 
Überexpression von RAB3GAP1/2 im Vergleich zur Leervektor (Vektor) transfizierten Kontrolle. Die Zellen wurden mit DMSO 
(-) oder mit Bafilomycin A1 (+) behandelt. 15 µg Gesamtprotein wurden in einem 4 - 12 % NuPAGE Gradientengel aufgetrennt. 
Die Detektion der Proteine erfolgte mittels spezifischer Antikörper. Als Kontrolle für eine gleichmäßige Proteinbeladung 
wurde Tubulin verwendet. Die statistische Auswertung des autophagischen Fluxes wurde mittels Subtraktion der nach 
Bafilomycin A1 Behandlung erhaltenen LC3-II und SQSTM1 Bande und der Kontroll-DMSO behandelten LC3-II und SQSTM1 
Bande ermittelt. *p<0,05, **p<0,01, n = 4, t-Test. (Spang, Feldmann et al. 2014) 
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1.10. Zielsetzung 

Als Bestandteil des Proteinhomöostasenetzwerks ist die Autophagie mit einer Vielzahl von 

Erkrankungen assoziiert (Morawe et al. 2012). Die immer genauere Charakterisierung des 

autophagischen Prozesses und die Aufklärung von beteiligten Genen und Proteinen sind von großer 

Bedeutung, um den Einfluss der Autophagie auf die Pathogenese von Erkrankungen zu verstehen und 

mögliche therapeutische Ansätze zu finden.  

Der RAB3GAP-Komplex wurde bisher als Modulator der neuronalen Transmitter- und 

Neurohormonausschüttung beschrieben. Zudem führen Mutationen in der katalytischen als auch in 

der nicht-katalytischen Untereinheit des RAB3GAP-Komplexes zu einer fatalen Entwicklungsstörung 

mit schwerwiegenden neurologischen Störungen, dem WARBM Syndrom. Nachdem der RAB3GAP-

Komplex in C. elegans und im Säugersystem mit der Proteostase und der Autophagie verknüpft werden 

konnte (Feldmann 2013, Diplomarbeit; Spang, Feldmann et al. 2014), soll in dieser Arbeit genauer 

untersucht werden, welcher molekulare Schritt der Autophagie durch die RAB3GAPs moduliert wird. 

Aufgrund der genetischen Verbindung von RAB3GAP1/2, der RAB GTPase RAB18 und dem RAB GAP 

TBC1D20 mit dem WARBM Syndrom sollte zudem der Einfluss der von RAB18 und TBC1D20 auf die 

Autophagie untersucht werden. Bisher konnte ein funktioneller Zusammenhang zwischen allen vier 

Proteinen und deren Rolle für die Entstehungen des Syndroms nicht aufgeklärt werden. Hier sollte nun 

mit der Autophagie ein molekularer Mechanismus aufgezeigt werden, der alle vier Proteine funktionell 

verbindet. Als zelluläre Modellsysteme wurden in dieser Arbeit primäre humane IMR90 Fibroblasten 

verwendet. Zudem wurden Patientenzellen des WARBM Syndroms, mit Mutationen in RAB3GAP1, 

RAB18 und TBC1D20, untersucht und stabile HeLa CRISPER/Cas9 knockout Linien für RAB18, 

RAB3GAP1 und TBC1D20 hergestellt und diese als Krankheitsmodell charakterisiert. 
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 Material und Methoden 

2.1. Materialien 

  Geräte 

Zellbiologie 

Absaug-System VacuSafe Integra, Fernwald 

Amaxa Nucleofector Maschine Lonza, Wuppertal 

Inkubatoren Binder, Tuttlingen 

Sterilbänke Heraeus, Hanau 

Zählkammer Neubauer-Improved Optik Labor 

Zentrifuge: Multifuge 3 S-R Heraeus, Hanau 

 
Proteinbiochemie 
Amersham Imager 600 GE Healthcare Life Science, Freiburg 

Brutschränke Binder, Tuttlingen 

Heizblock: Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg 

Mikrotitterplattenlesegerät; Multiscan RC Thermo Labsystem, Ulm 

Mini protean III Western Blotting system BioRad, München 

Netzteil Powerpac 300 BioRad, München 

Laserscanning-Mikroskop: LSM 710 Zeiss, Göttingen 

LAS-3000 Intelligent Dark Box Fuji, Düsseldorf 

SDS-PAGE-System, Mini-PROTEAN® 3 Cell BioRad, München 

Sonifikator Micro Ultrasonic Cell Disrupter Fisher, Schwerte 

Western Blot System, Mini Trans-Blot® 
Electrophoretic Transfer Cell 

BioRad, München 

Trans-Blot Turbo Transfer System BioRad, München 

Zentrifuge 5415 D Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge Mikro 200R Hettich, Tutlingen 

 
Molekularbiologie 

Agarosegelkammer, Agagel-Mini Biometra Biometra, Göttingen 

Bakterienschüttler Bioteck 

iCycler BioRad, München 

iQ Real-Time-PCR Thermozykler BioRad, München 

PCR DNA Thermozykler Biometra, Göttingen 

Sub-CellGT Agarose Gel Elektrophorese System BioRad, München 

Zentrifuge Universal 32 R Hettich, Tuttlingen 

 
Allgemeines 

Dampfsterilisator VarioClav H+P, Oberschleißheim 

Geferierschränke (-20°C) Liebherr, Kirchdorf 

Geferierschränke (-80°C) Heraeus, Hanau 

Kühlschränke 4 °C Liebherr, Kirchdorf 

Magnetrührer IKA, Staufen 

pH-Meter C6825 Schott, Mainz 

Schüttler Eppendorf, Hamburg 

Spektrophotometer Beckmann, München 

Tischzentrifuge Eppendorf, Hamburg 

Vortexer VWR, Radnor/USA 
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 Chemikalien und Kits 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Kits wurden, wenn nicht anders angegeben, von 

den Firmen A. Hartenstein (Würzburg), AppliChem (Darmstadt), Biomol (Hamburg), Difco 

(Detroit/USA), Gibco (Karlsruhe), Invitrogen (Karlsruhe), LC Laboratories (Woburn/USA), Merck 

(Frankfurt a. M.), New England BioLabs (Frankfurt a. M.), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich 

(Deisenhofen) bezogen. Die Chemikalien wurden nach den Angaben der Hersteller aufbewahrt und 

verwendet. 

 Antikörper 

Primärantikörper für Western Blot Analyse 
 

Antikörper Spezies Verdünnung Firma 

ATG3 Kaninchen 1:500 Cell signaling, Frankfurt 
a.M. 

ATG16L1 Maus 1:500 MBL, Wobrun/USA 

CALCOCO2 Kaninchen 1:500 Sigma Aldrich, 
Deisenhofen 

GABARAP Maus 1:500 MBL, Wobrun/USA 

LC3B Kaninchen 1:500 Sigma Aldrich, 
Deisenhofen 

Myc Maus 1:500 Clontech, Mountain 
View/USA 

NBR1 Maus 1:500 Abcam, Cambridge/UK 

SQSTM1/p62 Meerschweinchen 1:500 Progen, Heidelberg 

RAB18 Kaninchen 1:500 Sigma Aldrich, 
Deisenhofen 

RAB18 Kaninchen 1:500 Proteintech, 
Manchester/UK 

RAB3GAP1 Kaninchen 1:500 Sigma Aldrich, 
Deisenhofen 

RAB3GAP2 Kaninchen 1:500 Sigma Aldrich, 
Deisenhofen 

TBC1D20 Kaninchen 1:500 Sigma Aldrich, 
Deisenhofen 

Tubulin Maus 1:1000 Sigma Aldrich, 
Deisenhofen 

Ubiquitin Kaninchen 1:500 Dako, Waldbronn 

 

Sekundärantikörper für Western Blot Analyse 
 
Antikörper Spezies Verdünnung Firma 

anti- Kaninchen; HRP 
gekoppelt 

Esel 1:5000 Jackson Immuno 
Research, 
Newmarket/UK 

anti-Maus; HRP 
gekoppelt 

Esel 1:5000 Jackson Immuno 
Research, 
Newmarket/UK 

Anti-Meerschweinchen; 
HRP-gekoppelt 

Esel 1:5000 Jackson Immuno 
Research, 
Newmarket/UK 
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Antikörper für Immunfluoreszenzfärbungen 
 
Antikörper Spezies Verdünnung Firma 

Primärantikörper 

ATG5 Kaninchen 1:200 Novus biologicals, 
Littleton/USA 

CLIMP36 Maus 1:200 Enzo, Lörrach 

GM130 Maus 1:200 BD Biosciences, 
Heidelberg 

HA Maus 1:200 Cell signaling, Frankfurt 
a.M. 

LC3B Maus 1:200 Nano Tools, Tenningen 

PLIN2 Maus 1:200 Progen, Heidelberg 

RAB3GAP1 Kaninchen 1:200 Sigma Aldrich, 
Deisenhofen 

RAB18 Kaninchen 1:200 Sigma Aldrich, 
Deisenhofen 

SQSTM1/p62 Meerschweinchen 1:200 Progen, Heidelberg 

TBC1D20 Kaninchen 1:200 Sigma Aldrich, 
Deisenhofen 

Sekundärantikörper 

anti-Meerschweinchen 
Dylight-488 gekoppelt 

Esel 1:200 Jackson Immuno 
Research, 
Newmarket/UK 

anti- Maus Carbocyanin 
3 (Cy3) gekoppelt 

Esel 1:200 Jackson Immuno 
Research, 
Newmarket/UK 

anti- Kaninchen 
Carbocyanin5 (Cy5) 
gekoppelt 

Esel 1:200 Jackson Immuno 
Research, 
Newmarket/UK 

Fluoreszenzfarbstoff 

BODIPY 493/503 Fluoreszenzfärbung von Lipidtropfen  Invitrogen, Carlsbad/USA 

DAPI Fluoreszenzfärbung von Nuclei Calbiochem, Darmstadt 

DPH Fluoreszenzfärbung von Lipidtropfen Sigma Aldrich, Deisenhof 

 

 Zelllinien 

Für diese Doktorarbeit wurden kommerziell erhältliche primäre humane IMR90 Fibroblasten 

verwendet (Coriell Institute for Medical Reasarch, Camden, USA). Diese stammen aus dem 

Lungengewebe eines 16 Wochen alten klinisch normalen weiblichen Fötus und wurden 1975 

entnommen (Nichols et al., 1977). Zusätzlich wurden humane HeLa Zellen verwendet. Diese Zellen 

stammen aus einer Gewebeprobe, des Zerfixkarzinom der Patientin Henrietta Lacks und wurden 1951 

entnommen (Landry et al. 2013). Die HeLa Zellen wurden freundlicherweise von Dr. Mark Handley 

(MRC Human Genetics Unit, Institute of Genetics and Molecular Medicine, University of Edinburgh) 

zur Verfügung gestellt. Sie wurden zur Generierung stabiler RAB18 und RAB3GAP1 knockout Linien 

mittels des CRISPR/Cas9-System (siehe 2.2.3.1.10) verwendet. TBC1D20 knockout Zellen, ebenfalls 

mittels CRISPR/Cas9-System hergestellt, wurden von Dr. Mark Handley zur Verfügung gestellt. 
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 Bakterienstamm 

Stamm Genotyp 

DH5α (New England BioLabs, Frankfurt a.M.)  fhuA2 Δ(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 Φ80Δ 
(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17 

 

 Oligonukleotide 

2.1.6.1.  siRNA 

siRNA Sequenz 

ns siRNA 5´- AUUCUC CGAACGUG CACG-3´ 

siATG3-a 5´-GAUGGAAUAUUCAGAUGAA-3´ 

siATG3-b 5´-UGUAAUGAAGAGAGCAUAA-3´ 

siATG16L1-a 5´-UCUGGACUGUGGAUGAUUA-3´ 

siATG16L1-b 5´-CUGGUGAUUGACCUGAAUA-3´ 

siRAB3GAP1a 5´-UCAGUACACUCACUUAUCA-3´ 

siRAB3GAP1b 5´-UCAUUCACCAGAUUACU-3´ 

siRAB3GAP2-1 5´-UGACUUGGCUCUGUUACUA-3´ 

siRAB3GAP2-2 5´-UGAACCACAAGAACCUGAA-3´ 

siRAB18-a 5´-UGUCACAAGAAGAGAUACA-3´ 

siRAB18-b 5´-AAUCGUGAAGUCGAUAGAA-3´ 

siTBC1D20-a 5´-AUAGUUCUCAUCAGAAGGA-3´ 

siTBC1D20-b 5´-AGAACUGAUUGACAUCAUC-3´ 

 

2.1.6.2. Plasmide 

Plasmid Resistenz Verwendung Bezugsquelle 

pEGFP-C1-hATG3 Kanamycin Überexpression von 
ATG3 

Prof. Dr. Ivan Dikic 
(Institut für Biochemie II, 
Goethe Universität 
Frankfurt am Main) 

pCI neo-Myc Rab3Gap 
p130 

Ampicillin Überexpression von 
RAB3GAP1 

Prof. Dr. Takuya Sasaki 
(Institut für Biochemie, 
Universität Tokushima) 

pCI neo-Myc Rab3Gap 
p150 

Ampicillin Überexpression von 
RAB3GAP2 

Prof. Dr. Takuya Sasaki 
(Institut für Biochemie, 
Universität Tokushima) 

RAB3GAP1-R728A Kanamycin Überexpression von 
mutantem GAP-
inaktivem RAB3GAP 

Site directed 
mutagenesis Kit (Agilent 
Technologies, Santa 
Clara/USA) 

p-N1 Kanamycin Leervektor 
 

Institut für 
Pathobiochemie, 
Universitätsmedizin 
Mainz; AG Behl 

pCMV-HA-C 
 

Kanamycin Leervektor 
 

Clontech, Saint-Germain-
en-Laye/FR 

pCMV-HA-N 
 

Kanamycin Leervektor 
 

Clontech, Saint-Germain-
en-Laye/FR 

pCMV-HA-RAB18 Kanamycin Überexpression RAB18 Kloniert (siehe 2.2.2.1) 
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Plasmid Resistenz Verwendung Bezugsquelle 

pCMV-HA-RAB3GAP1 Kanamycin Überexpression 
RAB3GAP1 

Kloniert (siehe 2.2.2.1) 

pCMV -TBC1D20-HA Kanamycin Überexpression 
TBC1D20 

Kloniert (siehe 2.2.2.1) 

RAB18 mCherry Kanamycin Überexpression von 
RAB18  

Dr. Mark Handley (MRC 
Human Genetics Unit, 
Institute of Genetics and 
Molecular Medicine, 
University of Edinburg 

pEGFP-N1_G85R-SOD1  
 

Kanamycin Überexpression von 
mutantem SODG85R

 

Institut für 
Pathobiochemie , 
Universitätsmedizin 
Mainz; AG Behl 

 

2.1.6.3. Primer für die Real Time PCR-Analyse 

Primer Sequenz 

atg-3 for 5´-GATGGCGGATGGGTAGATACA-3´ 

atg-3 rev 5´-TCTTCACATAGTGCTGAGCAATC-3´ 

atg-4B for 5´-ATGGACGCAGCTACTCTGAC-3´ 

atg-4B rev 5´-TTTTCTACCCAGTATCCAAACGG-3´ 

atg-7 for 5´-TGGAACAAGCAGCAAATGAG-3´ 

atg-7 rev 5´-AGACAGAGGGCAGGATAGCA-3´ 

atg-16L1 for 5´-ATGCGCGGATTGTCTCAGG-3´ 

atg-16L1 rev 5´-GTCCACTCATTACACATTGCTCT-3´ 

atg-16L2 for 5´-TCTGAGGTCAATGCTGTTCG-3´ 

atg-16L2 rev 5´-AGGGGTCAAAGTCCACACTG-3´ 

map1lc-3A for 5´-AACATGAGCGAGTTGGTCAAG-3´ 

map1lc-3A rev 5´-GCTCGTAGATGTCCGCGAT-3´ 

map1lc-3B for 5´-CTGTTGGTGAACGGACACAG-3´ 

map1lc-3B rev 5´-CTGGGAGGCATAGACCATGT-3´ 

nbr-1 for 5´-GTTGCTGCCTCTGCATACAA-3´ 

nbr-1 rev 5´-TTTCTTCAGCAGCCGTAGGT-3´ 

ndp-52/calcoco2 for 5´-GTGGAAGACAACCCGTGAGT-3´ 

ndp-52/calcoco2 rev 5´-TTCTGGACGGAATTGGAAAG-3´ 

p62/SQSTM-1 for 5´-GACTACGACTTGTGTAGCGTC-3´ 

p62/SQSTM-1 rev 5´-AGTGTCCGTGTTTCACCTTCC-3´ 

rab3A for 5´-ACTGGTCCACCCAGATCAAG-3´ 

rab3A rev 5´-CCACGTTCTGATGATGACACCAC-3´ 

rab3B for 5´-GAGAGGGTTGTTCCCACTGA-3´ 

rab3B rev 5´-AAAGGCCTGCCTTACACTGA-3´ 

rab3C for 5´-ATCTGCATTCGTCAGCACAG-3´ 

rab3C rev 5´-TGTATCTTTCCTGGCCTGCT-3´ 

rab3D for 5´-TACTGTGGGCATCGATTTCA-3´ 

rab3D rev 5´-TCCTGATTGGCGATGTCATA-3´ 

rab3gap-1 for 5´-TCTCAGCGAATCTAAGTGCAAC-3´ 

rab3gap-1 rev 5´-AGCAGACCTGATAAGTGAGTGTA-3´ 

rab3gap-2 for 5´-TGCTTGTCGAAATCAGGTAGC-3´ 

rab3gap-2 rev 5´-GACATGGCAGGTGGACTATTTT-3´ 

rpl-19 for 5´-GAAATCGCCAATGCCAACTC-3´ 

rpl-19 rev 5´-TTCCTTGGTCTTAGACCTGCG-3´ 
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2.1.6.4. Primer für PCR 

Primer Sequenz 

RAB18 for 5´-CGAGTCGACGATCATGGACGAGGACGTGCTAAC -3´ 

RAB18 rev 5´-CCTAGATCTTCGTTATAACACAGAGCAATAACCACC-3´ 

RAB3GAP1 for  5´-GCGGTCGACGGCTATGGCTGCCGACAGTGAGC-3´ 

RAB3GAP1 rev 5´-CGCGGTACCCGCTCAGAAGAAGGAAGTATCTGATG-3´ 

TBC1D20 for  5´-CCTGTCGACTCCATGGCCCTCCGGAGTGCG-3´ 

TBC1D20 rev 5´-TAAGGTACCCGCGGGAAACAGCTGCAGCTGAA-3´ 

 

Restriktionsenzym Sequenz 

SalI 5´-GTCGAC-3´ 

BglII 5´-AGATCT-3´ 

KpnI 5´-GGTACC-3´ 

 

 EDV-Programme 

Programm Verwendung 

AIDA Image Analyzer v.4.26 Densitometrische Auswertung 

Clone manager Primer-Design 

CorelDRAW X6 Bildbearbeitung 

Image J v. 1.4.6 Bildbearbeitung 

Photoshop CS5 Bildbearbeitung 

REST2009 Auswertung der Real Time PCR 

SigmaStat Version 3.5 Statistische Auswertung 

ZEN 2011 SP2 (black edition) Version 8.0 Aufnahmen Laser-Scanning-Mikroskop 
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2.2. Methoden 

2.2.1. Mikrobiologische Methoden 

2.2.1.1.  Bakterienanzucht 

Bakterien wurden in Flüssig- oder Plattenkultur herangezogen. LB-Flüssigkulturen, denen das 

entsprechende Antibiotikum zugefügt wurde, wurden zur Amplifikation von Plasmiden verwendet. LB-

Plattenkulturen, die ebenfalls mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt wurden, dienten dem 

Vereinzeln von Bakterienklonen, was z.B. nach einer Transformation nötig war. 

 

LB-Medium:  

Bacto-Trypton 1 % [w/v] 

Hefeextrakt 0,5 % [w/v] 

NaCl 1 % [w/v] 

 

Das Medium wurde nach der Herstellung autoklaviert.  

Für die Platten-Kultur wurde zusätzlich 1,5 % Agar zu dem LB-Medium hinzugefügt. 

Die entsprechenden Antibiotika wurden, in der erforderlichen Endkonzentration, nach Abkühlen des 

Mediums auf 50 °C, hinzugefügt. 

 

Antibiotikum Endkonzentration 

Ampicillin 100 µg/ml 

Kanamycin 50 µg/ml 

 

2.2.1.2.  Transformation chemisch-kompetenter Bakterien durch Hitzeschock 

Plasmide wurden in Bakterien mittels Hitzeschocktransformation vermehrt. Hierfür wurden chemisch-

kompetente Escherichia coli (E. coli) Bakterien vom Stamm DH5α (New England BioLabs, Frankfurt a. 

M.) verwendet. 25 µl Bakteriensuspension wurden auf Eis aufgetaut und 300 - 600 ng der 

entsprechenden Plasmid DNA hinzugegeben. Nach einer 15-minütigen Inkubation auf Eis, folgte ein 

Hitzeschock bei 42 °C für 30 sec. Nach dem Hitzeschock wurden die Bakterien für 2 min auf Eis 

inkubiert. Im Anschluss wurden die Bakterien mit 250 µl LB-Medium versetzt und für etwa 60 min bei 

37 °C geschüttelt. 

75 - 100 µl der transformierten Bakterien wurden auf vorgewärmte Antibiotikum-haltige LB-

Agarplatten ausgestrichen, die das entsprechende Selektionsantibiotikum enthielten. Danach wurden 

die Platten über Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. 

Durch das zugegebene Antibiotikum wuchsen nur Bakterienklone, welche erfolgreich transformiert 

waren, da nur diese die entsprechende Antibiotikatoleranz aufwiesen.  
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2.2.2. Molekularbiologische Methoden 

2.2.2.1.  Klonierung  

Um die Proteine RAB18, RAB3GAP1 und TBC1D20 in eukaryotischen Zellen in erhöhtem Spiegel zu 

exprimieren, wurden diese in den Expressionsvektor pCMV-HA-N (RAB18, RAB3GAP1) bzw. pCMV-HA-

C (TBC1D20) kloniert. In den folgenden Kapiteln werden die einzelnen Arbeitsschritte der Klonierung 

beschrieben, die mit Hilfe von Frau Huesmann (AG Behl) durchgeführt wurden.  

 

 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR; polymerase chain reaction) wurden spezifische 

DNA-Abschnitte in vitro amplifiziert. Der zu amplifizierende Abschnitt wird am Anfang und am Ende 

von zwei kurzen Primern (forward-, reverse-Primer) flankiert. Die verwendeten Primer (siehe 2.1.6.4) 

wurden von Eurofins-MWG-Operon bezogen. Durch die Verwendung einer DNA-Polymerase und 

Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs) wurde, ausgehend von an dem DNA-Einzelstrang 

gebunden Primern, jeweils komplementäre Stränge synthetisiert und durch mehrere Zyklen der 

Reaktion die gewünschte Sequenz exponentiell vervielfältigt. Zur Amplifizierung von RAB18, 

RAB3GAP1 und TBC1D20 wurde ein humaner cDNA-Pool (complementary DNA) verwendet und die 

PCR-Reaktion auf Eis pipettiert.  

Restriktion  

Humane cDNA 1 µl 

High-Fidelity-Buffer (5X) 10 µl 

Primer forward (10 pmol) 1 µl 

Primer reverse (10 pmol) 1 µl 

dNTPs (10 mM) 1 µl 

Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase (2000 U / 

ml) 

0,5 µl 

ddH2O  ad 50 µl 

 

Die PCR-Reaktion wurde in einem Reaktionsansatz von 50 µl angesetzt.  

 

Reaktionsschritt 

1. Initiale Denaturierung 98 °C, 22 sec 

2. Denaturierung der DNA 98 °C, 10 sec 

3. Anlagerung der Primer 60 °C, 20 sec 

4. Elongation 72 °C, 1000 bp / 30 sec, 27 Zyklen von Schritt 2 - 4 

5. Finale Elongation 72 °C, 5 min 

6. Pause 4 °C, ∞ 
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 Agarose-Gelelektrophorese 

Durch die negative Ladung der DNA ist es möglich diese mittels Gelelektrophorese in Abhängigkeit 

ihrer Größe aufzutrennen. Als Trennmatrix wurden 1 % Agarosegele verwendet. Hierfür wurde die 

entsprechende Menge Agarose in 1x TAE-Puffer aufgekocht und anschließend 2 Tropfen 

Ethidiumbromid (Dropper Bottle, Sigma-Aldrich) zu der noch flüssigen etwas abgekühlten Agarose 

gegeben. Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und kann mit UV-Licht angeregt werden, was der 

Visualisierung der DNA-Banden im Gel dient. Als Größenmarker wurde der MassRulerTM DNA Ladder 

von Fermentas verwendet und die Proben mit 6x Ladepuffer versetzt. Die Auftrennung erfolgte bei 50 

mA. Durch eine möglichst kurze Anregung von Ethidiumbromid mittels UV-Licht, wurde die 

entsprechende DNA-Bande mit einem Spatel ausgeschnitten. Um DNA Schäden zu vermeiden wurde 

dabei die Belastung mit UV-Licht möglichst kurz gehalten. 

1x TAE-Puffer:  

Tris-Base 40 mM 

Na-Acetat 20 mM 

EDTA 1 mM 

 

 Gelextraktion 

Zur Extraktion der DNA aus dem ausgeschnittenen Gel wurde das NucleoSpin® Extract II-Kit von 

Macherey-Nagel verwendet. Das ausgeschnittene Gelstück wurde hierfür gewogen und nach Angaben 

des Herstellers die DNA extrahiert. 

 

 DNA-Spaltung mittels Restriktionsendonukleasen 

Für die Ligation wurde, sowohl der Leervektor pCMV-HA-N bzw. pCMV-HA-C, als auch die extrahierten 

DNA-Konstrukte mit identischen Restriktionsendonukleasen restringiert. Damit wurde sichergestellt, 

dass beide Ligationsedukte komplementäre Enden aufweisen und so eine spezifische Ligation 

gewährleisten. Die Restriktionsreaktion wurde wie folgt pipettiert und anschließend für 2 Stunden bei 

37 °C inkubiert.      

Restriktion  

Leervektor (pCMV-HA-N bzw. pCMV-HA-C) 1000 ng 

bzw. Extrahierte DNA Konstrukte ~ 500 ng 

CutSmart Buffer (10X) 2 µl 

Restriktionsenzym I 1 µl 

Restriktionsenzym II 1 µl 

ddH2O  Ad 20 µl 
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 Ligation zweier DNA-Fragmente 

Für die Ligation wurden der Vektor und das DNA-Konstrukt im Mengenverhältnis 2:1 eingesetzt. Die 

Ligation wurde mit Hilfe des Rapid DNA Ligation Kits (Roche, Mannheim) nach Herstellerangaben 

durchgeführt. 

 

 Sequenzierung 

Zur Kontrolle der hergestellten Konstrukte wurden diese bei Eurofin-MWG-Operon (Ebersberg) 

sequenziert. Hierfür wurden die Plasmide entsprechend der Vorgaben verdünnt und mit 

Sequenzierungsprimer versetzt und eingeschickt. 

 

2.2.2.2.  Plasmidpräparation 

Die Amplifikation der generierten Plasmide fand in den transformierten Bakterien statt, die auf einer 

LB Antibiotikum Platte ausgestrichen wurde. 

Ein Bakterienklon wurde in 250 ml LB-Medium, dem geeigneten Antibiotikum, bei ausreichender 

Sauerstoffzufuhr unter Schütteln bei 37 °C über Nacht kultiviert. Mittels Zentrifugation wurden die 

Bakterien am nächsten Tag pelletiert und das Plasmid mit Hilfe des NucleoSpin® Plasmid Kit 

(Macherey&Nagel, Düren) nach Vorgabe des Herstellers isoliert. Die Reinheit und Konzentration 

wurden photometrisch bestimmt und das isolierte Plasmid für die kurzfristige Lagerung bei 4 °C und 

für die längerfristige Lagerung bei -20 °C aufbewahrt. 

 

2.2.2.3.  Gewinnung von Gesamt-RNA aus Säugerzellen 

Die Gewinnung der Gesamt-RNA aus Säugerzellen wurde mit dem RNA Miniprep Kit der Firma Agilent 

Technologies (Santa Clara/USA) durchgeführt und nach deren Vorgaben durchgeführt. Das Kit erlaubt 

die phenol-/chloroformfreie Gewinnung von RNA über ein Silikat-Säulenprinzip. Die Gefahr einer DNA-

Kontamination wurde durch eine zusätzliche Behandlung mit DNAse bei 37 °C verringert und die 

gewonnene RNA bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C aufbewahrt. 
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2.2.2.4.  Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Die Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA basiert auf der Absorption der Nukleinsäuren bei 

260 nm. Die Messung wurde in Quarzküvetten gegen destilliertes Wasser als Nullwert durchgeführt 

und die Konzentration der Nukleinsäuren durch das Lambert-Beer-Gesetz ermittelt. 

 

Lambert-Beer-Gesetz:      𝐸𝝀 =  𝜺𝝀 ∗ 𝒄 ∗ 𝒅               E𝜆 = Extinktion[nm] 

                                                                                                               𝜀𝜆 = molarer Extinktionskoeffizient [L/mol*cm] 

                                                                                                               c = Konzentration der absorbierenden Flüssigkeit [mol/l] 

                                                                                                               d = Weglänge des Lichtes [cm]       

                                                 

 

2.2.2.5.  Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 

Mittels der Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) lässt sich RNA in cDNA 

(complementary DNA) umschreiben. Die reverse Transkription wurde mit dem Omniscript® RT-Kit 

(Qiagen, Hilden) durchgeführt. Um die Sekundärstrukturen der RNA zu denaturieren wurden 1000 ng 

Gesamt-RNA auf 10 µl mit DEPC-Wasser aufgefüllt und 5 min bei 65 °C im Thermocycler inkubiert. Zur 

Verhinderung einer Renaturierung der RNA wurden die Proben sofort auf Eis gestellt. Zu jeder Probe 

wurden 10 μl des Mastermixes zugegeben und anschließend bei 37 °C für 60 min inkubiert. Für den 

Nachweis auf Kontaminationen mit genomischer DNA wurde parallel eine Kontrolle (Mock) 

durchgeführt, welche keine Reverse Transkriptase enthielt. Die gewonnene cDNA wurde entweder 

sofort für eine quantitative Real-Time-PCR (siehe 2.2.2.6) eingesetzt oder bei -20 °C aufbewahrt. 

 

Mastermix RT-PCR  

10x RT-Puffer  2 µl 

5 mM dNTPs 2 µl 

10 µmol Oligo-dT15-Primer 2 µl 

RNAse-Inhibitor RNAsin (10 U/ ml) 0,25 µl 

Reverse Transkriptase (4 U / ml) 1 µl 

ddH2O  2,75 µl 

 

2.2.2.6. Quantitative Real-Time-PCR Analyse (qPCR) 

Mittels der quantitativen Real Time PCR Analyse wurde die Genexpression sensibel quantifiziert. In der 

PCR-Reagenzmischung lagen 2x PCR-Puffer, dNTPs sowie Taq-Polymerase vor. Im Anschluss an eine 

15-minütige Denaturierung/Aktivierung bei 95 °C wurden 35 PCR-Zyklen (je 20 sec bei 95 °C, 20 sec bei 

60 °C und 30 sec bei 72 °C) durchgeführt. Aus den gewonnenen Amplifikationskurven wurde der Zyklus 

(„Threshold Cycle“, Ct) ermittelt, welcher nach der Amplifikation des PCR-Produktes in die 



35 
Material und Methoden 

 

exponentielle Phase überging. Durch die Analyse der Schmelzkurve am Ende der PCR wurde die 

Spezifität der Reaktion bestätigt. Als Referenzgene dienten rpl-19 und b2m, welche nicht durch die 

entsprechenden Behandlungen reguliert waren. Die relativen Genexpressionsspiegel wurden mit der 

Software „relative expression software tool (REST 2009; Quiagen, Hilden)“ ermittelt. 

 

Mastermix qPCR  

cDNA  1 µl 

SYBR Green Supermix 12,5 µl 

forward-Primer 10 pmol 0,5 µl 

reverse-Primer 10 pmol 0,5 µl 

ddH2O  ad 25 µl 

 

2.2.2.7. Human Autophagy Primer Library 

Die Human Autophagy Primer Library wurde über Biomol (Hamburg, HATPL-1) erworben. Die Library 

wurde nach Herstellerangaben angesetzt und einem Volumen von 1 µl in 96-well Platten aliquotiert 

und bis zur Analyse mittels Real Time PCR Analyse bei -20 °C gelagert. Eine Liste der verwendeten 

Primer ist im Anhang unter 8.2 zu finden. 

Für die Analyse der HeLa knockout Linien wurde ein selbst designtes Autophagy Array 

zusammengestellt. Die Primer wurden bei Eurofins-MWG-Operon (Ebersberg) bestellt und nach 

Hersteller Angaben angesetzt. Die Primer wurden anschließend auf die gewünschte Konzentration 

verdünnt, in 96-well Platten aliquotiert und bis zur qPCR Analyse bei -20 °C gelagert. Die verwendeten 

Primersequenzen und das Pipettierschema der 96-well Platten sind im Anhang unter 8.3 und 8.4 zu 

finden.  

 

2.2.2.8.  Einfügen von Punktmutationen in RAB3GAP1 

Im Zuge dieser Arbeit wurde in RAB3GAP1 eine Punktmutation eingefügt (RAB3GAP1(R728A)). Die 

Mutationsreaktion wurde mit dem QuickChange Lightening Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent, 

Waldbronn) nach Hersteller Angaben durchgeführt. Die zu mutierende Aminosäure lag ungefähr in der 

Mitte des Primers und das Basentriplet kodierte für ein Alanin anstelle eines Arginins. 
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2.2.3. Zellbiologische Methoden 

2.2.3.1.  Kultivierung von IMR90 Fibroblasten und HeLa Zellen 

2.2.3.1.1. Inkulturnahme der Zellen 

Zur Kultivierung wurden die zuvor in flüssigem Stickstoff gelagerten Zellen in einem 37 °C warmen 

Wasserbad aufgetaut und daraufhin unmittelbar in 5 ml des entsprechenden Komplettmediums 

überführt. Um das im Einfriermedium enthaltene DMSO (Dimethylsulfoxid) zu entfernen, wurden die 

Zellen bei 311 g für 4 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml Komplettmedium resuspendiert 

und die Zellzahl der IMR90 Fibroblasten mittels Neubauer Zählkammer ermittelt. Hierfür wurden 20 µl 

Zellsuspension mit 20 µl Trypanblau versehen, um tote Zellen anzufärben und aus der Bestimmung der 

Zellzahl ausschließen zu können. 

Die Zellzahl errechnete sich aus: 

Lebendzellzahl/ml = Mittelwert lebender Zellen der 4 Großquadrate x 2 x 104. 

2 entspricht dem Verdünnungsfaktor mit Trypanblau und 104 dem Umrechnungsfaktor auf 1 ml. 

 

Die gewünschte Zellzahl (300.000 – 500.000 Zellen) wurde anschließend in 10 cm Zellkulturschalen 

überführt, in denen die Zellen in 10 ml Komplettmedium bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert wurden. 

Die HeLa Zellen wurden auf drei bis fünf 10 cm Zellkulturschalen überführt und ebenfalls in 10 ml 

Komplettmedium bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. 

 

Einen Tag nach dem Auftauen der Zellen wurde ein Mediumwechsel durchgeführt. 

Alle für die Kultivierung verwendeten Lösungen wurden vor Gebrauch auf 37 °C vorgewärmt. 

 

Komplettmedium IMR90:  

Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM)  

aktives fötales bovines Serum (FBS) 10 % [v/v] 

Natriumpyruvat (100x) 1 % [v/v] 

Antibiotika (100x) 1 % [v/v] 

nicht-essentielle Aminosäuren (100x) 1 % [v/v] 

 

Komplettmedium HeLa:  

Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM)  

inaktives fötales bovines Serum (FBS) 10 % [v/v] 

Natriumpyruvat (100x) 1 % [v/v] 

Antibiotika (100x) 1 % [v/v] 
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2.2.3.1.2. Kultivierung der Zelllinien 

Für die Kultivierung wurden Zellen jeden zweiten bis dritten Tag passagiert. Dabei wurde darauf 

geachtet, dass die Kulturen generell nicht über eine Konfluenz von 80 % wuchsen. Zur Passage wurden 

die Zellen mit 1x PBS (Phosphatgepufferte Salzlösung „phosphate buffered saline“, Invitrogen, 

Karlsruhe) gewaschen und anschließend etwa 2 min bei 37 °C mit 1x Trypsin (Invitrogen, Karlsruhe) 

behandelt, um die adhärenten Zellen von der Zellkulturschale zu lösen. Anschließend wurden sie Zellen 

mit der dreifachen Menge an Komplettmedium aufgenommen und für 4 min bei 311 g zentrifugiert. 

Der Überstand wurde im Anschluss abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml Komplettmedium 

resuspendiert. Mittels Zählkammer wurde die Zellzahl der IMR90 Fibroblasten ermittelt und die 

gewünschte Zellzahl (350.000 – 500.000 Zellen) in 10 cm Zellkulturschalen ausgesät. 

Für HeLa Zellen, welche direkt für Experimente ausgesät wurden, wurde die Zellzahl ebenfalls mittels 

Zählkammer bestimmt und die entsprechende Zellzahl verwendet (10 cm Kulturschale: 330000 Zellen; 

6 cm Kulturschale: 110000 Zellen; 24-well Platte: 11000 Zellen). Für die Standardkultur wurden die 

HeLa Zellen gemäß einem Verdünnungsfaktor ausgesät (1:5 – 1:20). 

 

1x PBS (pH 7,4):   

NaCl 137 mM  

KCl 2,7 mM  

Na2HPO4 10 mM  

KH2PO4 1,8 mM  

 

2.2.3.1.3.  Bestimmung der Populationsverdopplungslevel bei IMR90 Fibroblasten 

Zur Bestimmung des aktuellen Populationsverdopplungslevels (PDL) der IMR90 Kultur wurde diese bei 

jeder Passage mit folgender Rechnung ermittelt: 

 

PDL = (logCh- logCs) / log (2) 

 

Dabei entspricht Ch der Lebendzahl der geernteten Zellen und CS der zuvor ausgesäten Zellzahl. 

 

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer ermittelt (s. 2.2.3.1.1). 
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2.2.3.1.4. Langfristige Aufbewahrung der Zellen 

Für die langfristige Aufbewahrung wurden die Zellen in flüssigem Stickstoff gelagert. Hierfür wurden 

subkonfluente Zellen von der Zellkulturschale mittels Trypsin abgelöst. Im Fall von IMR90 Fibroblasten 

wurde zunächst der aktuelle PDL ermittelt. Mittels Zentrifugation wurden die Zellen pelletiert und in 1 

ml Kulturmedium mit DMSO (1:10) resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen in einer 

isopropanol-haltigen Einfrierbox langsam auf -80 °C eingefroren und am Folgetag zur langfristigen 

Aufbewahrung in flüssigen Stickstoff überführt. 

 

2.2.3.1.5. Transfektion der Zellen 

Die Zellen wurden mittels Elektroporation transfiziert. Durch einen elektrischen Impuls wurde die 

Zellmembran kurzzeitig permeabilisiert, wodurch Oligonucleotide und Plasmide in die Zelle 

eingeschleust werden. Die Zellen wurden zunächst wie in 2.2.3.1.2 beschrieben trypsiniert, gezählt und 

zentrifugiert. 

Die gewünschte Zellzahl (IMR90 Fibroblasten: 350000 Zellen für knockdown Experimente, 

450000 Zellen für Überexpressionsexperimente / 6 cm Schale; HeLa Zellen: 350000 / 6 cm Schale) 

wurde in 400 µl Elektroporationspuffer resuspendiert und in eine Elektroporationsküvette überführt, 

in welcher die entsprechenden siRNA Oligonucleotide (30 - 60 µg) oder Plasmide (10 - 30 µg) vorgelegt 

waren. Die Elektroporation wurde in der Amaxa Nucleofactor System Maschine (Lonza, Wuppertal) 

mit dem Programm U-24 durchgeführt und die Zellen anschließend für 8 min bei 37 °C und 5 % CO2 

inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen im entsprechenden Komplettmedium überführt und in 6 cm 

Kulturschalen ausgesät. 24 Stunden nach der Transfektion wurde ein Mediumwechsel durchgeführt. 

Die transfizierten Zellen wurden 48 Stunden nach erfolgter Transfektion entsprechend behandelt und 

geerntet (siehe 2.2.3.1.6, 2.2.3.1.7, 2.2.3.1.8 und 2.2.4.1). 

 

Elektroporationspuffer:  

KCL 135 mM 

CaCl2 200 µM 

MgCl2 2 mM 

EGTA 5 mM 

HEPES (pH 7,3) 10 mM 

aktives fötales Rinderserum (FBS) 25 % 
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2.2.3.1.6. Behandlung der Zelllinien zur Untersuchung der Autophagie  

48 Stunden nach erfolgter Transfektion wurden die subkonfluenten Zellen mit 1x PBS gewaschen und 

mit dem entsprechenden Behandlungsmedium versetzt.  

Zur Untersuchung der Autophagie wurden die Zellen mit dem Autophagieinhibitor Bafilomycin A1 bzw. 

dem Induktor Rapamycin (LC Laboratories, Woburn/USA) behandelt. Bafilomycin A1 wurde in einer 

Endkonzentration von 2 µM eingesetzt und Rapamycin in 10 µM. Als Kontrolle wurden parallel Zellen 

mit der entsprechenden Menge des Lösungsmittels DMSO inkubiert. 

Nach 2 - 4-stündiger Behandlung bei 37 °C und 5 % CO2 wurden die Zellen, wie in 2.2.4.1 beschrieben, 

lysiert. 

Eine weitere Möglichkeit Autophagie zu induzieren stellt das Hungern dar. Die Zellen werden hierbei 

in ein spezielles Hungermedium (EBSS Medium; Invitrogen, Karlsruhe) überführt, welches weder 

Serum, Glucose noch Aminosäuren beinhaltet. Die Zellen wurden mit 1x PBS gewaschen und 

anschließend für 1 - 6 Stunden mit EBSS Medium bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Zur Analyse des 

autophagischen Fluxes wurden zusätzlich 2 µM Bafilomycin A1 bzw. DMSO zum EBSS Medium 

hinzugefügt. 

 

2.2.3.1.7. Behandlung der Zelllinien mit Ölsäure 

Humane IMR90 Fibroblasten wurden 24 Stunden mit 400 µM BSA-gekoppelter Ölsäure (Sigma-Aldrich, 

Deisenhofen) behandelt, um die Bildung von Lipidtröpfchen zu induzieren. Hierfür wurden sie mit 1x 

PBS gewaschen und mit dem entsprechenden Behandlungsmedium versetzt. 

 

2.2.3.1.8. Behandlung von IMR90 Fibroblasten mit Canavanin 

Canavanin ist eine nicht-proteinogene Aminosäure und ein Analogon der Aminosäure Arginin (Abb. 

14). Canavanin wird anstelle von Arginin während der Translation von Proteinen eingebaut (Ishida et 

al. 2013). Humane IMR90 Fibroblasten wurden mit 4 µM Canavanin für 4 und 8 Stunden behandelt. 

Vor der Behandlung wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen, anschließend das mit Canavanin 

versetzte Medium auf die Zellen gegeben und die Zellen bei 37 °C und 5 % CO2 für die entsprechende 

Zeit inkubiert. Zur Kontrolle wurde die entsprechende Menge an ddH2O zu den Zellen gegeben.  

 

 

Abbildung 14: Chemische Strukturformel von 
Canavanin und Arginin. 
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2.2.3.1.9. Herstellung von HeLa KO Zellen mittels CRISPR/Cas9-System 

Die verwendeten CRISPR/Cas9 Konstrukte wurden über Sigma Aldrich (Deisenhofen) bezogen und 

HeLa Zellen mit diesen Konstrukten über eine Elektroporation transfiziert (siehe 2.2.3.1.5). Im 

Anschluss wurden die Zellen in einer 96-well Platte vereinzelt und die positiven Klone über eine 

Puromycin Behandlung selektiert. Der erfolgreiche knockout (KO) wurde zum Schluss mittels Western 

Blot Analyse überprüft. 

 

2.2.4. Proteinbiochemische Methoden 

2.2.4.1.  Proteinpräparation 

Für die Proteinpräparation wurden Zellen mit kaltem 1x PBS gewaschen und anschließend mit 1x 

Lysispuffer in der Zellkulturschale unter Verwendung eines Zellschabers abgelöst und lysiert. Das Lysat 

wurde anschließend in ein Eppendorfgefäß überführt und mit drei Pulsen für jeweils 5 sec bei mittlerer 

Sequenz sonifiziert. Zuletzt wurden die Präparationen für 5 min bei 95 °C inkubiert und bei -80 °C 

gelagert. 

 

3x Lysispuffer:  

Tris-HCL (pH 6,8) 187,5 mM 

SDS 6 % (w/v) 

Saccharose 30 % (w/v) 

EDTA 3 mM 

 

Der 1x Lysispuffer wurde durch Verdünnung mit H2O frisch hergestellt und zusätzlich stets 

Proteinaseinhibitor (Roche, Mannheim) hinzugegeben. 

 

2.2.4.2.  Proteinquantifizierung  

Die Proteinkonzentration wurde nach der BCA (Bicichinon-Säure) -Methode ermittelt und das Protokoll 

wie vom Hersteller (BioRad, München) beschrieben durchgeführt. Durch die Komplexbildung der 

Proteine mit Cu2+ Ionen (Biuret-Reaktion) werden diese reduziert und bilden mit BCA einen violetten 

Farbkomplex. Die Absorption des Farbkomplexes kann photometrisch bestimmt und dadurch die 

Konzentration der eingesetzten Proteinlösung ermittelt werden. 

Die Proteinproben wurden mit dem BCA-Reagenz versehen und bei 60 °C für 20 min inkubiert. Zur 

Quantifizierung wurde eine Rinderserumalbumin-Standardkurve erstellt, welche auf die gleiche Weise 

wie die Proteinproben behandelt wurde. Im Anschluss der Inkubation wurden alle Proben 

photometrisch bei 560 nm gemessen.  
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2.2.4.3.  Western Blot Analyse 

2.2.4.3.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Für die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurden 4 - 12 % NuPage Bis-Tris-

Gradientengele (Invitrogen, Karlsruhe) oder 12 % Bis-Tris-gepufferte Acrylamidgele verwendet. Die 

Auftrennung erfolgte im NuPage System (Invitrogen, Karlsruhe) oder mit dem Mini Trans-Blot Cell-

System. 

 

Die Proteinproben wurden zunächst mit 4x Ladepuffer versetzt und 2 min bei 99 °C inkubiert. Durch 

das im Auftragspuffer enthaltenen β-Mercaptoethanol und SDS sowie das Aufkochen bei 99 °C 

denaturierten die Proteine. Zusätzlich wurden die Proteine durch die Bindung von SDS mit einer 

negativen Ladung „umhüllt“. Somit erfolgte die Auftrennung der Proteine nach ihrem 

Molekulargewicht, unabhängig von ihrer Eigenladung. Als Proteingrößenstandard wurde der Page 

Ruler Prestained Protein Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. 

 

Die Gele wurden in eine Elektrophoresekammer eingespannt und die Kammer mit 1x NuPage MES 

Laufpuffer (Invitrogen, Karlsruhe) befüllt. Nach dem Beladen des Gels mit den Proteinproben wurden 

diese zunächst bei 80 - 100 V in das Gel einlaufen gelassen und danach bei 130 - 160 V aufgetrennt. 

Das Gel wurde anschließend für die Western Blot Analyse verwendet. 

 

Bis-Tris Gelpuffer:  

Bis-Tris (pH 6,8) 1,25 M 

 

4x Ladepuffer:  

Tris-HCl (pH 6,8) 200 mM 

SDS 4 % [w/v] 

Glycerin 40 % [v/v]  

Bromphenolblau 0,2 % [v/v]  

β-Mercaptoethanol 200 µl/ml 

 

2.2.4.3.2. Proteintransfer auf eine Nitrocellulosemembran mittels Western Blot 

Analyse 

Im Polyacrylamidgel aufgetrennte Proteine werden durch ein elektrisches Feld auf eine 

Nitrocellulosemembran übertragen. Auf dieser Membran können die Proteine anschließend durch 

Antikörperbindung spezifisch nachgewiesen und quantifiziert werden. 
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Nach der Gelelektrophorese wurden die Gele zusammen mit der Nitrocellulosemembran, Filterpapier 

und Schwämmchen zu einer Transfereinheit zusammengebaut und in eine Blotkammer eingespannt. 

Die Blotkammer wurde mit 1x Transferpuffer befüllt. Die Übertragung der Proteine erfolgte über Nacht 

bei 30 V. 

Zur Überprüfung des Transfers wurde die Membran etwa 30 sec in eine Ponceau S-Färbelösung gelegt 

und anschließend mit dH2O gewaschen. Durch die reversible Bindung des Ponceau S an die 

Proteinbanden konnte die Qualität des Transfers überprüft werden. 

 

1x Transferpuffer: 

 

Tris-HCl (pH 8,3) 25 mM  

Glycerin 250 mM 

Methanol 20 % (v/v) 

 

Ponceau S-Färbelösung:  

Ponceau S 0,02 % (w/v) 

Trichloracetat 0,3 % (w/v) 

Sulfosalicylsäure 0,3 % (w/v) 

 

2.2.4.3.3. Immundetektion spezifischer Proteine 

Im Anschluss an den Transfer erfolgte der immunologische Nachweis der Proteine. Hierfür wurde die 

Membran zunächst für 1 – 2 Stunden in Blockierungspuffer auf dem Schüttler bei Raumtemperatur 

inkubiert. Bei der Blockierung werden freie Bindungsstellen auf der Membran besetzt, um die 

Spezifität der nachfolgenden Antikörperbindung zu erhöhen. 

Die Inkubation mit dem Primärantikörper erfolgte bei 4 °C über Nacht. Alle in dieser Arbeit 

verwendeten Primärantikörper wurden in 1x PBS/Tween-20 mit 0,02 % Natriumazid verdünnt. Nach 

erfolgter Inkubation wurde die Membran innerhalb von 30 min regelmäßig mit 1x PBS/Tween-20 

gewaschen und anschließend für 1 - 2 Stunden bei Raumtemperatur mit dem zugehörigen Peroxidase-

konjungierten Sekundärantikörper inkubiert. Mittels der gekoppelten Meerrettichperoxidase 

(horsredish peroxidase, HRP) wurden die Proteine indirekt über die Peroxidasereaktion detektiert. Alle 

Sekundärantikörper wurden 1:5000 in 1x PBS/Tween-20 verdünnt. Die Membran wurde abermals für 

30 min regelmäßig mit 1x PBS/Tweeen-20 gewaschen und anschließend mit 1 ml ECL (enhanced 

chemiluminescence)-Lösung benetzt. Das Chemilumineszenzsignal wurde mit dem Amersham Imager 

600 aufgenommen. 
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1x PBS/Tween-20:  

NaCl 137 nM 

KCl 2,7 mM 

Na2HPO4 10 mM 

KH2HPO4 1,8 mM 

Tween-20 0,05 % (v/v) 

 

Blockierungspuffer: 

 

Magermilchpulver in 1x PBS/Tween-20 5 % (w/v) 

 

ECl-Lösung:  

 

Lösung A: 

 

Tris-HCl (pH 8,6) 0,1 M 

Luminol 

 

0,025 % (w/v)  

Lösung B:  

para-Hydroxycommarinsäure in DMSO gelöst 

 

0,11 % (w/v) 

Lösung C: 

H2O2 

 

30 %  

 

Für jede Membran wurden eine ECL-Lösung aus 1000 µl Lösung A, 100 µl Lösung B und 1 µl H2O2  frisch 

angesetzt. 

 

2.2.4.4.  Densitometrische Auswertung der Western Blots 

Um eine Quantifizierung der bei der Immundetektion von Proteinen erhaltenen Banden 

durchzuführen, wurde die Software AIDA (Bio Imaging) verwendet. Unter Berücksichtigung des 

Hintergrundes wurden die entsprechenden Banden densitometrisch ausgewertet und die ermittelten 

Werte in Microsoft Excel exportiert, wo sie relativ zueinander ausgewertet wurden. Die Analyse des 

Zytoskelettproteins Tubulin diente dabei als Kontrolle der gleichmäßigen Proteinladung und wurde als 

Referenz in die Auswertungen der Banden einbezogen. 
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2.2.4.5.  Immunzytochemie 

Mittels Immunozytochemie können Proteine in situ in Einzelzellen gefärbt werden. Dies ermöglicht z.B. 

ihre subzelluläre Lokalisation oder spezifische Protein-Protein-Interaktionen aufzuklären. Die Zellen 

wurden hierfür in entsprechender Anzahl ohne oder nach einer transienter Transfektion für die 

Immunofärbung auf Deckgläsern in 24-well Schalen unter Standardbedingungen kultiviert. Dabei 

wurden für IMR-90 Zellen nach siRNA-Behandlung 15000 Zellen pro well ausgesät und nach 

Überexpression 20000 Zellen pro well. Für die HeLa Zellen wurden nach transienter Transfektion 15000 

Zellen pro well ausgesät und ohne Transfektion 10000 Zellen pro well. Als vorbereitender Schritt der 

Färbung wurden die Zellen zunächst 2-mal mit 1x PBS gewaschen und danach für 25 min mit 3,5 % 

Paraformaldehyd bei Raumtemperatur fixiert. Im Anschluss wurde 3-mal mit 1x PBS gewaschen und 

daraufhin für 6 min mit -20 °C kaltem 90 %-igem Methanol behandelt. Dieser Schritt diente der 

Permeabilisierung der Membranen, um das spätere Eindringen der Antikörper zu gewährleisten. Nach 

weiteren 4 Waschschritten mit 1x PBS wurden die Deckgläser in eine Feuchtkammer auf Objektträger 

überführt und für eine Stunde bei Raumtemperatur mit 3 % BSA in 1x PBS behandelt. Nachdem 

unspezifische Bindungsstellen blockiert waren, erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper. 

Hierfür wurden die Primärantikörper mit 1 % BSA in PBS in einer Verdünnung von 1:200 angesetzt und 

für eine Stunde bei Raumtemperatur auf die Deckgläser gegeben. Im Anschluss wurden die Zellen 3-

mal mit 1x PBS gewaschen. Die entsprechenden Sekundärantikörper wurden in 1x PBS verdünnt auf 

die Deckgläser gegeben und ebenfalls für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Da es sich um 

einen fluoreszenzgekoppelten Sekundärantikörper handelte, der Lichtsensitiv ist, wurde die 

Sekundärantikörperinkubation im Dunkeln durchgeführt. Nach dieser Inkubation wurden die Zellen 2-

mal mit 1x PBS gewaschen, um den ungebundenen Sekundärantikörper zu entfernen. Zum Schluss 

wurden die Deckgläser mit Eindeckmedium auf einen Objektträger überführt, mit Nagellack versiegelt 

und bei -20 °C gelagert. 

 

Die Aufnahmen der immunogefärbten Zellen erfolgten mittels konfokaler Mikroskopie mit dem Laser-

Scanning-Mikroskop LSM710 (Zeiss, Göttingen). Die nachfolgende Bearbeitung der Bilder erfolgte mit 

den Bildbearbeitungsprogrammen ImageJ und Photoshop CS 5.1. (Adobe). 

 

Eindeckmedium (pH 8,5):  

Ρ-Phenylendiamin 1 mg/ml (Endkonzentration) 

Glycerol 70 %  

in 1x PBS  
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2.2.4.6. Biochemische Analyse der autophagichen Aktivität 

Die Bestimmung des autophagischen Fluxes ist eine etablierte Möglichkeit die autophagische Aktivität 

der Zelle zu untersuchen (Mizushima und Yoshimori 2007). Dabei wird der Umsatz von 

Autophagiesubstraten in einem bestimmten Zeitraum analysiert, indem durch Inhibition der 

lysosomalen Degradation der Abbau der Substrate verhindert wird. Die Differenz der Proteinspiegel 

nach Inhibition des Abbaus und unter basalen Bedingungen entspricht ihrem Flux und ist somit der 

autophagischen Aktivität gleichzusetzen (Abb. 15) (Mizushima et al. 2003a). 

 

Abbildung 15: Beispielhafte Analyse des autophagischen Fluxes am Beispiel von LC3. Nach Ermittlung der optischen 
Bandenintensität und Nummierung auf Tubulin wurde die LC3-II Bande nach Bafilomycin A1 Behandlung mit der 
unbehandelten Kontrolle subtrahiert und der autophagische Flux ermittelt. In diesem Beispiel ist der autophagische Flux der 
Probe 2 (orange) im Vergleich zur Probe 1 (grün) verringert und somit auch die autophagische Aktivität der Probe 2 reduziert. 

 

In dieser Arbeit wurde der autophagische Flux durch die Autophagiesubstrate LC3-II, GABARAP-II, 

SQSTM1, NBR1 und CALCOCO2 untersucht und der lysosomale Abbau mittels Bafilomycin A1 geblockt. 

Bafilomycin A1 inhibiert die Ansäuerung der Lysosomen, verhindert so die Bildung des Autolysosoms 

und damit den Abbau der Substrate (Yamamoto et al. 1998). 

 

2.2.5. Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software SigmaStat (SYSTAT). Alle Ergebnisse 

wurden mittels t-Test auf Signifikanz geprüft. Das Signifikanzniveau lag bei 5 %. 
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 Ergebnisse 

3.1. Funktionelle Charakterisierung der Autophagiemodulation von RAB3GAP1/2 

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde in einem RNAi-Screen in C. elegans nach neuen Modulatoren der 

Proteinhomöostase gesucht und das Protein RBG-1 entdeckt. Der knockdown des Gens rbg-1 verstärkt 

die Proteinaggregation und beeinflusst die Autophagie (Spang, Feldmann et al. 2014). RBG-1 weist eine 

60-prozentige Homologie zu dem im Säuger vorkommenden Protein RAB3GAP1 auf, das die katalytisch 

aktive Untereinheit des RAB3GAP-Komplexes darstellt. Dieser Komplex gehört zu den RAB GAPs, 

welche eine wichtige Aufgabe für den zellulären Vesikeltransport besitzen, indem sie die Aktivität von 

RAB GTPasen regulieren und koordinieren. Der Einfluss von RAB3GAP1/2 auf die Autophagie wurde in 

primäre humane Fibroblasten überführt und durch siRNA-vermittelten knockdown sowie 

Überexpression gezeigt, dass die Proteine positive Modulatoren der Autophaige sind (Feldmann 2013 

Diplomarbeit; Spang, Feldmann et al. 2014). Ursprünglich wurde der RAB3GAP-Komplex als RAB GAP 

für die RAB GTPase RAB3 beschrieben und funktionell mit der RAB3-vermittelten Regulation des 

synaptischen Vesikeltransports und der Neurotransmitter- und Neurohormonausschüttung assoziiert 

(Sakane et al. 2006). Die Assoziation von RAB3GAP1/2 mit der Autophagie ordnet den Proteinen eine 

neue zelluläre Funktion zu und im Weiteren soll genauer untersucht werden, welcher molekulare 

Schritt der Autophagie durch die RAB3GAPs auf welche Art und Weise moduliert wird.  

 

3.1.1. RAB3GAP1/2 ko-lokalisieren mit ATG8 Proteinen an Lipidtröpfchen 

Durch knockdown und die Überexpression von RAB3GAP1/2 in humanen Fibroblasten wurde 

demonstriert, dass die RAB3GAPs neuartige Regulatoren der Autophagie sind (Feldmann 2013 

Diplomarbeit; Spang, Feldmann et al. 2014). Interessanterweise wurden die RAB3GAPs durch die 

Massenspektrometrie-basierten Interaktomstudien von Behrends et al. direkt mit dem 

Autophagienetzwerk assoziiert und genauer mit dem Interaktom der Atg8 Familie. Aus diesem Grund 

wurden Immunpräzipitationstudien (IP-Studien) durchgeführt, um diese vermeintliche Interaktion der 

RAB3GAPs mit Atg8 Proteinen (LC3 und GABARAP) zu bestätigen, was aber leider nicht gelang (Spang 

2015, Doktorarbeit).  

Aufgrund der nachgewiesenen Modulation der Autophagie durch die RAB3GAPs wurde im Weiteren 

untersucht, ob sie in der Zelle mit autophagosomalen Strukturen und entscheidenden Proteinen ko-

lokalisieren. Dies sollte zudem einen ersten Hinweis darauf liefern, an welcher Stelle der Autophagie 

die RAB3GAPs den Prozess beeinflussen. Dazu wurden Immunfluoreszenzfärbungen angefertigt in 

denen RAB3GAP1 und die Atg8 Proteine, LC3 und GABARAP, in IMR90 Zellen lokalisiert werden sollten.  
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Die Färbungen zeigten, dass RAB3GAP1 und LC3 sowie GABARAP ko-lokalisierten und 

interessanterweise vor allem gemeinsam an speziellen kreisförmigen zellulären Strukturen zu 

beobachten waren (Abb. 16 A). Diese Strukturen konnten durch Färbung mit dem Lipidfluorophor DPH 

(1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene) als LDs identifiziert werden (Abb. 16 A), was durch 

Immunfluoreszenzfärbungen gegen Perilipin 2 (PLIN2), einem LD-assoziiertem Protein, bestätigt 

werden konnte (Abb. 16 B). Da LDs sehr dynamische Organellen sind und ihr Spiegel in Abhängigkeit 

der Lipidverfügbarkeit variiert, wurde ihre Bildung durch Behandlung mit Ölsäure induziert. 

Interessanterweise war zu beobachten, dass durch diese Behandlung vermehrt LDs in der Zelle 

vorlagen, die durch die DPH-Färbung visualisiert werden konnten (Abb. 16 C). Somit wurden diese 

Strukturen eindeutig als LDs identifiziert. 

 

 

Abbildung 16: RAB3GAP1 ko-lokalisiert mit LC3 und GABARAP an LDs. A) Konfokale Aufnahmen von RAB3GAP1, LC3 bzw. 

GABARAP und LDs in humanen Fibroblasten. Zur Färbung der LDs wurde DPH verwendet. Maßstabsskala = 20 und 5 µm. B) 

Konfokale Aufnahmen des LD-assoziierten Protein PLIN2 und DPH in humanen Fibroblasten. Maßstabsskala = 20 µm. C) 

Konfokale Aufnahmen von DPH nach Ölsäurebehandlung. Maßstabsskala = 20 µm. (Spang, Feldmann et al. 2014) 

Der RAB3GAP-Komplex ko-lokalisierte mit Proteinen der Atg8 Familie am deutlichsten an LDs.  
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3.1.2. Die RAB3GAPs beeinflussen die autophagosomale Biogenese  

Nach der Assoziation der RAB3GAPs mit Proteinen der Atg8 Familie wurde im Weiteren untersucht 

welchen Schritt der Autophagie die RAB3GAPs funktionell beeinflussen. Die Beobachtung, dass der 

Verlust von RAB3GAP1/2 in einer deutlich geringeren Zahl von Autophagosomen resultierte weist 

daraufhin, dass die RAB3GAPs die Autophagie zu einem frühen Zeitpunkt und möglicherweise schon 

während der Bildung oder Elongation der Phagophore von Bedeutung sind. 

Die Generierung der Phagophore ist von zahlreichen Proteinen abhängig. ATG3 und ATG16L1 sind 

essentielle Faktoren dieses Prozesses und sind für die Lipidierung von Proteinen der Atg8 Familie 

entscheidend. Der Verlust von ATG3 oder ATG16L1 hat zur Folge, dass Phagophoren in der Zelle 

akkumulieren, keine reifen Autophagosomen gebildet werden und die Autophagie zum Erliegen 

kommt (Sou et al. 2008; Saitoh et al. 2008). Im Gegensatz dazu führt die Überexpression von ATG3 

oder ATG16L1 zu einer erhöhten autophagosomalen Biogenese und somit zu einer gesteigerten 

autophagischen Aktivität.  

Durch die gezielte Manipulation von RAB3GAP1/2 und gleichzeitig von ATG3 bzw. ATG16L1 sollte der 

Einfluss des RAB3GAP-Komplexes auf die frühen Schritte der Autophagie, also der autophagosomalen 

Biogenese, untersucht werden. Nach der genetischen Manipulation der Zellen wurde die 

Beeinflussung des autophagischen Fluxes analysiert (Details zur Bestimmung des autophagischen 

Fluxes siehe 2.2.4.6). 

Im Vergleich zur nonsense/Leervektor transfizierten Kontrolle führte der siRNA-vermittelte knockdown 

von ATG3 und ATG16L1 zu einem reduzierten Flux von LC3-II und SQSTM1 und bewirkte somit, wie 

erwartet, eine verringerte Autophagie. Die gleichzeitige Herunterregulation von RAB3GAP1/2 

resultierte ebenfalls in einer im Vergleich zur Kontrolle reduzierten autophagischen Aktivität, ohne 

dass dabei additive Effekte beobachtet werden konnten. Die Überexpression von ATG3 bewirkte eine 

verstärkte autophagische Aktivität. Interessanterweise verhinderte aber die parallele 

Herunterregulation von RAB3GAP1/2 die Förderung der Autophagie durch erhöhte ATG3-Spiegel. 

Ebenso bewirkte der siRNA-vermittelte knockdown von ATG16L1, trotz Überexpression von 

RAB3GAP1/2, eine Steigerung autophagische Aktivität. (Abb. 17 A, B). Insgesamt deutete dies 

daraufhin, dass die RAB3GAPs die Autophagie in frühen Schritten beeinflusst in denen auch ATG3 und 

ATG16L1 aktiv sind, was der Biogenese von Autophagosomen entspricht.  
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Abbildung 17: Der RAB3GAP-Komplex beeinflusst die autophagosomale Biogenese. A) Western Blot Analyse der 

autophagischen Aktivität. Die Zellen wurden mit der angegebenen siRNAs und Plasmiden transfiziert und mit DMSO (-) oder 

Bafilomycin A1 (+) behandelt. 15 µg Gesamtprotein wurden in einem 4 - 12 % NuPAGE Gradientengel aufgetrennt. Die 

Detektion der Proteine erfolgte mittels spezifischer Antikörper. Als Kontrolle für eine gleichmäßige Proteinbeladung wurde 

Tubulin verwendet. Die statistische Auswertung des autophagischen Fluxes wurde mittels Subtraktion der nach Bafilomycin 

A1 Behandlung erhaltenen LC3-II Bande und der Kontroll-DMSO behandelten LC3-II Bande ermittelt. *p<0,05, **p<0,01, n = 4, 

t-Test. B) Wie in A; die Zellen wurden mit den angegeben siRNAs und Plasmiden transfiziert. *p<0,05, **p<0,01, n = 3, t-Test. 

(Spang, Feldmann et al. 2014) 

 

Um den Einfluss der RAB3GAPs auf die autophagosomale Biogenese zu bestätigen, wurden 

Immunfluoreszenzfärbungen von ATG5 angefertigt. Dieses Protein ist Bestandteil des ATG5-ATG12-

ATG16L1-Komplexes und spielt eine essentielle Rolle bei der Elongation der Phagophore. ATG5 ist 

direkt an der Phagophore lokalisiert und verbleibt dort bis zum Ende der Reifung des Autophagosoms. 

Aus diesem Grund ist ATG5 ein geeigneter Marker zur Bestimmung der Gesamtzahl an Phagophoren. 

Tatsächlich lagen unter basalen Bedingungen nur ausgesprochen wenige Phagophoren in der Zelle vor. 

Durch die Induktion der Autophagie akkumulierten vermehrt ATG5-positive Strukturen in den Zellen, 

die zu einer vermehrten Synthese von Autophagosomen und somit auch zu einer erhöhten Anzahl an 

Phagophoren führten. Genauso bewirkte der knockdown von ATG3 die Akkumulation phagophorischer 

Strukturen, da durch die verhinderte Lipidierung von ATG8 Proteinen die Reifung der Phagophore zum 

Erliegen kam. Somit boten sich sowohl die Rapamycin-vermittelte Induktion der Autophagie als auch 

der knockdown von ATG3 als Positivkontrollen an, um die Akkumulation von Phagophoren zu 
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erzwingen und diese mittels Immunfluoreszenzfärbung von ATG5 zu visualisieren. Interessanterweise 

führte auch der siRNA-vermittelten knockdown von RAB3GAP1/2 zu einer vergleichbar starken 

Zunahme von ATG5-positiven Strukturen (Abb. 18).  

Dieses Ergebnis bestätigte somit, dass die RAB3GAPs eine Funktion für die autophagosomale 

Biogenese besitzt und genau diesen Vorgang modulieren. 

 

 

Abbildung 18: Immunfluoreszenzfärbungen von Phagophoren in humanen Fibroblasten. Konfokale Aufnahmen von ATG5-

positiven Strukturen. Die Zellen wurden mit DMSO oder mit Rapamycin behandelt und mit den angegebenen siRNAs 

transfiziert. Maßstabsskala = 50 µm. Für die statistische Auswertung wurden Zellen mit ATG5-positiven Punkten gezählt und 

im Verhältnis zu Zellen ohne ATG5-positiven Punkten ausgewertet. Es wurden 30 - 40 Zellen aus vier unabhängigen 

Experimenten pro Behandlung ausgewertet. **p<0,01, ***p<0,001, n = 4, t-Test. (Spang, Feldmann et al. 2014) 

 

Die Analyse von RAB3GAP1/2 in Zusammenspiel mit etablierten Faktoren der autophagosomalen 

Biogenese zeigte, dass der RAB3GAP-Komplex diesen Prozess der Autophagie positiv modulierte.  
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3.1.3. Der Einfluss von RAB3GAP1/2 auf die Autophagie ist abhängig von der GAP-Aktivität und 

unabhängig von der RAB GTPase RAB3  

RAB GAPs sind für die Regulation von RAB GTPasen verantwortlich. Sie katalysieren die Hydrolyse von 

GTP zu GDP und inaktivieren dadurch RAB Proteine. Abgesehen von RAB3GAP1/2 besitzen alle RAB 

GAPs eine konservierte TBC-Domäne in der zwei katalytisch aktive Aminosäuren (Arginin und 

Glutamin) für die GAP-Aktivität verantwortlich sind (Pan et al. 2006). Interessanterweise findet sich in 

der katalytisch aktiven Untereinheit RAB3GAP1 auch ohne TBC-Domäne ein Arginin-Rest (Stelle 728), 

der für die katalytische Aktivität von RAB3GAP1 notwendig ist (Clabecq et al. 2000). 

Um zu untersuchen, ob die enzymatische Aktivität von RAB3GAP1 für die autophagische Funktion 

essentiell ist, wurde eine katalytisch-inaktive Mutante von RAB3GAP1 generiert (RAB3GAP1(R728A), 

siehe 2.2.2.8), indem das Arginin in der GAP-Domäne durch ein Alanin ersetzt wurde. Durch die 

nachfolgende Überexpression der inaktiven Mutante sollte die Bedeutung der GAP-Aktivität für die 

Modulation der Autophagie untersucht werden. 

Die Überexpression der wildtypischen Form von RAB3GAP1 diente als Positivkontrolle und resultierte 

in der erwarteten Steigerung der autophagischen Aktivität im Vergleich zur Leervektor transfizierten 

Kontrolle. Durch die Überexpression der katalytisch inaktiven Variante RAB3GAP1(R728A) wurde 

interessanterweise kein Einfluss auf die zelluläre Autophagie beobachtet. Sie war im Vergleich zur 

Leervektor-transfizierten Kontrolle unverändert (Abb. 19). Dies demonstriert, dass die GAP-Aktivität 

von RAB3GAP1 für die Beeinflussung der Autophagie essentiell ist.  

 

 

Abbildung 19: Die katalytische Aktivität von RAB3GAP1 wird für die Modulation der Autophagie benötigt. Western Blot 

Analyse der autophagsichen Aktivität nach Überexpression von wildtypischen und mutanten RAB3GAP1 im Vergleich zur 

Leervektor (Vektor) transfizierten Kontrolle. Die Zellen wurden mit DMSO (-) oder mit Bafilomycin A1 (+) behandelt. 15 µg 

Gesamtprotein wurden in einem 4 - 12 % NuPAGE Gradientengel aufgetrennt. Die Detektion der Proteine erfolgte mittels 

spezifischer Antikörper. Als Kontrolle für eine gleichmäßige Proteinbeladung wurde Tubulin verwendet. Die statistische 

Auswertung des autophagischen Fluxes wurde mittels Subtraktion der nach Bafilomycin A1 Behandlung erhaltenen LC3-II und 

SQSTM1 Bande und der Kontroll-DMSO behandelten LC3-II und SQSTM1 Bande ermittelt. **p<0,01, ***p<0,001, n = 4, t-Test. 

(Spang, Feldmann et al. 2014) 
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Nachdem gezeigt wurde, dass die GAP-Aktivität von RAB3GAP1 für die Modulation der Autophagie 

benötigt wird wurde untersucht, ob die RAB GTPase RAB3 der vermittelnde downstream Faktor von 

RAB3GAP1/2 ist. Die RAB GTPase RAB3 ist ein wichtiger Regulator für den synaptischen 

Vesikeltransport und für die Neurotransmitter- und Neurohormonfreisetzung und der RAB3GAP-

Komplex ist als RAB GAP für das namensgebende RAB3 sehr gut charakterisiert. Insgesamt gibt es vier 

Isoformen von RAB3 (A, B, C und D), welche alle eine ähnliche zelluläre Funktion besitzen und sich 

funktionell kompensieren können (Schluter et al. 2002). Um zu untersuchen, ob der Einfluss von 

RAB3GAP1/2 auf die Autophagie durch RAB3 vermittelt wird, wurden alle Isoformen in einem siRNA-

vermittelten knockdown Experiment gleichzeitig herunterreguliert. Der Erfolg des knockdowns wurde 

mittels qPCR Analyse überprüft und bestätigt (Abb. 20 A).  

Wie zuvor wurde der autophagische Flux bestimmt und dadurch die autophagische Aktivität der Zellen 

untersucht. Durch die Herunterregulation der RAB3 Isofomen wurde die autophagische Aktivität im 

Vergleich zur Kontrolle nicht beeinflusst. Somit hat die RAB GTPase RAB3 offensichtlich keinen 

funktionellen Einfluss auf die Autophagie und die Modulation der Autophagie, durch RAB3GAP1/2, 

wird vermutlich durch eine alternative RAB GTPase vermittelt (Abb. 20 B).  

 

 

Abbildung 20: RAB3 hat keinen Einfluss auf die autophagische Aktivität der Zelle. A) Statistische Auswertung der relativen 

Genexpression der vier RAB3 Isoformen nach knockdown. **p<0,01, ***p<0,001, n = 3, t-Test. B) Western Blot Analyse des 

autophagischen Fluxes nach Herunterregulation der RAB3 Isoformen im Vergleich zur nonsense (nons) transfizierten 

Kontrolle. Die Zellen wurden mit DMSO (-) oder mit Bafilomycin A1 (+) behandelt. 15 µg Gesamtprotein wurden in einem 4 - 

12 % NuPAGE Gradientengel aufgetrennt. Die Detektion der Proteine erfolgte mittels spezifischer Antikörper. Als Kontrolle 

für eine gleichmäßige Proteinbeladung wurde Tubulin verwendet. Die statistische Auswertung des autophagischen Fluxes 

wurde mittels Subtraktion der nach Bafilomycin A1 Behandlung erhaltenen LC3-II Bande und der Kontroll-DMSO behandelten 

LC3-II Bande ermittelt. Es wurde keine signifikante Veränderung festgestellt, n = 4, t-Test. (Spang, Feldmann et al. 2014) 
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Die GAP-Aktivität von RAB3GAP1 wird benötigt, damit die RAB3GAPs die Autophagie positiv 

modulieren können. Der knockdown von RAB3 zeigte zudem, dass der Einfluss von RAB3GAP1/2 auf 

die Autophagie unabhängig von der RAB GTPase RAB3 ist. Somit scheint der Effekt auf die 

Autophagie durch eine alternative RAB GTPase vermittelt zu werden.  

 

 

3.2. Die RAB GTPase RAB18 ist ein positiver Modulator der Makroautophagie 

Das Protein RAB18 gehört zu der Proteinfamilie der RAB GTPasen, welche den zellulären 

Vesikeltransport kontrollieren und regulieren. RAB18 wurde bisher funktionell mit dem zellulären 

Lipidmetabolismus, Regulation von sekretorischer Granulae, ER-Golgi-Transport und der Virus 

Replikation assoziiert (Vazquez-Martinez und Malagon 2011; Gronemeyer et al. 2013; Gerondopoulos 

et al. 2014; Salloum et al. 2013; Dansako et al. 2014; Tang et al. 2014). Darüber hinaus beeinflusst 

RAB18 die Morphologie des ERs und wird dabei durch den RAB3GAP-Komplex reguliert. 

Interessanterweise wurde der RAB3GAP-Komplex hierbei als RAB GEF für RAB18 charakterisiert und 

eine direkte funktionelle Verbindung zwischen beiden Proteinen aufgezeigt (Gerondopoulos et al. 

2014). Somit ist es möglich, dass RAB18 die downstream RAB GTPase darstellt, welche für die 

Modulation der Autophagie durch RAB3GAP1/2 verantwortlich ist. Dies sollte im Weiteren untersucht 

werden. 

 

3.2.1. Der knockdown von RAB18 führt zu einer verminderten autophagischen Aktivität 

Die funktionelle Beeinflussung der Autophagie durch RAB18 in humanen Fibroblasten wurde zunächst 

durch siRNA-vermittelte knockdown Experimente untersucht und der autophagische Flux nach 

Herunterregulation von RAB18 analysiert.  

Interessanterweise resultierte die Reduktion der RAB18-Spiegel in einer signifikanten Abnahme des 

autophagischen Fluxes im Vergleich zu der nonsense transfizierten Kontrolle und somit zu einer 

verringerten Autophagie (Abb. 21 A). Ebenso wurden die SQSTM1 Proteinspiegel durch die RAB18 

Herunterregulation reduziert (Abb. 21 A). Diesen Effekt haben wir bereits durch einen knockdown von 

RAB3GAP1/2 beobachtet (Feldmann 2013, Diplomarbeit; Spang, Feldmann et al. 2014), was eine 

mögliche funktionelle Korrelation der RAB GTPase und ihres Regulators hervorhebt. Allerdings sind die 

Mechanismen, die SQSTM1-Ebenen beeinflussen, bisher unbekannt.  

Neben der Western Blot Analyse wurde die Auswirkung des RAB18 knockdowns auf die Autophagie 

zusätzlich durch Immunfluoreszenzfärbungen untersucht, um autophagische Strukturen direkt zu 

visualisieren. Hierfür wurden Autophagosomen durch LC3 und SQSTM1 in IMR90 Zellen mit 
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spezifischen Antikörpern angefärbt und die Autophagosomen nach Bafilomycin A1 Behandlung im 

Vergleich zur nonsense siRNA Kontrollbehandlung untersucht. Im Vergleich zu Kontrollzellen 

akkumulierten durch den knockdown von RAB18 deutlich weniger Autophagosomen nach 

Bafilomycin A1 Behandlung in den Zellen (Abb. 21 B).  

 

 

Abbildung 21: Der knockdown von RAB18 führt zu einer Verringerung der autophagischen Aktivität in humanen 

Fibroblasten. A) Western Blot Analyse der autophagischen Aktivität nach Herunterregulation von RAB18 im Vergleich zur 

nonsense (nons) transfizierten Kontrolle. Die Zellen wurden mit DMSO (-) und mit Bafilomycin A1 (+) behandelt. 15 µg 

Gesamtprotein wurden in einem 12 % Bis-Tris-Gel aufgetrennt. Die Detektion der Proteine erfolgte mittels spezifischer 

Antikörper. Als Kontrolle für eine gleichmäßige Proteinbeladung wurde Tubulin verwendet. Die statistische Auswertung des 

autophagischen Fluxes wurde mittels Subtraktion der nach Bafilomycin A1 Behandlung erhaltenen LC3-II und SQSTM1 Bande 

und der DMSO behandelten LC3-II und SQSTM1 Bande ermittelt. ***p<0,001, n = 5, t-Test. B) Konfokale Aufnahmen von LC3 

und SQSTM1 Immunfluoreszenzfärbungen. Zur Färbung der Zellkerne wurde DAPI verwendet. Maßstabsskala = 20 µm. 

(Feldmann et al. 2017) 

 

Die Autophagie ist ein sehr flexibler Abbaumechanismus der Zelle, welcher sich an verändernde 

Bedingungen anpassen muss. Neben der ständig ablaufenden Autophagie unter basalen Bedingungen 

kann die Autophagie in der Zelle auch rasch induziert werden. So wird z. B. durch einen 

Nährstoffmangel die Autophagie über eine Inhibition der Proteinkinase mTOR induziert. Die 
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entstandenen autophagischen Abbauprodukte stehen anschließend für die Neusynthese von 

Makromolekülen oder zur Energiegewinnung zur Verfügung (Banerjee et al. 2010). Die 

pharmakologische Behandlung von Zellen mit Rapamycin simuliert den Nahrungsmangel und führt zur 

Autophagieinduktion über die direkte Inhibition von mTOR (Noda und Ohsumi 1998). 

Nachdem gezeigt wurde, dass die Reduktion der RAB18-Spiegel eine verringerte autophagische 

Aktivität unter basalen Bedingungen bewirkt sollte im Weiteren untersucht werden, ob RAB18 die 

Autophagie auch unter induktiven Bedingungen beeinflusst. Die Induktion der Autophagie durch 

Rapamycin führte in der nonsense transfizierten Kontrolle, wie zu erwarten, zu einer Steigerung der 

autophagischen Aktivität (Abb. 22 A). Die gesteigerte Autophagie wurde allerdings durch die 

Herunterregulation von RAB18 verhindert und die autophagische Aktivität war, im Vergleich zu den 

Kontrollzellen, in RAB18 knockdown Zellen reduziert (Abb. 22 A).  

Dieses Ergebnis wurde durch die Anfertigung von Immunfluoreszenzfärbungen von autophagischen 

Strukturen unterstützt. In den Fluoreszenzfärbungen war zu beobachten, dass durch den knockdown 

von RAB18, weniger Autophagosomen nach Bafilomycin A1 Behandlung aufliefen als in den 

Kontrollzellen (Abb. 22 B). 

Diese Ergebnisse zeigten, dass der verringerte RAB18 Proteinspiegel sowohl unter basalen 

Bedingungen, als auch nach Induktion der Autophagie, die Rate des autophagischen Abbaus moduliert.  

 

 

 

 

 



56 
Ergebnisse 

 

 

Abbildung 22: Analyse der autophagischen Aktivität nach Induktion der Autophagie und knockdown von RAB18 in 

humanen Fibroblasten. A) Western Blot Analyse der Herunterregulation von RAB18 im Vergleich zur nonsense (nons) 

transfizierten Kontrolle. Die Zellen wurden mit DMSO (-), Rapamycin (+) und/oder mit Bafilomycin A1 (+) behandelt. 15 µg 

Gesamtprotein wurden in einem 12 % Bis-Tris-Gel aufgetrennt. Die Detektion der Proteine erfolgte mittels spezifischer 

Antikörper. Als Kontrolle für eine gleichmäßige Proteinbeladung wurde Tubulin verwendet. Die statistische Auswertung des 

autophagischen Fluxes wurde mittels Subtraktion der nach Bafilomycin A1 Behandlung erhaltenen LC3-II und SQSTM1 Bande 

und der DMSO behandelten LC3-II und SQSTM1 Bande ermittelt. ***p<0,001, n = 5, t-Test. B) Konfokale Aufnahmen von LC3 

und SQSTM1 Immunfluoreszenzfärbungen. Zur Färbung der Zellkerne wurde DAPI verwendet. Maßstabsskala = 20 µm. 

(Feldmann et al. 2017) 

 

Die Verringerung der RAB18 Proteinspiegel führte sowohl unter basalen Bedingungen als auch nach 

der Induktion der Autophagie zu einer reduzierten autophagischen Aktivität.  

 

3.2.2. Die Überexpression von RAB18 erhöht die autophagische Aktivität 

Der knockdown von RAB18 führte zu einer Reduktion der autophagischen Aktivität in der Zelle. Um 

den Einfluss von RAB18 auf die Autophagie zu bestätigen, wurde RAB18 überexprimiert und die 

Auswirkung der erhöhten Proteinspiegel auf die Autophagie untersucht.  
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Dafür wurde HA-getaggtes RAB18 in humanen Fibroblasten überexprimiert und die autophagische 

Aktivität im Vergleich zu der Leervektor transfizierten Kontrolle sowohl in Western Blot Analysen als 

auch in Immunfluoreszenzfärbungen untersucht. 

 

 

Abbildung 23: Die Überexpression von RAB18 führt zu einer Steigerung der autophagischen Aktivität in humanen 

Fibroblasten. A) Western Blot Analyse der Überexpression von RAB18-HA im Vergleich zur Leervektor (Vektor) transfizierten 

Kontrolle. Die Zellen wurden mit DMSO (-) oder Bafilomycin A1 (+) behandelt. 15 µg Gesamtprotein wurden in einem 12 % 

Bis-Tris-Gel aufgetrennt. Die Detektion der Proteine erfolgte mittels spezifischer Antikörper. Als Kontrolle für eine 

gleichmäßige Proteinbeladung wurde Tubulin verwendet. Die statistische Auswertung des autophagischen Fluxes wurde 

mittels Subtraktion der nach Bafilomycin A1 Behandlung erhaltenen LC3-II und SQSTM1 Bande und der DMSO behandelten 

LC3-II und SQSTM1 Kontrollbande ermittelt. ***p<0,001, n = 5, t-Test. B) Konfokale Aufnahmen von LC3 und SQSTM1 

Immunfluoreszenzfärbungen. Die Zellen wurden mit Rapamycin und Bafilomycin A1 behandelt. Zur Färbung der Zellkerne 

wurde DAPI verwendet. Maßstabsskala = 20 µm. (Feldmann et al. 2017) 

 

Interessanterweise führte die Überexpression von RAB18 dazu, dass der autophagischen Flux, im 

Vergleich zur Leervektor transfizierten Kontrolle, erhöht wurde und somit die autophagische Aktivität 

der Zelle, durch die Überexpression, gesteigert wurde (Abb. 23 A). Die angefertigten 

Immunfluoreszenzfärbungen bestätigten die erhöhte Autophagie nach Überexpression von RAB18, 

denn nach der Behandlung der Zellen mit Bafilomycin A1 traten mehr Autophagosomen in den RAB18 
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überexprimierten Zellen auf als in der Leervektor transfizierten Kontrolle (Abb. 23 B). Diese Ergebnisse 

bestätigten, dass RAB18, wie auch schon RAB3GAP1/2, ein positiver Modulator der Autophagie ist. 

 

Die Überexpression von RAB18 führte zu einer Erhöhung der autophagischen Aktivität was zeigte, 

dass RAB18 ein neuartiger positiver Modulator der Autophagie ist. 

 

3.2.3. RAB18 und RAB3GAP1/2 beeinflussen sich funktionell gegenseitig und regulieren die 

Autophagie 

Der knockdown und die Überexpression von RAB18 zeigten, dass die RAB GTPase, genau wie 

RAB3GAP1/2, ein positiver Modulator der Autophagie darstellt. Interessanterweise ist die RAB GTPase 

RAB3 nicht die downstream RAB GTPase für RAB3GAP1/2, die für die Modulation der Autophagie 

verantwortlich ist. Somit muss eine andere RAB GTPase der entscheidende downstream Faktor sein. 

Spannenderweise wurde vor kurzem gezeigt, dass der RAB3GAP-Komplex ein RAB GEF für RAB18 

darstellt und diese RAB GTPase reguliert (Gerondopoulos et al. 2014). Dies deutet darauf hin, dass 

RAB18 möglicherweise auch bei der Beeinflussung der Autophagie durch die RAB3GAPs reguliert wird 

und der downstream Faktor der RAB3GAPs sein könnte. Dieser Zusammenhang sollte im Weiteren 

aufgeklärt werden. 

Die funktionelle Interaktion von RAB GEF und RAB GTPase setzt eine direkte Protein-Protein-

Wechselwirkung voraus, allerdings konnte RAB18 in Co-IP-Studien mit RAB3GAP1 (Daten nicht gezeigt) 

und auch in der MS-basierten Interaktomanalyse von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 nicht eindeutig 

präzipitiert werden (Spang, Feldmann et al. 2014). Interessanterweise wurde aber auch durch 

Gerondopoulus (Gerondopoulos et al. 2014) keine direkte Interaktion gezeigt, sondern nur der 

funktionelle Zusammenhang von RAB3GAP1/2 und RAB18 sowie die Ko-Lokalisation am ER etabliert. 

Möglicherweise ist die RAB3GAP-vermittelte Interaktion als RAB GEF vergleichsweise kurzlebig und 

schwach und konnte deswegen nicht direkt gezeigt werden. 

Eine funktionelle Verbindung von RAB18 und RAB3GAP1/2 setzt aber ebenso die Ko-Lokalisation in der 

Zelle voraus und diese wurde im Folgenden untersucht.  

Hierfür wurden Immunfluoreszenzfärbungen angefertigt in denen RAB18 und RAB3GAP1 angefärbt 

wurden. Gleichzeitig wurde auch die Lokalisation von RAB18 am ER und am Golgi untersucht. Von 

diesen Organellen wurde bereits gezeigt, dass die RAB3GAPs dort vorliegen (Gerondopoulos et al. 

2014, Spang, Feldmann et al. 2014).  

In den konfokalen Aufnahmen war zuerkennen, dass RAB18 und der RAB3GAP-Komplex deutlich ko-

lokalisierten und das RAB18 wie zu erwarten war auch in humanen Fibroblasten am ER und Golgi 

lokalisiert werden konnte (Abb. 24).  
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Abbildung 24: RAB18 und RAB3GAP1 ko-lokalisieren in humanen Fibroblasten und RAB18 liegt verstärkt am ER und Golgi 
vor. Repräsentative konfokale Aufnahmen von RAB18-mCherry, RAB3GAP1-HA, CLIMP63 (ER) und GOLGA2 (Golgi). 
Maßstabsskala = 20 µm. (Feldmann et al. 2017) 

 

Nach der erfolgreichen Ko-Lokalisation von RAB18 und RAB3GAP1/2 wurde im Folgenden untersucht, 

ob eine funktionelle Abhängigkeit zwischen RAB18 und RAB3GAP1/2 bei der Beeinflussung der 

Autophagie existiert. Hierfür wurden RAB18 und die RAB3GAPs in humanen Fibroblasten in 

entgegengesetzter Weise überexprimiert bzw. herunterreguliert und im Anschluss die Auswirkung 

dieser Manipulation auf die autophagische Aktivität ermittelt. Dabei konnte beobachtet werden, dass 

die Erhöhung der autophagischen Aktivität, nach Überexpression von RAB18 oder der RAB3GAPs durch 

den gleichzeitigen knockdown des funktionellen Partners, verhindert wurde (Abb. 25). Dies zeigte, dass 

beide Proteine in einer funktionellen Beziehung zueinander stehen und deutet an, dass RAB18 die 

downstream RAB GTPase von RAB3GAP1/2 ist. Somit ist RAB18 scheinbar für die Modulation der 

Autophagie direkt verantwortlich und wird dabei über RAB3GAP1/2 positiv reguliert. 
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Abbildung 25: Bei der Beeinflussung der Autophagie sind RAB18 und der RAB3GAP-Komplex voneinander abhängig. 

Western Blot Analyse der Autophagie nach der gegenseitigen genetischen Manipulation von RAB18 und RAB3GAP1/2. Die 

Zellen wurden mit DMSO (-) und Bafilomycin A1 (+) behandelt. 15 µg Gesamtprotein wurden in einem 12 % Bis-Tris-Gel 

aufgetrennt. Die Detektion der Proteine erfolgte mittels spezifischer Antikörper. Als Kontrolle für eine gleichmäßige 

Proteinbeladung wurde Tubulin verwendet. Es wurde keine signifikante Veränderung festgestellt, n = 4, t-Test. 

 

RAB18 und RAB3GAP1 ko-lokalisierten in der Zelle und waren am ER und Golgi zu finden. Darüber 

hinaus regulierten sich RAB18 und die RAB3GAPs gegenseitig, was darauf hindeutet, dass der 

Einfluss von RAB3GAP1/2 auf die Autophagie über die RAB GTPase RAB18 vermittelt wird. 
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3.3. Beeinflussung der Autophagie durch TBC1D20 

Innerhalb dieser Arbeit konnten die RAB GTPase RAB18 und die beiden Untereinheiten des RAB3GAP-

Komplexes als neuartige positive Modulatoren der Autophagie charakterisiert werden. Loss-of-

function Mutationen in den Gene, die für RAB18 oder RAB3GAP1/2 codieren, führen zu dem fatalen 

WARBM Syndrom und interessanterweise trifft dies auch auf das RAB GAP TBC1D20 zu (Liegel et al. 

2013). Daher wurde im Weiteren der Einfluss von TBC1D20 auf den autophagischen Prozess 

untersucht. Hierbei wurden siRNA-vermittelte knockdown Experimente und Überexpressionsversuche 

durchgeführt und die autophagische Aktivität nach der genetischen Manipulation von TBC1D20 

analysiert.  

Während die nachfolgenden Daten gewonnen wurden, wurde durch die Arbeitsgruppe von D.J. 

Sidjanin eine funktionelle Verbindung von TBC1D20 mit der autophagosomalen Biogenese publiziert 

(Sidjanin et al. 2016), was einerseits schade war, in diesem Wettkampf unterlegen gewesen zu sein, 

andererseits eine unabhängige Bestätigung meiner Arbeit war. 

 

3.3.1. Das RAB GAP TBC1D20 ist ein positiver Modulator der Autophagie 

Zur Analyse des Einflusses von TBC1D20 auf die Autophagie wurden siRNA-vermittelte knockdown 

Versuche und Überexpressionsexperimente durchgeführt und der Einfluss der veränderten TBC1D20 

Proteinspiegel auf die autophagische Aktivität unter basalen Bedingungen und nach 

Autophagieinduktion in humanen Fibroblasten untersucht.  

Die siRNA-vermittelte Reduktion der TBC1D20 Proteinspiegel führte zu einer Abnahme des 

autophagischen Fluxes, im Vergleich zur nonsense transfizierten Kontrolle (Abb. 26 A). Auch nach 

Induktion der Autophagie wurde die autophagische Aktivität durch die Reduktion des TBC1D20-

Spiegels im Vergleich zu Kontrollzellen deutlich verringert (Abb. 26 B). Somit moduliert TBC1D20, wie 

auch schon RAB18 und RAB3GAP1/2 (Feldmann 2013, Diplomarbeit; Spang et al. 2014; Feldmann et 

al. 2017), die stetig ablaufende Autophagie unter basalen Bedingungen als auch nach Induktion. 
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Abbildung 26: Der knockdown von TBC1D20 führt zu einer Reduktion der autophagischen Aktivität in humanen 

Fibroblasten. A) Western Blot Analyse der Autophagie nach Herunterregulation von TBC1D20. Zellen wurden mit DMSO (-) 

und mit Bafilomycin A1 (+) behandelt. 15 µg Gesamtprotein wurden in einem 12 % Bis-Tris-Gel aufgetrennt. Die Detektion der 

Proteine erfolgte mittels spezifischer Antikörper. Als Kontrolle für eine gleichmäßige Proteinbeladung wurde Tubulin 

verwendet. Die statistische Auswertung des autophagischen Fluxes wurde mittels Subtraktion der nach Bafilomycin A1 

Behandlung erhaltenen LC3-II und SQSTM1 Bande und der Kontroll-DMSO behandelten LC3-II und SQSTM1 Bande ermittelt. 

**p<0,01, ***p<0,001, n = 4, t-Test. B) Wie A; Zusätzlich wurden die Zellen mit Rapamycin (+) und Bafilomycin A1 (+) 

behandelt. ***p<0,001, n = 4, t-Test. 

 

Nachdem beobachtet wurde, dass ein verringerter TBC1D20 Proteinspiegel die Autophagie reduziert, 

wurde TBC1D20 überexprimiert und die Auswirkungen erhöhter TBC1D20-Spiegel auf die 

autophagische Aktivität untersucht.  

Die Überexpression von HA-getaggtem TBC1D20 führte zu einer Erhöhung der autophagischen 

Aktivität (Abb. 27).  

 

 

Abbildung 27: Die Überexpression von TBC1D20 führt zu einer Steigerung der autophagischen Aktivität in humanen 

Fibroblasten. A) Western Blot Analyse der Autophagie nach Überexpression von TBC1D20-HA. Zellen wurden mit DMSO (-) 

und Bafilomycin A1 (+) behandelt. 15 µg Gesamtprotein wurden in einem 12 % Bis-Tris-Gel aufgetrennt. Die Detektion der 

Proteine erfolgte mittels spezifischer Antikörper. Als Kontrolle für eine gleichmäßige Proteinbeladung wurde Tubulin 

verwendet. Die statistische Auswertung des autophagischen Fluxes wurde mittels Subtraktion der nach Bafilomycin A1 

Behandlung erhaltenen LC3-II und SQSTM1 Bande und der DMSO behandelten LC3-II und SQSTM1 Bande ermittelt. **p<0,05, 

n = 5, t-Test. 
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TBC1D20 wurde als neuartiger positiver Modulator der Autophagie charakterisiert. Somit wurden 

alle bislang identifizierten WARBM-assoziierten Proteine mit der Modulation der Autophagie 

verbunden.  

 

 

3.4. RAB3GAP1/2 und RAB18 beeinflussen die Proteostase 

Das Proteom stellt die Gesamtheit aller in einer Zelle enthaltenen Proteine dar und ist sehr anfällig für 

Störungen. Die verstärkte Aggregation von Proteinen ist mit einer Vielzahl von Erkrankungen assoziiert 

und auch im Alter treten vermehrt Proteinaggregate auf (Hipp et al. 2014; Morawe et al. 2012; 

Morimoto und Cuervo 2014). Um diese Störungen zu vermeiden müssen eine permanente 

Qualitätskontrolle sowie ein Gleichgewicht zwischen der Neusynthese und dem Abbau von Proteinen 

in der Zelle bestehen. Das Gleichgewicht und die Qualitätskontrolle wird als Proteinhomöostase, kurz 

Proteostase, bezeichnet. 

In dieser Arbeit wurde gezeigt, das RAB18 und RAB3GAP1/2 positive Modulatoren der Autophagie 

sind. Dieser degradative Prozess ist ein wichtiger Bestandteil des Proteostasenetzwerks und für die 

Integrität des Proteoms von großer Bedeutung. Die Störung der Autophagie ist daher mit zahlreichen 

Proteinaggregationskrankheiten verbunden.  

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob RAB3GAP1/2 und die RAB GTPase RAB18 durch ihre 

Funktion als positiver Modulator der Autophagie auch einen Einfluss auf die Proteostase besitzen. 

 

3.4.1. Einfluss des RAB3GAP-Komplexes und RAB18 auf die Proteinhomöostase 

 

Um den Einfluss von RAB3GAP1/2 und RAB18 auf die Proteostase zu untersuchen, wurden Proteine 

mit einer erhöhten Aggregationstendenz in Zellen exprimiert und gleichzeitig beide Proteine mittels 

siRNA herunterreguliert. Dies fordert das Proteostasenetzwerk heraus und die Stärke der Aggregation 

gibt Auskunft über die Kapazität der Netzwerkkomponenten. Ein Protein, dass eine erhöhte 

Aggregationstendenz aufweist ist mutante SOD1 (Superoxiddismutase 1), die mit der 

neurodegenerativen amyotrophen Lateralsklerose assoziiert ist (Cao et al. 2008). Eine GFP-getaggte 

mutante Form von SOD1, SODG85R, wurde in HEK293 Zellen exprimiert und gleichzeitig wurden 

RAB3GAP1/2 herunterreguliert. Als Kontrolle dienten HEK293 Zellen, in die zusätzlich zur mutanten 

SOD1 nonsense siRNA tranfiziert wurde. Durch Auszählung der Aggregate in SOD1-positiven Zellen 

wurde beobachtet, dass der knockdown der RAB3GAPs im Vergleich zur nonsense transfizierten 
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Kontrolle vermehrt Aggregate verursachte (Abb. 28). Dies zeigt, dass die RAB3GAPs durch ihren 

Einfluss auf die Autophagie auch die zelluläre Proteostase beeinflussen. Somit hat ein verringerter 

RAB3GAP1/2 Proteinspiegel nicht nur eine reduzierte Autophagie zur Folge, sondern führt auch dazu, 

dass vermehrt potentiell schädliche Proteinaggragate in den Zellen akkumulieren. 

 

 

Abbildung 28: RAB3GAP1/2 beeinflusst die Proteinhomöostase der Zelle. HEK293 Zellen wurden mit SODG85R und den 

angegeben siRNAs transfiziert und die SOD-GFP-positiven Zellen mittels Immunfluoreszenzmikroskopie visualisiert. Für die 

statistische Auswertung wurden Zellen mit SOD1G85R Aggregaten in Relation zur Gesamtzahl der SOD1-GFP transfizierten 

Zellen aus drei unabhängigen Experimenten, ausgewertet. **p<0,01, n = 3, t-Test.    

 

Neben RAB3GAP1/2 konnte in dieser Arbeit auch RAB18 erstmals als ein positiver Modulator der 

Autophagie beschrieben werden. Daher soll im Folgenden der Einfluss von RAB18 auf die 

Proteinhomöostase untersucht werden. Hierfür wurde zytosolisches Prion Protein (cytoPrP) in 

humanen Zellen überexprimiert.  

Nach der Überexpression von cytoPrP wurde beobachtet, dass der Spiegel ubiquitinierter Proteine in 

den transfizierten Zellen erhöht war (Abb. 29). Dies zeigt, dass durch die Überexpression des Prion 

Proteins die Proteostase der Zelle gestört wurde und abzubauende Ubiquitin-markierte Proteine 

akkumulierten. Interessanterweise wurde unter diesen Bedingungen auch eine verstärkte Autophagie 

beobachtet und die Zelle reagierte wie erwartet auf den erhöhten proteotoxischen Stress mit einer 

Induktion des Abbauweges (Abb. 29).  

Die siRNA-vermittelte Verringerung der RAB18-Spiegel führte dazu, dass die Ubiquitinspiegel, im 

Vergleich zu nonsense transfizierten Zellen, schon in den Leervektor transfizierten Zellen erhöht 

wurden (Abb. 29). Dies demonstrierte, dass der Verlust von RAB18 und der damit verbundenen 

Reduktion der autophagischen Aktivität schon alleine die Proteostase der Zelle beeinträchtigte und 

vermehrt ubiquitinierte Proteine in der Zelle akkumulierten. Die gleichzeitige Überexpression des 

cytoPrP verstärkte diese Beobachtung noch zusätzlich und die Spiegel von ubiquitinierten Proteinen 

waren stark erhöht (Abb. 29). Dieser additive Effekt ist durch eine massive Störung der Proteostase bei 

gleichzeitig verringerter Autophagie zu erklären. Tatsächlich verhinderte der knockdown von RAB18 

die Prion Protein-vermittelte Induktion der Autophagie (Abb. 29). 
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Abbildung 29: Die RAB GTPase RAB18 besitzt einen Einfluss auf die Proteostase. Western Blot Analyse der Spiegel 

ubiquitinierter Proteine und der autophagischen Aktivität nach Prion Protein Überexpression und knockdown von RAB18. Die 

Zellen wurden mit DMSO (-) und Bafilomycin A1 (+) behandelt. 15 µg Gesamtprotein wurden in einem 12 % Bis-Tris-Gel 

aufgetrennt. Die Detektion der Proteine erfolgte mittels spezifischer Antikörper. Als Kontrolle für eine gleichmäßige 

Proteinbeladung wurde Tubulin verwendet. Die statistische Auswertung des autophagischen Fluxes wurde mittels 

Subtraktion der nach Bafilomycin A1 Behandlung erhaltenen LC3-II und SQSTM1 Bande und der DMSO behandelten LC3-II 

und SQSTM1 Bande ermittelt. **p<0,01, ***p<0,001, n = 4, t-Test. (Feldmann et al. 2017) 

 

Die Bedeutung von RAB18 für die zelluläre Proteostase wurde zusätzlich durch eine pharmakologische 

Behandlung mit Canavanin untersucht. Canavanin ist eine nicht-proteinogene Aminosäure und ist ein 

Analogon zur Aminosäure Arginin. Während der Translation wird Canavanin in Proteine eingebaut und 

verdrängt dabei Arginin vollständig, wenn es im Überschuss angeboten wird (Ishida et al. 2013). Im 

Unterschied zu Arginin weist Canavanin ein Sauerstoffatom in der Seitenkette auf, was eine Fehlfaltung 

der Proteine zur Folge hat.  

Die Behandlung mit Canavanin hatte tatsächlich zeitabhängig eine verstärkte Proteinfehlfaltung zur 

Folge, was durch die Akkumulation poly-ubiquitinierter Proteine deutlich wurde (Abb. 30).   

Der siRNA-vermittelte knockdown von RAB18 hatte wiederum auch schon ohne eine Behandlung mit 

Canavanin einen erhöhten Spiegel ubiquitinierter Proteine zur Folge, was demonstrierte, das die RAB 

GTPase für die Stabilität der Proteostase von Bedeutung ist. Die zusätzliche Behandlung mit Canavanin 

führte in den RAB18 knockdown Zellen zu einer weiteren Steigerung der Menge an ubiquitinierten 

Proteinen, was bestätigte, dass RAB18 das zelluläre Proteostasenetzwerk unterstützt und die 

Proteostase beeinflusst (Abb. 30). 
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Abbildung 30: Einfluss der RAB GTPase RAB18 auf die Proteostase. Western Blot Analyse der Spiegel poly-ubiquitinierter 

Proteine nach Behandlung mit Canavanin und knockdown von RAB18 in humanen Fibroblasten. Die Zellen wurden mit ddH2O 

als Kontrolle oder Canavin für die angegeben Zeit behandelt. 15 µg Gesamtprotein wurden in einem 12 % Bis-Tris-Gel 

aufgetrennt. Die Detektion der Proteine erfolgte mittels spezifischer Antikörper. Als Kontrolle für eine gleichmäßige 

Proteinbeladung wurde Tubulin verwendet. Die statistische Auswertung wurde durch Relation von Ubiquitin mit Tubulin 

ermittelt. *p<0,05, n = 3, t-Test. (Feldmann et al. 2017) 

 

Durch ihre Funktion als positive Modulatoren der Autophagie sind die RAB3GAPs und RAB18 wichtig 

für die Aufrechterhaltung der zellulären Proteinhomöostase. Ein Verlust der Proteine führte zu einer 

Akkumulation von ubiquitinierten Proteinen und Proteinaggregaten, welche auch mit der 

Entstehung von neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert sind.  

  



67 
Ergebnisse 

 

3.5. Das Warburg Mikro (WARBM) Syndrom und die Autophagie  

Loss-of-function Mutationen in den Proteinen RAB3GAP1, RAB3GAP2, RAB18 und TBC1D20 führen zu 

dem WARBM Syndrom, einer seltenen autosomal rezessiv vererbbaren Entwicklungsstörung. 

Patienten weisen unter anderem schwerwiegende Augenfehlbildungen, eine gestörte neurologische 

Entwicklung und mentale Retardation auf. Der genaue Mechanismus der Pathogenese, der für diesen 

schwerwiegenden Phänotyp verantwortlich ist, konnte bisher noch nicht identifiziert werden. 

Allerdings wurden alle Proteine, die bislang mit dem Syndrom verbunden wurden, als positive 

Modulatoren der Autophagie beschrieben (Feldmann 2013, Diplomarbeit; Spang, Feldmann et al. 

2014; Sidjanin et al. 2016; Feldmann et al. 2017). Somit sollte im Weiteren untersucht werden, ob die 

Autophagie in WARBM Patientenzellen verändert war. Die einzigen WARBM Zellen, die weltweit zur 

Verfügung stehen, sind humane Fibroblasten, die an der MRC Human Genetics Unit im Institute of 

Genetics and Molecular Medicine der Universität Edinburgh vorliegen und aus rechtlichen Gründen 

nicht weitergereicht werden dürfen. Aus diesem Grund wurden die nachfolgenden Daten, im Rhamen 

eines vierwöchigen Laboraufenthalts, im Institute of Genetics and Molecular Medicine, Edinburgh, 

gewonnen. 

 

3.5.1. Patientenzellen weisen keine veränderte Autophagie im Vergleich zu wildtypischen 

Kontrollzellen auf  

Die siRNA-vermittelte Herunterregulation und Überexpression von RAB3GAP1/2, RAB18 und TBC1D20 

charakterisierten diese Proteine als positive Modulatoren der Autophagie. Um zu untersuchen, ob die 

WARBM Syndrom assoziierten Mutationen die Autophagie beeinflussen, wurde analysiert, ob die 

autophagische Aktivität in Patientenzellen verändert ist. Dafür wurden drei Patientenzelllinien 

verwendet: RAB18(pLeu24Gln), TBC1D20(pGln98*) und RAB3GAP1(c.649 2A>G) 

In den Patientenzellen war zu beobachten, dass die entsprechenden Proteinspiegel der mutanten 

Proteine deutlich verringert waren (Abb. 31 B). Interessanterweise war in der RAB3GAP1 

Patientenzelllinie zudem zu beobachten, dass neben RAB3GAP1 auch die RAB3GAP2 Proteinspiegel 

reduziert waren, was die funktionelle Abhängigkeit dieser beiden Proteine verdeutlicht (Abb. 31 B). 

Zudem lagen sowohl in der TBC1D20 Patientenzelllinie als auch in der RAB3GAP1 Zelllinie erhöhte 

RAB18 Proteinspiegel vor (Abb. 31 B), was bereits durch Mark Handley publiziert wurde (Handley et al. 

2015).  

Interessanterweise wurde bei der Analyse der autophagischen Aktivität in den Patientenzellen, im 

Vergleich zu den wildtypischen Kontrollzellen, kein Unterschied festgestellt (Abb. 31 A). Der 

autophagische Flux von LC3-II war unverändert. Somit scheint der permanente Funktionsverlust der 
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Proteine, anders als der kurzfristige Verlust während der transienten Transfektion, keinen 

erkennbaren Einfluss auf die Autophagie zu haben.  

 

 

Abbildung 31: Analyse der autophagischen Aktivität in Warburg-Mikro-Syndrom Patientenzelllinien. A) Western Blot 

Analyse der Autophagie der mutanten Patientenzelllinien im Vergleich zu wildtypischen Zellen. Die Fibroblasten wurden mit 

DMSO (-) oder mit Bafilomycin A1 (+) behandelt. 15 µg Gesamtprotein wurden in einem 4 - 12 % NuPAGE Gradientengel 

aufgetrennt. Die Detektion der Proteine erfolgte mittels spezifischer Antikörper. Als Kontrolle für eine gleichmäßige 

Proteinbeladung wurde Tubulin verwendet. Die statistische Auswertung des autophagischen Fluxes wurde mittels 

Subtraktion der nach Bafilomycin A1 Behandlung erhaltenen LC3-II Bande und der DMSO behandelten LC3-II ermittelt. n = 5, 

t-Test. B) Statistische Auswertung der Proteinspiegel von RAB18, TBC1D20, RAB3GAP1 und RAB3GAP2 in den 

Patientenzelllinien. *p<0,05, ***p<0,001, n = 5, t-Test. 

 

Zusätzlich zu der Analyse der autophagischen Aktivität mittels Western Blot wurden 

Immunfluoreszenzfärbungen der Patientenzelllinien angefertigt um den Einfluss der Mutationen auf 

die Autophagie zu untersuchen.  
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Wie bereits in den Western Blot Analysen zeigte sich kein Unterschied in der autophagischen Aktivität 

zwischen den drei Mutanten Patientenzelllinien, im Vergleich zur wildtypischen Kontrolle (Abb. 32). 

Die Zahl der detektierten Autophagosomen war unter basalen Bedingungen wie auch nach Bafilomycin 

A1 Behandlung gleich. Dies bestätigt, dass die Autophagie in den Patientenzellen, durch den 

Funktionsverlust der Proteine nicht beeinträchtigt beeinflusst wurde.  

 

 

Abbildung 32: Konfokale Aufnahmen von Autophagosomen in Warburg-Mikro-Syndrom Patientenzelllinien. Die Zellen 
wurden mit DMSO und mit Bafilomycin A1 behandelt. Zur Färbung der Zellkerne wurde DAPI verwendet. 
Maßstabsskala = 50 µm. 

 

3.5.2. Patientenzelle weisen eine veränderte Genexpression von Autophagie-relevanten Genen auf 

Im Gegensatz zu der transienten genetischen Manipulation von RAB3GAP1/2, RAB18 und TBC1D20 

wiesen die untersuchten WARBM Syndrom Patientenzellen keine veränderte autophagische Aktivität 

auf. Dies lässt den Schluss zu, dass der dauerhafte Verlust der Funktion von RAB3GAP1/2, RAB18 und 

TBC1D20 durch die Zelle kompensiert werden kann. Um Aufschluss über mögliche Anpassungen des 

Autophagienetzwerkes in den Patientenfibroblasten zu erhalten, wurde untersucht, ob Autophagie-

relevante Gene eine veränderte Expression zeigen. Für diese Analyse wurde die Human Autophagy 

Primer Library von Biomol verwendet, die mit 88 Primern für Autophagie-relevante Gene und 8 

Primern für Referenzgene versehen ist (siehe Anhang unter 8.2). Es zeigte sich, dass die meisten Gene 

keine Veränderung in ihrer Expression aufwiesen (Abb. 33). Allerdings konnte beobachtet werden, 

dass einige interessante Gene hochreguliert wurden, die den Verlust der WARBM-assoziierten 

Proteine erklären könnte (Abb. 34).  



70 
Ergebnisse 

 

 

 
 

Abbildung 33: Analyse der relativen Expression Autophagie-relevanter Gene in WARBM Patientenzellen. Die relative 

Veränderung der Genexpressionen unterschiedlicher Gene wurde mittels Real Time PCR im Vergleich zur wildtypischen 

Kontrolle analysiert. Die Analyse wurde in drei unabhängigen Versuchen durchgeführt. Alle Gene, welche sich ober bzw. 

unterhalb der roten Linien befinden, die eine 1,5-fache Regulation definieren wurden verstärkt bzw. vermindert exprimiert. 

n = 3 

 

 
 

Abbildung 34: Zusammenfassung der regulierten Gene der WARBM Patientenfibroblasten. 

 

Die Untersuchung der zellulären autophagischen Aktivität in Patientenzelllinien des WARBM 

Syndroms zeigte, dass die Autophaige durch die Loss-of-function Mutationen in RAB3GAP1, RAB18 

und TBC1D20 nicht beeinflusst wurde. Eine mögliche Erklärung hierfür wäre eine funktionelle 

Kompensation durch eine veränderte Expression von Autophagie-relevanten Genen, die durch die 

Analyse der Human Autophagy Primer Library aufgezeigt wurde. 
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3.6. HeLa knockout (KO) Zellen als Modellsystem für das WARBM Syndrom 

Die WARBM Syndrom Patientenfibroblasten zeigten trotz des Funktionsverlusts von RAB3GAP1, RAB18 

oder TBC1D20 keine sichtbare Veränderung der autophagischen Aktivität. Natürlich sollte diese 

interessante Erkenntnis weiter vertieft werden und insbesondere die Idee der funktionellen 

Kompensation weiter verfolgt werden, aber wie dargestellt, stehen die WARBM Syndrom Zellen nicht 

außerhalb Edinburghs zur Verfügung. Aus diesem Grund wurde unter Verwendung des CRISPR/Cas9 

Systems stabile HeLa knockout (KO) Linien für RAB3GAP1 und RAB18 hergestellt. Die verwendeten 

HeLa TBC1D20 KO Zellen wurden von Dr. Mark Handley, Edinbugh, zur Verfügung gestellt . 

 

3.6.1. HeLa KO Zellen ähneln den Patientenzellen des Warburg Mikro Syndroms  

Da das WARBM Syndrom auf loss-of-function Mutationen beruht wurden HeLa KO Zellen für 

RAB3GAP1, RAB18 und TBC1D20 generiert, die als Modelsystem für detailierte Untersuchung zellulärer 

Veränderungen dienen sollten. Der erfolgreiche KO in den Zellen wurde mittels Western Blot Analyse 

bestätigt (Abb. 35). Dabei wurde zusätzlich festgestellt, dass die Proteinspiegel von RAB18 in den 

TBC1D20 KO Linien erhöht waren (Abb. 35). Diese Beobachtung wurde auch bei der Untersuchung der 

Pateintenzelllinien gemacht und durch Handley et al. publiziert (Handley et al. 2015). Zudem zeigte 

sich eine Verringerung der RAB3GAP2 Proteinspiegel in den RAB3GAP1 KO Zellen, was ebenfalls in 

Patientenzellen mit einer RAB3GAP1 Mutation beobachtet werden konnte und die funktionelle 

Verbindung beider Proteine im heterodimeren Komplex zeigt. 

 

 

Abbildung 35: Herstellung von HeLa knockout Zellen mittels CRISPR/CAS9 System. Repräsentativer Western Blot des 

knockouts der HeLa Zellen für RAB3GAP1, TBC1D20 und RAB18. 
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Im Weiteren sollten die KO Zelllinien als funktionelles WARBM Syndrom Modellzellsystem 

charakterisiert werden. Der bisher einzig beschriebende zelluläre Phänotyp in WARBM Syndrom Zellen 

betrifft die LDs. Diese Lipidspeicherorganellen treten in den Patientenfibroblasten vergrößert auf, was 

auch in einem WARBM Syndrom Mausmodel (blind-sterile mouse) beschrieben wurde (Liegel et al. 

2013; Park et al. 2014). Daher wurden die LDs der KO Zelllinien untersuch und mit dem 

floureszierenden Lipidmarker BODIPY 493/503 angefärbt. Interessanterweise wurden in der 

Fluoreszenzmikroskopie vergrößerte LDs in allen drei KO Zelllinien im Vergleich zum Wildtyp 

beobachtet (Abb. 36). Somit wiesen die KO Linien eine Veränderung auf, die für das WARBM Syndrom 

typische ist.  

 

 

Abbildung 36: Die Lipidtröpfchen in HeLa KO-Zellen sind vergrößert. Repräsentative konfokale Aufnahmen von 

Lipidtröpfchen in HeLa KO Zellen für RAB3GAP1, RAB18 und TBC1D20 im Vergleich zur wildtypischen Kontrolle. Die 

Lipidtröpfchen der Zellen wurden mit dem Lipidmarker BODIPY 493/503 angefärbt. Zur Färbung der Zellkerne wurde DAPI 

verwendet. Maßstabsskala = 50 µm. 

 

Die durch das CRISPR/Cas9 System generierten HeLa KO Zellen für RAB3GAP1, RAB18 und TBC1D20 

zeigten mit vergrößerten LDs den einzigen bislang beschriebenen zellulären Phänotyp. Dies deutet 

daraufhin, dass sie ein sinnvolles zelluläres WARBM Syndrom Krankheitsmodell darstellen.  
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3.6.2. Analyse der Autophagie in HeLa KO Zellen  

Der transiente knockdown oder die transiente Überexpression von RAB3GAP1/2, RAB18 und TBC1D20 

zeigte, dass diese Proteine die Autophagie beeinflussen. Interessanterweise konnte diese Funktion in 

den WARBM Syndrom Patientenfibroblasten, in denen ein permanenter Funktionsverlust dieser 

Proteine vorliegt, nicht nachgewiesen werden. Die autophagische Aktivität war im Vergleich zu 

wildtypischen Fibroblasten unverändert und zeigte nicht die erwartete Verringerung. 

Daher sollte im Weiteren die autophagische Aktivität in den HeLa KO Zellen untersucht werden, um 

abzugleichen, ob sie auch dort unverändert ist bzw. zu untersuchen, ob dieser Effekt auch nach der 

Induktion der Autophagie vorliegt. 

Interessanterweise wurde, ähnlich wie in den loss-of-function Patientenzelllinien, bei der 

Untersuchung des Fluxes von LC3-II unter basalen Bedingungen kein Unterschied zwischen den KO 

Zelllinien und der wildtypischen Kontrolle festgestellt (Abb. 37). Die Autophagie war also auch in den 

permanent KO Linien unverändert, was den Erkenntnissen aus den Patientenfibroblasten entspricht.  

Zusätzlich wurde die autophagische Aktivität auch nach Induktion der Autophagie analysiert, um zu 

untersuchen, ob der KO von RAB3GAP1, RAB18 und TBC1D20 auf einen verstärkten autophagischen 

Flux auswirkt. Hierfür wurden die Zellen in ein Hungermedium überführt, was zu einer raschen 

Autophagieinduktion führte (Abb. 37).  

Unter diesen Bedingungen wurde beobachtet, dass in den drei KO Zelllinien im Vergleich zur 

wildtypischen Kontrolle keine Induktion der Autophagie auftrat und die autophagische Aktivität stark 

verringert war (Abb. 37). Dieses Ergebnis wurde auch nach Behandlung mit Rapamycin, eine weitere 

Methode zur Induktion der Autophagie, beobachtet (Daten nicht aufgeführt). Die Autophagie in den 

KO Zellen ist somit nicht induzierbar.  
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Abbildung 37: Analyse der autophagischen Aktivität in HeLa KO Zellen unter basalen Bedingungen und nach Induktion der 

Autophagie mittels Starvation. Western Blot Analyse der Autophagie nach dem KO von RAB18, TBC1D20 und RAB3GAP1 im 

Vergleich zur wildtypischen Kontrolle. Die Zellen wurden in Hungermedium (EBSS) überführt gleichzeitig mit DMSO oder 

Bafilomycin A1 (+) behandelt. 15 µg Gesamtprotein wurden in einem 12 % Bis-Tris-Gel aufgetrennt. Die Detektion der Proteine 

erfolgte mittels spezifischer Antikörper. Als Kontrolle für eine gleichmäßige Proteinbeladung wurde Tubulin verwendet. Die 

statistische Auswertung des autophagischen Fluxes wurde mittels Subtraktion der nach Bafilomycin A1 Behandlung 

erhaltenen LC3-II Bande und der DMSO behandelten LC3-II Bande ermittelt. *p<0,5, **p<0,01, n = 4, t-Test. 

 

3.6.3.  KO Zellen zeigen eine veränderte Expression von Autophagie-relevanten Genen  

Die Analyse der RAB3GAP1, RAB18 und TBC1D20 KO Zellen demonstrierte, dass sie identische 

Eigenschaften wie WARBM Syndrom Patientenfibroblasten aufwiesen. Die Analyse der 

autophagischen Aktivität zeigte, dass der autophagische Flux in den HeLa KO Zellen unter basalen 

Bedingungen unverändert war. Erst die Induktion der Autophagie bewirkte einen reduzierten 

autophagischen Flux in den KO Zellen, sodass sich unter diesen Bedingungen einer erhöhten 

Autophagie der Verlust von RAB3GAP1, RAB18 und TBC1D20 auswirkte. Dies deutet daraufhin, dass 

der Verlust der WARBM-assoziierten Proteine unter basalen Bedingungen kompensiert werden kann, 

wodurch die autophagische Aktivität unverändert bleibt. Aufgrund dieser Überlegungen sollte, wie 
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auch schon in den WARBM Syndrom Patientenfibroblasten, untersucht werden, ob wichtige 

Komponenten des Autophagienetzwerks oder von vesikulären Transportsystemen reguliert sind und 

dadurch der KO von RAB3GAP1und RAB18 unter basalen Bedingungen kompensiert werden kann.  

Für diese Untersuchungen wurde ein qPCR Autophagy Array erstellt, in dem 53 Primer für die 

wichtigsten Autophagie-relevanten Proteine, Proteine des vesikulären Transportes und die WARBM-

assoziierten Proteine vorlagen (siehe Anhang unter 8.3 und 8.4). Die Ergebnisse dieser qPCR Analyse 

sind in Abb. 32 und Abb. 33 dargestellt. Interessanterweise zeigten sich einige regulierte Gene in den 

KO Zellen, die den Verlust der Proteine kompensieren könnten.  

 

 

Abbildung 38: qPCR Analyse Autophagie-relevanter Gene in RAB18 und RAB3GAP1 HeLa KO Zellen. Die relative 

Veränderung der Genexpressionen unterschiedlicher Gene wurde mittels Real Time PCR im Vergleich zur wildtypischen 

Kontrolle analysiert. Die Analyse wurde in drei (RAB18) bzw. zwei (RAB3GAP1) unabhängigen Versuchen durchgeführt. Alle 

Gene, welche sich ober bzw. unterhalb der roten Linien befinden, die eine 1,5-fache Regulation definieren wurden verstärkt 

bzw. vermindert exprimiert  

 

 

Abbildung 39:  Zusammenfassung der regulierten Gene der KO Zelllinien. 
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Wie in den WARBM Patientenzellen zeigten die RAB3GAP1, RAB18 und TBC1D20 KO Zelllinien keine 

Veränderung der Autophagie unter basalen Bedingungen. Interessanterweise konnte die 

Autophagie in den KO Zellen allerdings nicht mehr induziert werden und die autophagische Aktivität 

brach unter induktiven Bedingungen ein. Dies deutet auf einen kompensatorischen Mechanismus 

hin, der bewirkt, dass die Autophagie in den KO Zellen unter basalen Bedingungen praktisch 

unverändert abläuft. Interessanterweise war in den KO Zelllinien die Expression zahlreicher Gene 

reguliert, deren Proteine an der Bildung von Autophagosomen funktionell beteiligt sind. Dies könnte 

Teil der zellulären Kompensation sein.  

 

3.6.4. Die Mobilisierung von Fettsäuren aus LDs ist in den HeLa KO Zelllinien verringert 

LDs besitzen für den Lipidmetabolismus sowie für die Energieversorgung der Zelle eine wichtige 

Funktion. Darüber hinaus sind sie auch für die Biogenese von Membranen entscheidend (Guo et al. 

2009). 

In den HeLa KO Zellen wurde beobachtet, dass nicht nur die Größe der LDs im Vergleich zu 

wildtypischen Zellen verändert war, sondern dass sie auch eine veränderte Lokalisation aufwiesen und 

hauptsächlich perinukleär akkumulierten (Abb. 40). 

Um diese Lokalisation am Zellkern genauer zu charakterisieren, wurden LDs und gleichzeitig das ER 

angefärbt und mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Dabei wurde deutlich, dass die 

großen LDs, die in hoher Zahl in den KO Zelllinien auftreten, eng mit dem ER assoziiert waren. 
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Abbildung 40: Lokalisation von Lipidtröpfchen in den HeLa KO Zellen. Repräsentative konfokale Aufnahme von 

Lipidtröpfchen und deren Lokalisation am ER. Die Lipidtröpfchen wurden mit dem Lipidmarker BODIPY 493/503 angefärbt 

und das ER mittels Antikörperfärbung (CLIMP63). Zur Färbung der Zellkerne wurde DAPI verwendet. Maßstabsskala = 20 µm. 

 

Es ist bekannt, dass sowohl die Biogenese als auch die Lipolyse der LDs am ER stattfindet (Martin und 

Parton 2006). Interessanterweise besitzt RAB18 eine Funktion für die Lipolyse am ER. Als tethering 

Protein stellt es die Verbindung zwischen ER und LDs her und reguliert so das „Entladen“ der 

Lipidtröpfchen am ER (Ozeki et al. 2005, Martin et al. 2005). Somit erklärt ein Verlust von RAB18, dass 

vergrößerte LDs am ER akkumulierten und durch ein Fehlen von RAB18 nicht mehr abgebaut werden 

konnten. Auch der Verlust von RAB3GAP1, einem RAB GEF für RAB18, führte dazu, dass die Funktion 

von RAB18 gestört wurde und so LDs nicht mehr abgebaut werden konnten und am ER akkumulierten. 

Derselbe Phänotyp wurde auch für die TBC1D20 KO Zellen beobachtet, allerdings konnte bisher noch 

keine funktionelle Beziehung von TBC1D20 zu RAB18 beschreiben werden. 
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Um zu untersuchen, ob die Mobilisierung von Fettsäuren aus den vergrößerten LDs in den KO Zelllinien 

tatsächlich gestört ist, wurden die Zellen in ein Hungermedium überführt welches weder Glucose, 

Aminosäuren oder Serum enthielt und die Migration bzw. der Gesamtspiegel der LDs im Vergleich zu 

Wildtypzellen untersucht.  

In wildtypischen Zellen wurde beobachtet, dass durch die Nahrungsdepletion die LDs zeitabhängig zum 

ER wanderten. Nach 6 Stunden konnte zusätzlich beobachtet werden, dass der Gesamtspiegel an LDs 

deutlich reduziert zu sein schien (Abb. 41 A). Somit konnte durch den Nahrungsmangel der Zellen eine 

Mobilisation von Fettsäuren aus den Lipidtröpfchen beobachtet werden. In den untersuchten RAB18 

KO Zellen lagen die LDs dagegen schon unter Kontrollbedingungen (0 h) am ER vor und zeigten weder 

in der Lokalisation noch in der Gesamtzahl einen Effekt durch das Hungermedium (Abb. 41 B). Somit 

führt der Verlust von RAB18 dazu, dass LDs nicht oder nur sehr gering über das ER „entladen“ werden 

können. Der Lipidhaushalt der KO Zellen ist somit gestört.  

 

 

Abbildung 41: Repräsentative konfokale Aufnahme der Lokalisation von Lipidtröpfchen. HeLa Zellen wurden mit EBSS 

Medium für die angegebene Zeit behandelt. Das ER wurde mit CLIMP63 angefärbt und für die Färbung der Lipidtröpfchen 

wurde der Lipidmarker BODIPY 493/503 verwendet. Zur Färbung der Zellkerne wurde DAPI verwendet. Maßstabsskala = 

20 µm. 
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 Diskussion 

Die in dieser Arbeit untersuchten Proteine RAB18, RAB3GAP1/2 und TBC1D20 sind wichtige 

Komponenten des zellulären Vesikeltransports und der Lipidhomöostase. Interessanterweise führen 

loss-of-function Mutationen zu dem WARBM Syndrom, einer schwerwiegenden Entwicklungsstörung 

mit ausgeprägter Neuropathologie (Handley et al. 2013; Liegel et al. 2013). Ein zellulärer Mechanismus, 

der gemeinsam durch die WARBM-assoziierten Proteine gelenkt wird und möglicherweise für die 

Pathogenese verantwortlich ist, konnte bisher nicht identifiziert werden. Die nun in dieser Arbeit 

gezeigte Assoziation von RAB18, RAB3GAP1/2 und TBC1D20 mit der Autophagie ordnet den Proteinen 

eine neue zelluläre Funktion zu. Neben der Verbindung mit der Autophagie wurde zudem gezeigt, dass 

die Proteine für die Erhaltung der zellulären Proteostase wichtig sind und die Integrität des Proteoms 

beeinflussen.  

 

4.1. RAB18, RAB3GAP1/2 und TBC1D20 sind positive Modulatoren der Autophagie und 

beeinflussen die Synthese von Autophagosomen 

Die Autophagie ist ein hoch-konservierter eukaryotischer Prozess, der dem Abbau zytoplasmatischer 

Bestandteile wie Proteinen und Organellen dient (Mizushima und Komatsu 2011). Für das zelluläre 

Überleben ist die Autophagie von großer Bedeutung und eine Störung ist mit einer Vielzahl von 

Krankheiten assoziiert (Levine und Kroemer 2008; Kroemer 2015).  

In dieser Arbeit wurden die RAB GTPase RAB18, RAB3GAP1/2 und das RAB GAP TBC1D20 als neue 

Faktoren der Autophagie beschrieben. Der transiente knockdown der Proteine führte zu einer 

Verminderung des zellulären autophagischen Fluxes, wohingegen die Überexpression der Proteine die 

autophagische Aktivität steigerte. Dies demonstriert, dass RAB18, RAB3GAP1/2 und TBC1D20 positive 

Modulatoren der Autophagie darstellen und ihre Aktivität den Abbau von Zellmaterial fördert, 

wodurch sie auch die zelluläre Proteostase beeinflussen. Die Modulation der Autophagie wurde 

sowohl unter basalen Bedingungen als auch nach Induktion beobachtet, was verdeutlicht, dass RAB18, 

RAB3GAP1/2 und TBC1D20 von großer Bedeutung für den effizienten Ablauf der Autophagie sind. 

Tatsächlich wurden zahlreiche Proteine, die nicht direkt die Autophagie beeinflussen, erst nach 

Induktion als Modulatoren des Prozesses identifiziert (McKnight et al. 2012; Popovic et al. 2012). 

Durch die Untersuchung der autophagischen Aktivität, der Gesamtzahl an Autophagosomen und prä-

autophagosomalen Strukturen wurde gezeigt, dass sich die Reduktion der Autophagie nach knockdown 

von RAB18, RAB3GAP1/2 und TBC1D20 durch die verringerte Synthese von autophagischen Vesikeln 

erklären lässt (Abb. 42). Insbesondere für RAB3GAP1/2 wurde demonstriert, dass die Proteine die 
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Elongation der Phagophore beeinflussen und diesen Vorgang modulieren. So konnte durch die siRNA-

vermittelte Reduktion der RAB3GAP-Spiegel beobachtet werden, dass ATG5-positive prä-

autophagosomale Strukturen (Phagophoren) in den Zellen akkumulieren, die nicht zu 

Autophagosomen reifen (Abb. 42).  

 

 

Abbildung 42: Der Verlust von RAB18, RAB3GAP1/2 und TBC1D20 führt zu einer verringerten Synthese von 

Autophagosomen.  

 

Die Autophagie kann als ein Vesikeltransportsystem verstanden werden, da vesikuläre 

Autophagosomen gebildet und kontrolliert zu Lysosomen transportiert werden. RAB GTPasen und RAB 

GAPs bzw. RAB GEFs sind entscheidende Faktoren, die den Transport von Vesikeln regulieren und 

koordinieren und dabei einen effizienten Ablauf garantieren (Frasa et al. 2012; Cherfils und Zeghouf 

2013). Im Zusammenhang mit der Autophagie wurden RAB GTPasen und RAB GAPs mit der Synthese 

von Autophagosomen, dem Transport der Autophagosomen und der Fusion mit Lysosomen assoziiert 

(Szatmári und Sass 2014; Kern et al. 2015). RAB GTPasen fungieren nach einem zyklischen Prinzip und 

sind von der Hydrolyse von GTP abhängig (Cherfils und Zeghouf 2013; Novick 2016). Da die 

Hydrolyseaktivität der RAB GTPasen selbst sehr gering ist, wird dieser Prozess durch RAB GAPs 

beschleunigt (Cherfils und Zeghouf 2013). Interessanterweise wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die 

Modulation der Autophagie durch RAB18 von RAB3GAP1/2 abhängig ist und andersherum, dass RAB18 

notwendig für den Effekt der RAB3GAPs auf die Autophagie ist. Dies legt nahe, dass RAB3GAP1/2 in 

diesem Prozess als Regulatoren von RAB18 wirken.  

Durch knockdown Studien von RAB3 wurde gezeigt, dass diese für den RAB3GAP-Komplex 

namensgebende RAB GTPase keinen Einfluss auf die Autophagie hat und somit für die 

Autophagiemodulation durch die RAB3GAPs keine Bedeutung besitzt. Interessanterweise wurde aber 
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auch gezeigt, dass eine GAP-inaktive Mutante von RAB3GAP1, RAB3GAP1(R728A), ihren Einfluss auf 

die Autophagie verliert. Somit scheint die GAP-Aktivität von RAB3GAP1 für die Modulation der 

Autophagie entscheidend zu sein. Durch die Arbeitsgruppe von Francis Barr wurden die RAB3GAPs 

kürzlich als RAB GEFs von RAB18 charakterisiert (Gerondopoulos et al. 2014). RAB GEFs sind 

Regulatoren der RAB GTPasen, die den Austausch von GDP zu GTP katalysieren und damit RAB GTPasen 

aktivieren. In dieser Arbeit wurde eine funktionelle Verbindung von RAB18 und RAB3GAP1/2 bei der 

Beeinflussung der Autophagie identifiziert und gezeigt, dass diese stimulierend war. Daher ist 

anzunehmen, dass die RAB3GAPs als RAB GEFs auf RAB18 wirken und die Modulation der Autophagie 

durch die RAB GTPase vermitteln. Bis heute wurde, neben der klar definierten GAP-Domäne in 

RAB3GAP1, allerdings keine GEF-Domäne identifiziert. Durch die Untersuchung der GAP-inaktiven 

Mutante wurde aber deutlich, dass auch die GEF-Aktivität von dieser Region abhängig sein muss. 

Der RAB3GAP-Komplex ist sehr untypisch, denn er besitzt als einziges bekanntes RAB GAP keine GAP-

spezifische TBC-Domäne (Clabecq et al. 2000). Darüber hinaus besteht der Komplex als einziges RAB 

GAP aus zwei Untereinheiten, RAB3GAP1 und RAB3GAP2, die insgesamt die beachtliche Masse von 

280 kDa aufweisen. Aufgrund dieser Besonderheiten scheint es möglich, dass der RAB3GAP-Komplex 

tatsächlich sowohl eine RAB GAP als auch eine RAB GEF Funktion besitzt. Es wurde gezeigt, dass für die 

RAB GEF Funktion des RAB3GAP-Komplexes beide Untereinheiten in Frage kommen (Gerondopoulos 

et al. 2014), wohingegen die RAB GAP Aktivität allein in RAB3GAP1 zu finden ist (Clabecq et al. 2000). 

Dies eröffnet die Möglichkeit, dass sich die GEF-Domäne über beide Untereinheiten erstreckt. Ihre 

exakte Identifikation ist Bestandteil zukünftiger Untersuchungen. 

Durch die Charakterisierung von RAB18, RAB3GAP1/2 und TBC1D20 als positive Modulatoren der 

Autophagie stellt sich die Frage, an welcher Stelle und auf welche Weise die Proteine die Autophagie 

beeinflussen. Die Autophagie ist ein komplexer und dynamischer Prozess, weshalb es für die Zelle eine 

große Herausforderung darstellt, unter wechselnden und im Extremfall induktiven Bedingungen 

genügend Lipide und Membranen für die Synthese von Autophagosomen zur Verfügung zu stellen 

ohne dabei andere Vesikeltransportsysteme zu beeinflussen. Der genaue Ursprung der Lipide für die 

autophagosomale Biogenese ist nicht eindeutig geklärt, aber für das ER, den Golgi, Mitochondrien, die 

Plasmamembran und auch LDs wurde beschrieben, dass sie potentielle Membran- und Lipidquellen 

darstellen (Hailey et al. 2010; Ravikumar et al. 2010; Tooze und Yoshimori 2010; Yen et al. 2010; 

Dupont et al. 2014). Zudem wurde gezeigt, dass die Membranquellen in einer hierarchischen Kaskade 

je nach Bedingungen variieren und unterschiedliche Organellen als Quelle für die Bildung der 

Autophagosomen dienen können (Puri et al. 2013). Allerdings wurden bisher noch keine Proteine in 

der autophagosomalen Membran gefunden, die auf bestimmte Kompartimente hindeuten (McEwan 

und Dikic 2010). Die Autophagosomen könnten also auch de novo am ER gebildet werden. Hierbei 

sollen vor allem LDs eine große Rolle spielen, die Fettsäuren für die Membransynthese zur Verfügung 



82 
Diskussion 

 

stellen. So wurde gezeigt, dass LDs für die Synthese von Autophagosomen wichtig sind und durch ein 

Fehlen dieser der Abbau über die Autophagie gestört wird (Dupont et al. 2014; Deretic 2015; Shpilka 

und Elazar 2015). Shpilka et al. demonstrierten, dass der Kontakt zwischen LDs und ER essentiell für 

die effiziente Synthese von Autophagosomen ist und identifizierten Lipasen, welche die Mobilisierung 

von Neutralfetten aus LDs in das ER unterstützen (Shpilka et al. 2015). Auch in Säugerzellen konnte 

dieser Mechanismus der Lipidbereitstellung gezeigt werden. Hierbei wurde die Phospholipase PNPLA5 

(patatin like phospholipase domain containing 5) entdeckt und ihre Bedeutung für die Elongation der 

Phagophore beschrieben (Dupont et al. 2014).  

Fettsäuren werden aus LDs mobilisiert und im ER in Lipide umgewandelt, die dann für die Elongation 

der Phagophore zur Verfügung stehen (Girardi et al. 2011). Interessanterweise ist RAB18 funktionell 

eng mit dem Metabolismus von LDs assoziiert und stellt ein Bindeglied zwischen den 

Lipidspeicherorganellen und dem ER dar (Martin et al. 2005; Ozeki et al. 2005; Pulido et al. 2011). In 

dieser Arbeit wurden auch RAB3GAP1/2 an LDs lokalisiert und ko-lokalisierten dort mit Proteinen der 

Atg8 Familie. Daher vermuten wir einen funktionellen Zusammenhang zwischen der 

Autophagiemodulation durch RAB18, RAB3GAP1/2 und den LDs. Dieser Zusammenhang wird durch die 

Beobachtung unterstützt, dass der bislang einzig beschriebene zelluläre Phänotyp von WARBM 

Patientenfibroblasten vergrößerte LDs sind (Liegel et al. 2013). Dieser auffällige Phänotyp wurde auch 

in dem für diese Arbeit generierten zellulären Krankheitsmodell, den HeLa KO Zellen gezeigt. In diesen 

Zellen lagen ebenfalls vergrößerte LDs vor, die am ER akkumulierten (Abb. 43). 

 

  

Abbildung 43: Schematische Darstellung der Lipidtröpfchen einer WARBM Zelle bzw. HeLa KO Zelle im Vergleich zu einer 

wildtypischen Zelle.  

 

Wir vermuten, dass durch den Funktionsverlust bzw. KO von RAB18 die Mobilisierung von Fettsäuren 

aus den LDs gestört ist und diese deswegen vergrößert am ER akkumulieren.  
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Die Kontaktstelle zwischen LDs und ER ist von besonderer Bedeutung für die Entstehung und den 

Abbau der LDs und die RAB GTPase RAB18 stellt als tethering Protein den Kontakt zwischen beiden 

her. Interessanterweise ist die Lokalisation von RAB18 an LDs von der Aktivität der RAB GTPase 

abhängig (Martin et al. 2005; Ozeki et al. 2005). Nur die aktive GTP-gebundene Form von RAB18 bindet 

an LDs und RAB3GAP1/2 sind, als RAB GEFs, womöglich entscheidend für diesen Prozess. Somit würde 

RAB18 (stimuliert durch die RAB3GAPs) die Bereitstellung von Lipiden, die für den effizienten Ablauf 

der autophagosomalen Biogenese notwendig ist, maßgeblich beeinflussen. Dies ist in Abbildung 44 

schematisch dargestellt. Wir gehen davon aus, dass RAB3GAP1/2 die RAB GTPase RAB18 aktiviert und 

dadurch für die Rekrutierung von RAB18 an die LDs verantwortlich ist. RAB18 könnte so den Kontakt 

zwischen LDs und ER herstellen und die Bereitstellung von Fettsäuren positiv unterstützen. Die 

Fettsäuren werden anschließend im ER zu Lipiden umgewandelt und in die Neusynthese von 

autophagosomalen Membranen eingespeist (Abb. 44). Der Verlust von RAB18 führt folglich zu einer 

Verhinderung dieses Fettsäuretransfers was sich negativ auf die Effizienz der Biogenese von 

Autophagosomen auswirkt und gleichzeitig den auffälligen LD-Phänotyp in WARBM 

Patientenfibroblasten und den HeLa KO Zellen erklären würde.  

 

 

 

Abbildung 44: RAB18 und RAB3GAP1/2 regulieren den Fettsäuretransfer zwischen LDs und dem ER und beeinflussen 

dadurch die Elongation der Phagophore. 

 

TBC1D20 wird bei dieser Hypothese für die Autophagiemodulation durch RAB18 und RAB3GAP1/2 

nicht berücksichtigt, da das Protein durch die Arbeitsgruppe von D.J. Sidjanin mit der Synthese von 
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Autophagosomen assoziiert wurde und gezeigt wurde, dass dies über die RAB GTPase RAB1 vermittelt 

wird (Sidjanin et al. 2016). Wir gehen also davon aus, dass die Funktion von TBC1D20 für die 

Autophagie nicht über RAB18 vermittelt ist. 

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit RAB18, RAB3GAP1/2 und TBC1D20 erstmals als positive 

Modulatoren der Autophagie beschrieben werden. Die autophagische Aktivität der Zelle wurde durch 

den Verlust bzw. die Überexpression der Proteine moduliert und mechanistisch mit der Beeinflussung 

der autophagosomalen Biogenese verbunden. Interessanterweise führen loss-of-function Mutationen 

in den untersuchten Proteinen zum WARBM Syndrom, einer schwerwiegenden Entwicklungsstörung. 

Patientenfibroblasten dieses Syndroms sowie die generieten HeLa KO Zellen zeigten denselben 

auffälligen zellulären Phänotyp vergrößerter LDs (Handley et al. 2013; Liegel et al. 2013). Daher besteht 

die Möglichkeit, dass der Umsatz dieser Lipidspeicherorganellen durch den Verlust der Proteine 

gestört ist. Auf dieser Annahme beruht die Hypothese, dass RAB18 und die RAB3GAPs die 

Bereitstellung von Fettsäuren aus LDs regulieren und durch diesen Prozess die Synthese von 

Autophagosomen beeinflussen. Die WARBM-assoziierten Proteine RAB18, RAB3GAP1/2 und TBC1D20 

wurden also in dieser Arbeit mit der Autophagie, der Proteostase und dem Lipidmetabolismus 

assoziiert, deren Störung auf einen klaren pathobiochemischen Mechanismus der Entstehung des 

WARBM Syndroms hindeutet. Die detaillierte Untersuchung dieses Zusammenhanges wird zukünftig 

ein besseres Verständnis der zellulären Veränderung in WARBM Syndrom Patienten ermöglichen. 

 

 

4.2. Der RAB3GAP-Komplex: Ein besonderes RAB GAP mit neuronaler Funktion 

In dieser Arbeit wurden RAB3GAP1/2 intensiv bearbeitet, da diese im Vorfeld in Studien mit C. elegans 

und in humanen Fibroblasten mit der Autophagie und Proteostase assoziiert wurden (Feldmann 2013; 

Spang, Feldmann et al. 2014). Durch diese Arbeit wurden Details über die Wirkungsweise der 

RAB3GAPs aufgeklärt. Der RAB3GAP-Komplex ist, wie in 4.1 bereits dargestellt, kein gewöhnliches RAB 

GAP und soll im Folgenden genauer betrachtet werden.  

RAB3GAP1 und RAB3GAP2 bilden als einziges RAB GAP einen heterodimeren Komplex, in dem 

RAB3GAP1 die katalytisch aktive Domäne aufweist und RAB3GAP2 regulative Funktion besitzt (Fukui 

et al. 1997; Nagano et al. 1998). Interessanterweise weist der RAB3GAP-Komplex keine GAP-

spezifische TBC-Domäne auf, die ansonsten in allen bekannten RAB GAPs vorliegt (Pan et al. 2006; 

Gavriljuk et al. 2012; Frasa et al. 2012). Diese Domäne ist circa 200 Aminosäuren lang, wobei zwei 

Aminosäuren, Arginin und Glutamin, für die katalytische Aktivität verantwortlich sind (Pan et al. 2006; 

Barr und Lambright 2010). Interessanterweise befindet sich auch in der katalytischen Untereinheit 

RAB3GAP1 eine GAP-Domäne, die sich aber grundlegend von der TBC-Domäne unterscheidet. Jedoch 
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wurde auch für RAB3GAP1 ein bestimmtes Arginin identifiziert, dass für die katalytische Aktivität 

verantwortlich ist (Clabecq et al. 2000). 

Die molekulare Funktion von RAB GAPs besteht darin, die Hydrolyse von GTP zu stimulieren und somit 

die Inaktivierung von RAB GTPasen zu regulieren. Aus diesem Grund sind sie wichtige Faktoren des 

zellulären Vesikeltransports (Frasa et al. 2012; Novick 2016). Für viele RAB GAP Proteine wurde gezeigt, 

dass sie an mehreren zellulären Funktionen beteiligt sind, die sie durch die Regulation 

unterschiedlicher RAB GTPasen modulieren (Barr und Lambright 2010; Fukuda 2011; Frasa et al. 2012). 

Der RAB3GAP-Komplex allerdings wurde bisher als einziges RAB GAP allein mit der Regulation der RAB 

GTPase RAB3 assoziiert (Fukui et al. 1997) und angenommen, dass dieser Komplex aufgrund der 

fehlenden TBC-Domäne keine weiteren zellulären Prozesse kontrolliert (Barr und Lambright 2010).   

RAB3 ist ein wichtiger Faktor des synaptischen Vesikeltransports und vermittelt somit die neuronale 

Neurotransmitter- und Neurohormonfreisetzung (Sudhof 2004; Sakane et al. 2006). Die Bedeutung der 

RAB3GAPs für RAB3 und die Neurotransmission wurde unter anderem in der RAB3GAP1 KO Maus 

untersucht (Sakane et al. 2006). Der Verlust von RAB3GAP1 resultiert in der Akkumulation von GTP-

gebundenen RAB3 an der Plasmamembran der Synapse, wodurch der synaptische Vesikelkreislauf 

gestört wird (Sakane et al. 2006). Auch in Drosophila konnte gezeigt werden, dass RAB3GAP wichtig 

für die neuronale Homöostase ist und diese nach einem knockout gestört ist (Muller et al. 2011). 

Der RAB3GAP-Komplex wurde also ursprünglich mit der Regulation von RAB3 in Verbindung gebracht 

und ihm dadurch eine rein neuronale Funktion zugeschrieben. Erst durch diese Arbeit wurden die 

RAB3GAPs mit weiteren zellulären Funktionen assoziiert und gezeigt, dass die Proteine den 

autophagischen Abbau über die Stimulation der RAB GTPase RAB18 beeinflussen (Feldmann et al. 

2017). Interessanterweise stimulieren RAB3GAP1/2 die Aktivität von RAB18 als RAB GEF 

(Gerondopoulos et al. 2014). Die RAB3GAPs sind somit die ersten beschriebenen Proteine, die sowohl 

eine GAP- als auch eine GEF-Funktion besitzen. Bisher konnten drei konservierte GEF-Domänen 

beschrieben werden, die VPS9-Domäne, die DENN-Domäne und die SEC2-Domäne (Carney et al. 2006; 

Barr und Lambright 2010; Marat et al. 2011). Neben diesen drei GEF-Domänen gibt es zudem noch ein 

weiteres GEF, den TRAPP-Komplex (Carney et al. 2006; Barrowman et al. 2010; Barr und Lambright 

2010; Marat et al. 2011). Bis heute ist es allerdings noch nicht gelungen, die GEF-Domäne in 

RAB3GAP1/2 zu charakterisieren und ihre genaue Identifikation bedarf weiterer Untersuchungen. 

Anders als es im Feld lange vermittelt wurde besitzt also auch der RAB3GAP-Komplex ein breiteres 

Funktionsspektrum. Dieser Zusammenhang wurde durch die, parallel zu dieser Arbeit durchgeführten 

Interaktomstudien von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 gezeigt (Spang, Feldmann et al. 2014). Das 

Interaktom von RAB3GAP1 und auch RAB3GAP2 zeigte interessante Interaktionspartner auf. Dazu 

gehörte unter anderem DNAJC13, welches bisher als Bestandteil des Retromer-Komplexes 

beschrieben wurde und funktionell mit dem retrograden Transport am frühen Endosom assoziiert 
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wurde (Popoff et al. 2009; Shi et al. 2009). Interessanterweise wurde DNAJC13 kürzlich direkt mit der 

Autophagie und der zellulären Proteostase in Verbindung gebracht (Besemer et al. 2017, unter 

Begutachtung). 

 

Das Funktionsspektrum der RAB3GAPs umfasst nun also unter anderem die Inaktivierung von RAB3 

und damit die Regulation des synaptischen Vesikeltransports und zudem die Aktivierung von RAB18 

und die Stimulation der Autophagie bzw. die Erhaltung der Proteostase. Interessanterweise sind 

insbesondere altersassoziierte neurodegenerative Erkrankungen mit der starken Akkumulation von 

fehlgefalteten und aggregierten Proteinen verbunden (Ross und Poirier 2004). Zudem sind gealterte 

Neurone durch eine veränderte Neurotransmission wie auch eine reduzierte autophagische Aktivität 

gekennzeichnet (Riddle 2007; Bishop et al. 2010). Die RAB3GAPs stellen Faktoren dar, die diese 

Prozesse beeinflussen und sind somit ein attraktives Ziel, um diese zu modulieren und möglicherweise 

während der Zellalterung zu stabilisieren. Interessanterweise wurde in primären Neuronen gezeigt, 

dass Autophagosomen am distalen Ende gebildet und anschließend zum Soma transportiert werden 

wo sie mit Lysosomen verschmelzen und abgebaut werden (Maday et al. 2012). In der Synapse 

könnten die RAB3GAPs daher sowohl für die Synthese der Autophagosomen, vermittelt über RAB18, 

als auch die Neurotransmitterfreisetzung, vermittelt über RAB3, regulieren und somit die Autophagie 

als auch die neuronale Homöostase beeinflussen.  

 

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass RAB3GAP1/2 einen außergewöhnlichen 

Proteinkomplex bilden, der sowohl ein RAB GAP als auch ein RAB GEF für unterschiedliche RAB 

GTPasen darstellt. Zusätzlich verbinden die RAB3GAP1/2 durch ihre Beeinflussung der 

Neurotransmission als auch der Autophagie zwei wichtige Aufgaben in neuronalen Zellen miteinander. 

Dies impliziert, dass die RAB3GAPs für die Funktionalität von Neuronen von großer Bedeutung sind 

und könnte die stark neurologische Ausprägung des WARBM Syndroms erklären. 

 

 

4.3. Loss-of-function Mutationen von RAB18, RAB3GAP1/2 und TBC1D20 beeinflussen die 

Autophagie: Auswirkung auf das Warburg Mikro Syndrom  

Das WARBM Syndrom ist eine seltene autosomal rezessiv vererbbare Entwicklungsstörung, welche 

unter anderem durch schwerwiegende Gehirnfehlbildungen, eine gestörte neurologische Entwicklung 

und mentale Retardation gekennzeichnet ist (Handley et al. 2013). Als ursächlich wurden zuerst loss-

of-function Mutationen in RAB3GAP1 und RAB3GAP2 beschrieben (Aligianis et al. 2005; Aligianis et al. 

2006; Morris-Rosendahl et al. 2010; Borck et al. 2011) und später auch Mutationen in RAB18 und 
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TBC1D20 entdeckt (Bem et al. 2011; Liegel et al. 2013). Interessanterweise sind die Phänotypen der 

vier mutierten Gene klinisch nicht zu unterscheiden, was daraufhin deutet, dass alle vier Proteine 

denselben zellulären Prozess beeinflussen. Erst durch die hier vorgelegte Arbeit konnte für RAB18, 

RAB3GAP1/2 und TBC1D20 eine erstmals gemeinsame zelluläre Funktion beschrieben und die Proteine 

mit der Modulation der Autophagie und der Proteostase verbunden werden. Der bis zu diesem 

Zeitpunkt einzige identifizierte zelluläre Phänotyp des WARBM Syndroms, ist die Akkumulation 

vergrößerter LDs, die interessanterweise auch in den von uns generierten HeLa KO Zellen beobachtet 

wurden. Dies unterstützt die Bedeutung der KO Zellen als ein zelluläres Krankheitsmodell des WARBM 

Syndroms.  

LDs sind essentielle Bestandteile des zellulären Lipidhaushalts und dienen der Zelle nicht nur als 

Speicherorganell, sondern sind zudem wichtig für den Lipidmetabolismus, für die Energieversorgung 

der Zelle, aber auch für die Biogenese von Membranen (Murphy 2001). Ihr Metabolismus wird 

maßgeblich durch RAB18 beeinflusst, wobei aktives RAB18 für den Umsatz der LDs am ER während der 

Lipolyse verantwortlich ist. Dies konnte durch eine spezifische Rekrutierung von RAB18 an bestimmten 

LDs als Antwort auf eine Stimulation der Lipolyse beobachtet werden (Martin et al. 2005; Ozeki et al. 

2005). Auch in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die LDs während Nahrungsmangel zum ER 

migrieren, wo Fettsäuren rekrutiert werden und der Zelle als Energiequelle dienen. Interessanterweise 

akkumulierten die LDs in den RAB18 KO Zellen schon unter basalen Bedingungen am ER und konnten 

auch während der Nahrungsdepletion nicht abgebaut werden. Dies verdeutlicht die Bedeutung von 

RAB18 für den Umsatz der LDs während der Lipolyse und zeigt, dass durch einen Verlust die 

Mobilisierung von Fettsäuren aus LDs gestört ist.  

Auch für das RAB GAP TBC1D20 konnte eine Verbindung zu LDs gezeigt werden. So vermittelt TBC1D20 

durch eine Interaktion mit dem Lipidtröpfchen-assoziierten NS5A die Hepatitis C-Virusreplikation. 

Hierbei wurde die RAB GTPase RAB1 als regulierender Faktor beschrieben (Sklan et al. 2007; Nevo-

Yassaf et al. 2012). Wir können also davon ausgehen, dass TBC1D20 den Lipidmetabolismus über die 

RAB GTPase RAB1 beeinflusst. Der LD-Phänotyp in WARBM Syndrom Patientenfibroblasten mit einer 

Mutation in TBC1D20 und den TBC1D20 KO Zellen beruht somit sehr wahrscheinlich auf einer 

gestörten RAB1 Funktion und nicht auf einer Beeinträchtigung der RAB GTPase RAB18. 

Die Modulation der Autophagie durch RAB18, RAB3GAP1/2 und TBC1D20 erfolgt vermutlich durch die 

Mobilisierung von Fettsäuren aus LDs, wodurch sie die Elongation der Phagophore fördern. Der 

Einfluss der Proteine auf die autophagische Aktivität wurde in dieser Arbeit durch eine transiente 

genetische Manipulation gezeigt. Die verringerten Proteinspiegel von RAB18, RAB3GAP1/2 und 

TBC1D20 führten zu einer Verringerung der autophagischen Aktivität. Durch die Assoziation von loss-

of-function Mutationen dieser Proteine mit dem WARBM Syndrom, sollte untersucht werden, ob auch 

in Patientenzellen und HeLa KO Zellen eine Veränderung des autophagischen Abbaus vorliegt. 
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Erstaunlicherweise war die Autophagie unter basalen Bedingungen in den untersuchten Zellen nicht 

verändert. Erst durch die Induktion der Autophagie wurde eine Veränderung der autophagischen 

Aktivität in den HeLa KO Zellen beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass die Zellen unter basalen 

Bedingungen den dauerhaften Verlust der Proteine ohne Einbußen für die Autophagie kompensieren 

können. Erst durch die verstärkte autophagische Aktivität nach Induktion und dem damit verbundenen 

erhöhten Lipid- und Membranbedarf kommt es zu einer Beeinträchtigung des autophagischen Abbaus. 

Unter induktiven Bedingungen kann anscheinend der Bedarf an Lipiden, die für die Elongation der 

Phagophore benötigt werden, nicht mehr ausreichend von der Zelle gedeckt werden, was zu einer 

Reduktion der autophagischen Aktivität führt. Insgesamt deutet dies darauf hin, dass die Zelle den 

Verlust von RAB18 und die damit verbundene Beeinträchtigung der Autophagie unter basalen 

Bedingungen kompensiert.  

Die Untersuchung Autophagie-relevanter Gene, als mögliche kompensatorische Antwort, zeigte, dass 

einige interessante Veränderungen in den Patientenzellen und den HeLa KO Zellen vorlagen. So 

wurden vor allem Gene hochreguliert, die für Proteine codieren, welche für die autophagosomale 

Biogenese essentiell sind. Zu diesen Faktoren zählt z. B. ATG2B, welches sowohl mit der Bildung von 

Autophagosomen als auch mit dem Lipidmetabolismus assoziiert ist (Velikkakath et al. 2012; Pfisterer 

et al. 2014). Die Funktion von ATG2B liegt also genau dort, wo auch die WARBM-assoziierten Proteine 

funktionell eingeordnet werden können. Eine Erhöhung der ATG2B Expression könnte ein möglicher 

Versuch sein, den Verlust der Proteine unter basalen Bedingungen zu kompensieren. Ein 

kompensatorischer Mechanismus muss die Bereitstellung von Lipiden und Membranen ermöglichen 

und es wäre denkbar, dass dies über andere Organellen und Kompartimente bewerkstelligt wird. 

Dieser Zusammenhang soll in zukünftigen Studien analysiert und dabei auch die Frage untersucht 

werden, ob andere Vesikeltransportwege durch den Funktionsverlust der WARBM Proteine 

beeinträchtigt sind.  

Unter basalen Bedingungen ist die Autophagie in WARBM Zellkultursystemen nicht verändert. Wie sich 

dies in der in vivo Situation im Patienten in unterschiedlichen Zelltypen verhält, ist soweit ungeklärt. 

Sollte die Autophagie reduziert sein oder im Verlauf der Pathogenese einbrechen, hat dies zusätzlich 

eine Auswirkung auf die zelluläre Proteostase, denn wie wir zeigen konnten wird diese durch den 

Verlust der WARBM Syndrom Proteine beeinträchtigt. Ob ubiquitinierte Proteine bzw. 

Proteinaggregate in den Fibroblasten der Patienten auftreten ist nicht bekannt und würde auf eine 

Störung der Proteostase hindeuten. 

 

Zusammenfassend wurde durch die Untersuchung der Patientenfibroblasten und der HeLa KO Zellen 

gezeigt, dass der Funktionsverlust von RAB18, RAB3GAP1 und TBC1D20 keinen Einfluss auf die basale 

Autophagie besitzt. Dies könnte womöglich durch einen kompensatorischen Mechanismus erklärt 
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werden, der dafür verantwortlich sein muss, dass Lipide und Membranen aus anderen Quellen zur 

Verfügung gestellt werden. Die Hochregulation von wichtigen Genen für die autophagosomale 

Biogenese unterstützt dann die Effizienz der Autophagosomensynthese. Allerding reicht diese 

kompensatorische Wirkung nach der Induktion der Autophagie nicht aus und der autophagische Abbau 

wird gestört. Der exakte Mechanismus wurde allerdings noch nicht eindeutig aufgeklärt. Auch ist nicht 

klar, ob durch die gestörte RAB18 Funktion und der damit verbundenen Beeinträchtigung des 

Lipidmetabolismus andere Vesikeltransportwege gestört sind, die dann die Pathogenese des WARBM 

Syndroms beeinflussen.  

 

 

4.4. Die Bedeutung von RAB18 und RAB3GAP1/2 für die zelluläre Proteostase  

RAB18 und RAB3GAP1 konnten in dieser Arbeit erstmals mit der Modulation der Autophagie in 

Verbindung gebracht werden und wurden zudem als neue Faktoren des Proteostasenetzwerks 

charakterisiert (Spang, Feldmann et al. 2014; Feldmann et al. 2017). In einer gesunden Zelle ist das 

Verhältnis von Proteinsynthese, -faltung und -abbau im Gleichgewicht. Dieses Gleichgewicht wird als 

Proteinhomöostase, oder kurz Proteostase, bezeichnet und ist von großer Bedeutung für das zelluläre 

Überleben. Die Aufrechterhaltung der Proteostase wird durch ein komplexes Netzwerk reguliert, 

welches molekulare Chaperone und zwei proteolytische Abbausysteme, das Ubiquitin-Proteasom-

System und die Autophagie, umfasst (Morimoto und Cuervo 2014). Durch eine Störung dieses 

Netzwerks kann es zur Akkumulation fehlgefalteter Proteine und geschädigter Organellen kommen, 

was die Bildung schädlicher Aggregate in der Zelle maßgeblich fördert (Hartl et al. 2011). Neben der 

Alterung von Zellen sind eine Vielzahl von altersabhängigen Krankheiten wie Krebs-, Herz-Kreislauf-

Erkrankungen und neurodegenerative Krankheiten durch eine veränderte Proteostase charakterisiert. 

Viele neurodegenerative Erkrankungen, wie Morbus Parkinson, ALS oder auch Chorea Huntington 

wurden mit einer gestörten Autophagie und der damit einhergehenden Beeinträchtigung des 

zellulären Proteostasenetzwerks verbunden. Dies resultiert in der Akkumulation und Aggregation von 

krankheitsassoziierten Proteinen (Chen et al. 2012; Lynch-Day et al. 2012; Lee et al. 2015; Martin et al. 

2015). Die Untersuchung von neuronalen ATG5 KO Mäusen zeigt, dass die Störung der Autophagie zu 

einer starken Akkumulation von Proteinaggregaten führt und das dies die neuronale Funktion 

beeinflusst und schließlich den neuronalen Zelltod bewirkt (Hara et al. 2006). Auch der KO von ATG7 

in Nervenzellen resultiert in der Anreicherung von ubiquitinierten Proteinen und als Folge dessen eine 

Degeneration der Neuronen (Komatsu et al. 2006).  

Die Autophagie ist, als wichtige Säule des Proteostasenetzwerks, mitverantwortlich für die 

Aufrechterhaltung der Proteostase. Da RAB18 und RAB3GAP1/2 als positive Modulatoren der 
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Autophagie beschrieben wurden, beeinflussen sie die Proteostase und die Integrität des Proteoms im 

Ganzen. Bereits in einem siRNA-Screen in C. elegans wurde das RAB3GAP1 Ortholog RBG-1 als ein 

Bestandteil des zellulären Proteostasenetzwerks identifiziert. Genauer wurde gezeigt, dass die 

Funktion von RBG-1 durch eine Modulation der Autophagie erfolgt (Spang, Feldmann et al. 2014).  

Um den Einfluss der RAB3GAPs und RAB18 auf die Proteinhomöostase auch im Säugersystem zu 

analysieren, wurde diese durch verschiedene Behandlungen herausgefordert.  

Zuerst wurde der Einfluss der RAB3GAPs auf die zelluläre Proteostase durch die Expression mutanter 

SOD1 untersucht. Mutante SOD1 besitzt eine hohe Aggregationstendenz und ist mit der Entstehung 

der ALS verbunden (Cao et al. 2008). Tatsächlich bewirkte die Reduktion der RAB3GAP-Spiegel eine 

verstärkte Aggregation des mutanten Proteins. Aufgrund der gestörten Autophagie kann die 

aggregierte Form nach dem Verlust von RAB3GAP1/2 nicht mehr effizient abgebaut werden und 

akkumuliert daraufhin in der Zelle. Somit wurde erstmalig gezeigt, dass die RAB3GAPs ein Bestandteil 

des zellulären Proteostasenetzwerks sind und die Stabilität zytoplasmatischer Proteine beeinflussen. 

Der Einfluss von RAB18 auf die Proteostase wurde durch die Expression einer zytosolischen Form des 

Prion Proteins (cytoPrP) und durch Canavanin untersucht.  

Das Prion Protein ist mit einer Gruppe von übertragbaren neurodegenerativen Erkrankungen, wie der 

Creutzfeldt-Jakob Krankheit, assoziiert (Head und Ironside 2012). Ein Kennzeichen dieser Krankheit ist 

die Umwandlung des Prion Proteins (PrPC) in eine fehlgefaltete Form (PrPSC), welche für die Entstehung 

von Proteinaggregaten verantwortlich ist und Neurodegeneration bewirkt (Aguzzi und Polymenidou 

2004). Canavanin ist ein Aminosäure-Analogon von Arginin und wird anstelle dessen während der 

Translation in das Protein eingebaut, woraus eine Fehlfaltung der Proteine resultiert. Die 

fehlgefalteten Proteine werden durch Ubiquitin für den Abbau markiert und tendieren zur Aggregation 

(Ishida et al. 2013).  

Die Expression von cytoPrP sowie die Behandlung mit Canavanin bewirkte eine verstärkte 

Akkumulation von ubiquitinierten Proteinen. Die Überexpression von cytoPrP führte zudem zu einer 

Steigerung der autophagischen Aktivität. Die Zelle reagiert somit auf den erhöhten proteotoxischen 

Stress mit der Verstärkung der Autophagie, um den Abbau fehlgefalteter Proteine zu beschleunigen. 

Der gleichzeitige knockdown von RAB18 verhindert diese Hochregulation und bewirkt eine vermehrte 

Akkumulation ubiquitinierter Proteine. Somit konnte auch für RAB18 gezeigt werden, dass die RAB 

GTPase Bestandteil des zellulären Proteostasenetzwerk ist und durch die Modulation des 

Proteinabbaus die Integrität des Proteoms beeinflusst. 
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Abbildung 45: Schematische Darstellung des Einflusses von RAB18 und dem RAB3GAP-Komplex auf die Proteostase.  

 

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass RAB18 und RAB3GAP1/2 einen positiven 

Einfluss auf die Autophagie besitzen, wodurch sie auch die zelluläre Proteostase modulieren. Die 

Effizienz des zellulären Proteostasenetzwerks ist essentiell für das Überleben der Zelle. Eine Störung 

wurde mit zahlreichen pathologischen Bedingungen assoziiert. Der Funktionsverlust von RAB18 und 

RAB3GAP1/2 könnte daher eine generelle Rolle für die Ausprägung von Erkrankungen spielen, die 

durch Störungen der Proteostase charakterisiert sind. Tatsächlich führt eine Mutation in diesen 

Proteinen zum WARBM Syndrom, welches unter anderem durch schwere neurologische Störungen 

charakterisiert ist.  
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4.5. Ausblick 

Die Autophagie ist für die Homöostase und somit für die Vitalität und Funktionalität der Zelle von 

großer Bedeutung. Eine Störung kann schwerwiegende Auswirkungen haben und wurde bereits mit 

vielen Erkrankungen assoziiert, dazu gehören Krebserkrankungen, neurodegenerative Erkrankungen 

und auch der Alterungsprozess selbst (Choi et al. 2013; Kroemer 2015). Die Aufklärung des genauen 

Mechanismus der Autophagie und das Zusammenspiel der daran beteiligten Komponenten sind für die 

Entwicklung möglicher Therapieansätze sehr bedeutsam.  

In dieser Arbeit wurden die WARBM-assoziierten Proteine, RAB18, RAB3GAP1/2 und TBC1D20, 

erstmalig funktionell mit der Autophagie verbunden. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass RAB18 

und die RAB3GAPs die Elongation der Phagophore beeinflussen, indem sie die Bereitstellung von 

Fettsäuren aus LDs unterstützen. Durch die Assoziation der WARBM-assoziierten Proteine mit dem 

Lipidmetabolismus, könnten neben der autophagosomalen Biogenese, noch weitere wichtige Prozesse 

in der Zelle von einem Funktionsverlust dieser Proteine betroffen sein. Die Störung des 

Lipidmetabolismus beeinflusst nicht nur die Synthese von Autophagosomen, sondern auch weitere 

Vesikeltransportwege der Zelle. Eine Störung der Lipidbereitstellung könnte somit weitere Hinweise 

auf den schwerwiegenden Phänotyp des WARBM Syndroms ermöglichen. Schon früher wurde eine 

mögliche gestörte synaptische Aktivität mit der Entstehung des Syndroms diskutiert. Eine genauere 

Aufklärung weiterer Vesikeltransportwege könnte somit ein Hinweis auf weitere mögliche Ursachen 

dieses schwerwiegenden Phänotyps geben. 
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 Zusammenfassung 

Die Makroautophagie ist ein konservierter, hoch-dynamischer Prozess, durch den Proteine und 

Organellen in Autophagosomen, eine vesikuläre Doppelmembran, eingeschlossen und kontrolliert zum 

Lysosom transportiert und dort abgebaut werden.  

Ein wichtiger Bestandteil der Autophagie ist die Dynamik von Membranen und Lipiden, welche für den 

Aufbau der Autophagosomen benötigt werden. Aufgrund dessen ist der Abbauweg der Autophagie 

stark mit dem intrazellulären Vesikeltransports verbunden. Mitverantwortlich für einen reibungslosen 

Ablauf des zellulären Vesikeltransport sind Proteine der RAB GTPasen und deren Regulatoren, die RAB 

GAPs und RAB GEFs. Bisher wurden schon viele RAB Proteine und auch GAPs und GEFs mit dem 

autophagosomalen Abbau assoziiert und gezeigt, dass diese Proteine die Autophagie sowohl indirekt 

als auch direkt beeinflussen können. 

In dieser Arbeit wurde erstmalig gezeigt, dass die RAB3GAPs, RAB18 und TBC1D20, positive 

Modulatoren der Autophagie sind und damit auch die zelluläre Proteostase beeinflussen. So führt ein 

knockdown der Proteine zu einer verringerten Autophagie in der Zelle wohingegen die Überexpression 

der Proteine zu einer Erhöhung der autophagosomalen Aktivität führt. 

Die Funktion der Proteine für die autophagosomale Biogenese und die Assoziation der Proteine mit 

Lipidtröpfchen in der Zelle, könnte darauf hindeuten, dass sie den Lipidtransfer und die Fettsäure 

Bereitstellung über das ER für die Membranbiogenese regulieren. Somit führt eine Störung der 

Proteinfunktion zu einer veränderten Biogenese von Membranen.  

Das Warburg Mikro Syndrom (WARBM) ist eine autosomal rezessiv vererbbare Erkrankung die durch 

schwerwiegende Augenfehlbildung, mentale Störungen und Gehirnfehlbildungen charakterisiert ist. 

Mutationen in wichtigen Proteinen des Vesikeltransportes, RAB3GAP1, RAB3GAP2, RAB18 und 

TBC1D20 führen zu einem Funktionsverlust dieser Proteine und lösen das Syndrom aus. Ein zellulärer 

Mechanismus, welcher diesen schwerwiegenden Phänotyp erklären würde, wurde bisher noch nicht 

gefunden. Eine Störung des autophagosomalen Abbaus könnte ein möglicher Aspekt dieser 

Erkrankung sein.  

Durch die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse wurden die WARBM-assoziierten Proteine erstmals 

funktionell mit dem Prozess der Autophagie in Verbindung gebracht. Die Funktion der Proteine als 

positive Modulatoren der Autophagie und ihre Funktion für den zellulären Lipidmetabolismus, deuten 

darauf hin, dass ihre Rolle für die Bereitstellung von Lipiden für die Membranbiogenese auch den 

autophagischen Prozess moduliert. 
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 Summary 

Macroautophagy is a highly conserved cellular degradation process in which cytoplasmic proteins and 

organelles are sequestered in autophagic vesicles, so-called autophagosomes, and are delivered to 

lysosomes. This process is of fundamental importance for cellular protein homeostasis (proteostasis) 

and its deterioration is linked to multiple diseases and aging. 

The dynamics and efficiency of autophagy is dependent on the adequate supply of lipids and 

membranes for autophagosome formation and is associated with the intracellular vesicle transport 

system. RAB GTPases, RAB GAPs, and RAB GEFs are important regulators for the intracellular vesicle 

transport and numerous vesicular transport proteins have been associated with the process of 

autophagy. 

Here, we show that RAB3GAP1/2, RAB18, and TBC1D20 are positive modulators of autophagy. In 

primary human fibroblasts the knockdown of the proteins results in a decreased autophagic activity, 

while its overexpression enhances the degradative pathway. Moreover, the knockdown of the proteins 

deteriorates proteostasis. 

The function of the proteins for autophagosomal biogenesis and the association of the proteins with 

the cellular lipid metabolism might suggest that the proteins regulate the lipid transfer and the fatty 

acid supply via the ER for membrane biogenesis. Thus, a disturbance of the protein function leads to 

an altered membrane biogenesis.  

Importantly, loss-of-function mutations in genes coding for RAB3GAP1, RAB3GAP2, RAB18, and 

TBC1D20 are causative for the Warburg Micro syndrome (WARBM), an autosomal recessive disorder 

that is characterized by severe developmental disturbances as well as eye and brain abnormalities. 

Mutations in any of the disease-related genes results in indistinguishable clinical phenotypes. A cellular 

mechanism which would explain the WARBM-phenotype has not yet been found, but a disruption of 

the autophagosomal degradation could be a possible aspect of this syndrome. 

Thus, it can be postulated that the WARBM proteins, which are functionally associated with the cellular 

lipid metabolism and autophagosomale biogenesis, representing a novel link in the highly complex 

lipid acquisition machinery of autophagosome formation. 
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 Anhang 

 Abkürzungsverzeichnis 

ADP Adenosindiphosphat 

ADRAP Adipocyte differentiation-related protein 

ALS Amyotrophe Lateralsklerose 

AMPK AdenosinmonophosphateActivated Protein Kinase 

ATG Autophagy related gens 

ATP Adenosintriphosphat 

Aβ42 Amyloid β 42 

B2M Beta-2-Microglobulin  

BAG Bcl-2 associated athanogene 

CALCOCO/NDP52 Nuclear dot protein 52 kDA 

CLIMP Cytoskeleton-linking membrane protein of 63 kDa 

CMA Chaperone mediated autophagy 

COPI Coat protein complex I 

cytPrP Cytosolic Prion Protein 

DENN Differentially expressed in normal and neoplastic cells 

DFCP1 Double FYVE domain-containing protein 1 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNAJC13 DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member C13 

DPH 1, 6-diphenyl-1, 3, 5-hexatriene 

ER endoplasmatischem Retikulum  

FIT Fat storage-inducing transmembrane protein 

GABARAP Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein 

GAP GTPase activating proteins 

GDP Guanosindiphosphat 

GEF Guanine nucleotide exchange factors 

GOLGA2 Golgin A2 

GTP Guanosintriphosphat 

HA Hemagglutinin 

HSC70 Heat shock cognate 70kDa protein 

KO knockout 

LAMP2A Lysosom-associated membrane protein 2A 

LD Lipidtröpfchen (Lipid Droplet) 

LIR LC3 interacting region 

MAP1LC3 Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 

MEF Mous embrionic fibroblasts 

mTOR Mechanistic target of Rapamycin 

NBR1 Neightbor of BRCA1 gene 1 

nons nonsense 

NS5A Nonstructural protein 5A 

OPTN1 Optineurin 

PAS Phagophore assembly site 

PCR Polymerase chain reaction 

PE Phosphatidylethanolamine 
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PLIN2 Peripilin 2  

PNPLA5 Patatin like phopspholipase domain containing5 

qPCR real-time quantitative PCR 

RAB Ras-related in brain 

RNA Ribonucleic acid 

RT Reverse Transcriptase 

Sec2  
siRNA Small interfering RNA 

SOD1 Superoxiddismutase 1 

SQSTM1 Sequestome 1 

TBC Tre-2, Bub2 und Cdc16 

TRAPP Transport protein particle 

UPR unfolded protein response  

UPS Ubiquitin-Proteasom-System  

VAPA Vesicle-associated membrane protein-associated protein A 

VAPB Vesicle-associated membrane protein-associated protein B 

VPS9 Vacuolar protein sorting 9 

WARBM Warburg-Micro-Syndrom  

WIPI WD repeat protein interacting with phosphoinositides 
 

 Primerliste der Human Autophagy Primer Library 

Well Symbol Name Well Symbol Name 

A1 AKT1S1 AKT1 substrate 1 

(proline-rich) 

E1 LAMP2 Lysosomal-associated 

membrane protein 2 

A2 AMBRA1 Autophagy/beclin-1 

regulator 1 

E2 LAMP3 Lysosomal-associated 

membrane protein 3 

A3 APOL1 Apolipoprotein L, 1 E3 LETM1 Leucine zipper-EF-hand 

containing transmembrane 

protein 1 

A4 ATF4 Activating transcription 

factor 4 

E4 LETM2 Leucine zipper-EF-hand 

containing transmembrane 

protein 2 

A5 ATG10 ATG10 autophagy 

related 10 homolog (S. 

cerevisiae) 

E5 MAP1LC3A Microtubule-associated 

protein 1 light chain 3 alpha 

A6 ATG12 ATG12 autophagy 

related 12 homolog (S. 

cerevisiae) 

E6 MAP1LC3B Microtubule-associated 

protein 1 light chain 3 beta 

A7 ATG16L1 ATG16 autophagy 

related 16-like 1 (S. 

cerevisiae) 

E7 MAP1LC3B2 Microtubule-associated 

protein 1 light chain 3 beta 2 

A8 ATG16L2 ATG16 autophagy 

related 16-like 2 (S. 

cerevisiae) 

E8 MAP1LC3C Microtubule-associated 

protein 1 light chain 3 

gamma 
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Well Symbol Name Well Symbol Name 

A9 ATG2A ATG2 autophagy 

related 2 homolog A (S. 

cerevisiae) 

E9 MCL1 Myeloid cell leukemia 

sequence 1 (BCL2-related) 

 

A10 ATG2B ATG2 autophagy 

related 2 homolog B (S. 

cerevisiae) 

E10 PIK3C3 Phosphoinositide-3-kinase, 

class 3 

A11 ATG3 ATG3 autophagy 

related 3 homolog (S. 

cerevisiae) 

E11 PIK3R4 Phosphoinositide-3-kinase, 

regulatory subunit 4 

 

 

A12 ATG4A ATG4 autophagy 

related 4 homolog A (S. 

cerevisiae) 

E12 PPM1K Protein phosphatase 1K 

(PP2C domain containing) 

B1 ATG4B ATG4 autophagy 

related 4 homolog B (S. 

cerevisiae) 

F1 RAPTOR Raptor 

B2 ATG4C ATG4 autophagy 

related 4 homolog C (S. 

cerevisiae) 

F2 RASD1 RAS, dexamethasone-

induced 1 

B3 ATG4D ATG4 autophagy 

related 4 homolog D (S. 

cerevisiae) 

F3 RB1CC1 RB1-inducible coiled-coil 1 

B4 ATG5 ATG5 autophagy 

related 5 homolog (S. 

cerevisiae) 

F4 RGS19 Regulator of G-protein 

signaling 19 

B5 ATG7 ATG7 autophagy 

related 7 homolog (S. 

cerevisiae) 

F5 RICTOR Rapamycin-insensitive 

companion of mTOR 

B6 ATG9A ATG9 autophagy 

related 9 homolog A (S. 

cerevisiae) 

F6 SEC16A SEC16 homolog A (S. 

cerevisiae) 

B7 BARKOR BARKOR (KIAA0831) F7 SEC16B SEC16 homolog B (S. 

cerevisiae) 

B8 BAX BCL2-associated X 

protein 

F8 SEC23A Sec23 homolog A (S. 

cerevisiae) 

B9 BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 F9 SEC23B Sec23 homolog B (S. 

cerevisiae) 

B10 BCL2L1 BCL2-like 1 F10 SEC24A SEC24 related gene family, 

member A (S. cerevisiae) 

B11 BECLIN1 Beclin1 F11 SEC24B SEC24 related gene family, 

member B (S. cerevisiae) 

B12 BECN1L1 Becn1L1 F12 SEC24C SEC24 related gene family, 

member C (S. cerevisiae) 
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Well Symbol Name Well Symbol Name 

C1 BIRC5 Effector cell peptidase 

receptor 1 

G1 SEC24D SEC24 related gene family, 

member D (S. cerevisiae) 

C2 BNIP3 BCL2/adenovirus E1B 

19kDa interacting 

protein 3 

G2 SH3GLB1 SH3-domain GRB2-like 

endophilin B1 

C3 DDIT3 DNA-damage-inducible 

transcript 3 

G3 SH3GLB2 SH3-domain GRB2-like 

endophilin B2 

C4 DRAM Damage-regulated 

autophagy modulator 

G4 SNX30 Sorting nexin family member 

30 

C5 EIF4EBP1 Eukaryotic translation 

initiation factor 4E 

binding protein 1 

G5 SQSTM1 Sequestosome 1 

C6 EIF4EBP2 Eukaryotic translation 

initiation factor 4E 

binding protein 2 

G6 TP53 Tumor protein p53 

C7 EIF4G1 Eukaryotic translation 

initiation factor 4 

gamma, 1 

G7 TP73 Tumor protein p73 

C8 EPS15L1 Epidermal growth 

factor receptor 

pathway substrate 15-

like 1 

G8 TPR Translocated promoter 

region (to activated MET 

oncogene) 

C9 FKBP15 FK506 binding protein 

15, 133kDa 

G9 ULK1 Unc-51-like kinase 1 (C. 

elegans) 

C10 FRAP1 FK506 binding protein 

12-rapamycin 

associated protein 1 

G10 ULK2 Unc-51-like kinase 2 (C. 

elegans) 

C11 FRS2 Fibroblast growth 

factor receptor 

substrate 2 

G11 ULK3 Unc-51-like kinase 3 (C. 

elegans) 

C12 FRS3 Fibroblast growth 

factor receptor 

substrate 3 

G12 ULK4 Unc-51-like kinase 4 (C. 

elegans) 

D1 GABARAP GABA(A) receptor-

associated protein 

H1 UVRAG UV radiation resistance 

associated gene 

D2 GABARAPL1 GABA(A) receptor-

associated protein like 

1 

H2 WDR45L WDR45-like 

D3 GABARAPL2 GABA(A) receptor-

associated protein-like 

2 

H3 WIPI1 WD repeat domain, 

phosphoinositide interacting 

1 

D4 GBL G protein beta subunit-

like 

H4 WIPI2 WD repeat domain, 

phosphoinositide interacting 

2 
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Well Symbol Name Well Symbol Name 

D5 GFI1B Growth factor 

independent 1B 

transcription repressor 

H5 Actb Actin, beta 

D6 GNAI3 Guanine nucleotide 

binding protein (G 

protein), alpha 

inhibiting activity 

polypeptide 3 

H6 B2m Beta-2-microglobulin 

D7 GPSM1 G-protein signaling 

modulator 1 (AGS3-

like, C. elegans) 

H7 Gapd Glyceraldehyde phosphate 

dehydrogenase 

D8 GPSM2 G-protein signaling 

modulator 2 (AGS3-

like, C. elegans) 

H8 Gusb Glucuronidase, beta 

D9 GPSM3 G-protein signaling 

modulator 3 (AGS3-

like, C. elegans) 

H9 Hprt1 Hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase 1 

D10 HIF1A Hypoxia inducible 

factor 1, alpha 

H10 Pgk1 Phosphoglycerate kinase 1 

D11 HSPA5 Heat shock 70kDa 

protein 5 

H11 Ppia Peptidylprolyl isomerase A 

D12 LAMP1 Lysosomal-associated 

membrane protein 1 

H12 Rpl13a Ribosomal protein L13a 

 

 Primersequenzen Autophagy Array 

Primer Sequenz 

ampk/PRKAA1 for 5´-CCTCAAGCTTTCAGGCATC-3´ 

ampk/PRKAA1 rev 5´-TTTCATCCAGCCTTCCATTC-3´ 

atg-2A for 5´-AAGTACTTCCTGCCCCAGGT-3´ 

atg-2A rev 5´-TCTCCAGGGATCACCATCT-3´ 

atg-2B for 5´-AGCTGGCATGAGCAGATTTT-3´ 

atg-2B rev 5´-GTGCACAGCTCCAAAGATGA-3´ 

atg-3 for 5´-GATGGCGGATGGGTAGATACA-3´ 

atg-3 rev 5´-TCTTCACATAGTGCTGAGCAATC-3´ 

atg-4B for 5´-ATGGACGCAGCTACTCTGAC-3´ 

atg-4B rev 5´-TTTTCTACCCAGTATCCAAACGG-3´ 

atg-4C for 5´-GTTGAAGAAGCAAGGCATCC-3´ 

atg-4C rev 5´-TCGGTGTTGGTTCTTTCTCC-3´ 

atg-4D for 5´-AAGGCAGGTGACTGGTATGG-3´ 

atg-4D rev 5´-ACAGACTTCCACTCGGCTGT-3´ 

Atg-5 for 5´-TTCGAGATGTGTGGTTTGGA-3´ 

Atg-5 rev 5´-ATGGTTCTGCTTCCCTTTCA-3´ 

atg-7 for 5´-TGGAACAAGCAGCAAATGAG-3´ 

atg-7 rev 5´-AGACAGAGGGCAGGATAGCA-3´ 

atg-9A for 5´-GTCAGCTGCGTGGACTATGA-3´ 

atg-9A rev 5´-GACTTGAGCAGGCAAAAAGG-3´ 

atg-12 for 5´-TAGAGCGAACACGAACCATCC-3´ 
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Primer Sequenz 

atg-12 rev 5´-CACTGCCAAAACACTCATAGAGA-3´ 

atg-14 for 5´-AGCAGACCTTGAGGAGTCCA-3´ 

atg-14 rev 5´-CCACAGACTGGGAAGGGATA-3´ 

atg-16L1 for 5´-ATGCGCGGATTGTCTCAGG-3´ 

atg-16L1 rev 5´-GTCCACTCATTACACATTGCTCT-3´ 

atg-16L2 for 5´-TCTGAGGTCAATGCTGTTCG-3´ 

atg-16L2 rev 5´-AGGGGTCAAAGTCCACACTG-3´ 

b2m for 5´-GTGCTCGCGCTACTCTCTCT-3´ 

b2m rev 5´-TCTCTGCTGGATGACGTGAG-3´ 

beclin1 for 5´-AGGTTGAGAAAGGCGAGACA-3´ 

beclin1 rev 5´-GCTTTTGTCCACTGCTCCTC-3´ 

gabarap for 5´-AGAAGAGCATCCGTTCGAGA-3´ 

gabarap rev 5´-GAGCTTTGGGAGCCTTTTCT-3´ 

gabarapL1 for 5´-GGTCCCCGTGATTGTAGAGA-3´ 

gabarapL1 rev 5´-GGAGGGATGGTGTTGTTGAC-3´ 

gabarapL2 for 5´-AAATATCCCGACAGGGTTCC-3´ 

gabarapL2 rev  5´-CAGGAAGATCGCCTTTTCAG-3´ 

lamp1 for 5´-CTGCCTTTAAAGCTGCCAAC-3´ 

lamp1 rev 5´-TGTTCTCGTCCAGCAGACAC-3´ 

lamp2 for 5´-AATGCCACTTGCCTTTATGC-3´ 

lamp2 rev 5´-CAGTGCCATGGTCTGAAATG-3´ 

lamp3 for 5´-CCCCACCAGCTCATACAACT-3´ 

lamp3 rev  5´-CTGGAAGGGTGGTCTGGTTA-3´ 

map1lc-3A for  5´-CATGAGCGAGTTGGTCAAGA-3´ 

map1lc-3A rev  5´-CTCGTCTTCTCCTGCTCGT-3´ 

map1lc-3B for 5´-CTGTTGGTGAACGGACACAG-3´ 

map1lc-3B rev 5´-CTGGGAGGCATAGACCATGT-3´ 

map1lc-3C for  5´-CGGAAGCCTTTTACTTGCTG-3´ 

map1lc-3C rev  5´-GTCTGTCCTCAAGGCTGCTC-3´ 

mtor for 5´-CCTGCCACTGAGAGATGACA-3´ 

mtor rev 5´-TCCGGCTGCTGTAGCTTATT-3´ 

nbr-1 for 5´-GTTGCTGCCTCTGCATACAA-3´ 

nbr-1 rev 5´-TTTCTTCAGCAGCCGTAGGT-3´ 

ndp-52/calcoco2 for 5´-GTGGAAGACAACCCGTGAGT-3´ 

ndp-52/calcoco2 rev 5´-TTCTGGACGGAATTGGAAAG-3´ 

p62/SQSTM-1 for  5´-GTGGTAGGAACCCGCTACAA-3´ 

p62/SQSTM-1 rev  5´-GAGAAGCCCTCAGACAGGTG-3´ 

rab7A for 5´- CTGACCAAAGGAGGTGATGGT-3´ 

rab7A rev 5´-GTAGAAGGCCACACCGAGAG-3´ 

rab11A for 5´-AGCAAGAGCACCATTGGAGT-3´ 

rab11A rev 5´-CCCTGCTGTGTCCCATATCT-3´ 

rab18 for 5´-CTGAAATTTGCACGAAAGCA-3´ 

rab18 rev 5´-CACAGTCCAGGGGTCTGAAT-3´ 

rab3gap-1for  5´-CTGACCGAAGGGATCATTGT-3´ 

rab3gap-1 rev  5´-CCTTTCGACGGCAAATTTTA-3´ 

rab3gap-2 for  5´-TGAGAATGGTGTGCTCTTGC-3´ 

rab3gap-2rev  5´-TGATTTCGACAAGCACGAAG-3´ 

rpl-19 for 5´-GAAATCGCCAATGCCAACTC-3´ 

rpl-19 rev 5´-TTCCTTGGTCTTAGACCTGCG-3´ 

tbc1d20 for 5´-CACCAGGCTCTGAACAGTGA-3´ 

tbc1d20 rev 5´-CATTGGCATTGACATTGAGG-3´ 

ulk1 for 5´-CAGAACTACCAGCGCATTGA-3´ 

ulk1 rev 5´-TCCACCCAGAGACATCTTCC-3´ 

ulk2 for 5´-TTTGGTGCCACACAACATCT-3´ 

ulk2 rev 5´-GGAACTGGAATTGGTGCTGT-3´ 
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Primer Sequenz 

ulk3 for 5´-CAGGATTCTGCCTGAGAAGG-3´ 

ulk3 rev 5´-ATGTGTTGTGCGAAACCAAA-3´ 

uvrag for 5´-GCACCCTAGCCAAGAACAAG-3´ 

uvrag rev 5´-AGCTTCTGAGACTGGGTGGA-3´ 

vapa for 5´-TGAGCAGCATCAACAACACA-3´ 

vapa rev 5´-TGGTTTTGGCATAGGTCCAT-3´ 

vapb for 5´-TGTTTGAATTGCCAGCAGAG-3´ 

vapb rev 5´-GCCTCTGAACTTCACCTTGC-3´ 

wipi1 for 5´-CCAGACCCAGTGCATCTTCA-3´ 

wipi1 rev 5´-TCATGACTGCTTCGTTTTGC-3´ 

wipi2 for 5´-CTCTCACGACTGCCCCTTAG-3´ 

wipi2 rev 5´-ACCCAGGTCGTCTGTGTAGG-3´ 

 Pipettierschema Autophagy Array 

Platte1) 

 

Platte2) 

 

 

 

 

 

 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A LC3a ULK1 UVRAG TRAPP Alsin VAPA LC3a ULK1 UVRAG TRAPP Alsin VAPA

B LC3a ULK1 UVRAG TRAPP Allsin VAPA LC3a ULK1 UVRAG TRAPP Allsin VAPA

C LC3b ULK2 WIPI1 RAB33b LRRK1 VAPB LC3b ULK2 WIPI1 RAB33b LRRK1 VAPB

D LC3b ULK2 WIPI1 RAB33b LRRK1 VAPB LC3b ULK2 WIPI1 RAB33b LRRK1 VAPB

E LC3c ULK3 WIPI2 RAB11 TBC1D14 rpl19 LC3c ULK3 WIPI2 RAB11 TBC1D14 rpl19

F LC3c ULK3 WIPI2 RAB11 TBC1D14 rpl19 LC3c ULK3 WIPI2 RAB11 TBC1D14 rpl19

G NBR1 NDP52 RAB1 TBC1D25 TBC1D5 b2m NBR1 NDP52 RAB1 TBC1D25 TBC1D5 b2m

H NBR1 NDP52 RAB1 TBC1D25 TBC1D5 b2m NBR1 NDP52 RAB1 TBC1D25 TBC1D5 b2m

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A ATG12 ATG2b ATG4d Beclin1 LAMP1 p62 ATG12 ATG2b ATG4d Beclin1 LAMP1 p62

B ATG12 ATG2b ATG4d Beclin1 LAMP1 p62 ATG12 ATG2b ATG4d Beclin1 LAMP1 p62

C ATG16L1 ATG3 ATG5 GABARAP LAMP2 mTor ATG16L1 ATG3 ATG5 GABARAP LAMP2 mTor

D ATG16lL1 ATG3 ATG5 GABARAP LAMP2 mTor ATG16lL1 ATG3 ATG5 GABARAP LAMP2 mTor

E ATG16L2 ATG4b ATG7 GABARAPL1LAMP3 rpl19 ATG16L2 ATG4b ATG7 GABARAPL1LAMP3 rpl19

F ATG16L2 ATG4b Atg7 GABARAPL1LAMP3 rpl19 ATG16L2 ATG4b Atg7 GABARAPL1LAMP3 rpl19

G ATG2a ATG4c ATG9a GABARAPL2AMPK b2m ATG2a ATG4c ATG9a GABARAPL2AMPK b2m

H ATG2a ATG4c ATG9a GABARAPL2AMPK b2m ATG2a ATG4c ATG9a GABARAPL2AMPK b2m
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Paltte3) 

 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A RAB18 RME8 RAB26 RAB18 RME8 RAB18 RME8 RAB26 RAB18 RME8

B RAB18 RME8 RAB26 RAB18 RME8 RAB18 RME8 RAB26 RAB18 RME8

C TBC1D20 RAB5 rpl19 TBC1D20 rpl19 TBC1D20 RAB5 rpl19 TBC1D20 rpl19

D TBC1D20 RAB5 rpl19 TBC1D20 rpl19 TBC1D20 RAB5 rpl19 TBC1D20 rpl19

E RAB3GAP1 RAB7 b2m RAB3GAP1 b2m RAB3GAP1 RAB7 b2m RAB3GAP1 b2m 

F RAB3GAP1 RAB7 b2m RAB3GAP1 b2m RAB3GAP1 RAB7 b2m RAB3GAP1 b2m 

G RAB3GAP2 RAB24 RAB3GAP2 RAB3GAP2 RAB24 RAB3GAP2

H RAB3GAP2 RAB24 RAB3GAP2 RAB3GAP2 RAB24 RAB3GAP2


