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Substanz Hersteller 

Proteaseinhibitor Tabletten (complete mini) Roche 

Restriktionsenzyme NEB 

RNAse A Quiagen 

RotiLoad 3 4x Roth 

Rotiphorese (40% Acrylamid/Bis Solution 37,5:1) Roth 

Saccharose Roth 

Salzsäure, rauchend Merck 

Sarkosyl (N-Lauroylsarcosin) Sigma 

T4 Polynucleotide Kinase Thermo Fisher 

TEMED Sigma 

Tricin Roth 

Tris Roth 

Tris-ATP Sigma 

Triton X 100 Sigma 

Trypton BD 

Tween 20 Roth 

WesternBright ChemiPen Advansta 

Zitronensäure Merck 

 

Tab. 3: Lösungen 

Lösung Zusammensetzung 

0,5 M Na2-EDTA 84,06 g Na2-EDTA in 500 ml H2O, pH=8,0 mit NaOH 

Amidoschwarz Färbelösung 0,5% Amidoschwarz in 50% Methanol und 10% Eisessig 

Blocking Reagenz 0,5 g Milchpulver in 100 ml TBST 

Calciumchlorid Lösung 2,5 
M 

109,54 g CaCl2*6H2O in 200 ml H2O 

Cäsiumchlorid Lösung 90 g CsCl, 90 ml TE Puffer 

Coomassie Blue 
Färbelösung 

2,5 g Coomassie Brilliant Blue R in 450 ml Methanol, 100 ml Eisessig, 400 ml 
H2O 

Entfärbelösung 20% Methanol, 10% Eisessig in H2O 

Gradientenpuffer KCl 0,2 M, Na2-EDTA 1 mM, 0,1% Sarkoysl, Sucrose 5% bzw. 20% in 50 mM 
Tris/Citrat Puffer, pH=7,5 

HBS 2x 8 g NaCl, 0,2 g Na2HPO4*7H20, 6,5 g HE 
PES in 500 ml H2O, pH=7,0 mit NaOH 

Kulturmedium HEK293 
Zellen 

500 ml MEM  + 50 ml FBS + 5 ml Glutamin + 5 ml Pen./Strep. 
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Lösung Zusammensetzung 

LB Medium 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl  in 1 l H2O, pH=7,0 mit NaOH 

LB-Agar 1 l LB Medium + 15 g Agar 

Lösung 1 (Plasmid-Präp.) 50 mM Glucose in 25 mM Tris/HCl (pH 8,0), 1 mM EDTA 

Lösung 2 (Plasmid-Präp.) 1% SDS in 0,2 M NaOH 

Lösung 3 (Plasmid-Präp.) 600 ml 5 M Kaliumacetat-Lösung, 115 ml Eisessig, 285 ml H2O 

NaCl-gesättigtes 
Isopropanol 

100 ml NaCl gesättigtes H2O + 300 ml Isopropanol, kräftig schütteln 

Salzlösung Zellkultur 40 mM Tris, 1 mM EDTA, 250 mM NaCl, pH=7,4-7,5 mit HCl 

Sammelgelpuffer 5x 0,3 M Tris, 0,25% SDS, pH=6,7 mit Phosphorsäure 

SOB Medium 20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl, 2,5 ml 1 M KCl, 10 ml 1 M MgCl2 in 
1 l H2O, pH=7,0 mit NaOH 

SOC Medium 980 ml SOB Medium + 20 ml 1 M Glucose 

Solubilisierungspuffer KCl 0,2 M, Na2-EDTA 1 mM, Glycerol 6%, Protease-Inhibitoren in 50 mM 
Tris/Citrat Puffer, pH=7,5 

TAE Puffer 242 g Tris, 0,5 M Na2-EDTA (pH 8,0), 57,1 ml Eisessig in 1 l H2O 

TB Medium (a) 12 g Trypton, 24 g Hefeextrakt, 4 ml Glycerin in 900 ml H2O 
(b) 0,17 M KH2PO4, 0,72 M K2HPO4 
900 ml (a) + 100 ml (b) 

TBS 50 mM Tris, 150 mM NaCl in H2O, pH=7,5 mit HCl 

TBST 1 l TBS Puffer + 1 ml Tween 20  

TE Puffer 100x 1 M Tris-HCl, 0,1 M Na2-EDTA, pH=7,5 mit HCl 

Transformationspuffer 10 mM Pipes, 15 mM CaCl2, 250 mM KCl in H2O, pH=6,7-6,8 mit KOH, 
anschließend 55 mM MnCl2 zugeben 

Trenngelpuffer 2,5x 1,875 M Tris, 0,25% SDS, pH=8,9 mit HCl 

Tris/Citrat Puffer 1 M 121,1 g Tris in 1 l H2O, pH=7,5 mit Zitronensäure 

Tris/HCl Puffer 1 M 121,1 g Tris in 1 l H2O, pH=7,5 mit HCl 

 

Tab. 4: Geräte 

Gerät Hersteller 

Airfuge Ultracentrifuge Beckman 

Analysenwaage Quintix 124 Sartorius 

Biofuge 13 Heraeus 

Brutschrank Forma Steri-Cult CO2 Incubator Thermo Scientific 

Brutschrank Modell 500 Memmert 

C-Digit Scanner Licor 

Dispenser Eppendorf 

Drucker Mitsubishi P91 Mitsubishi 
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Gerät Hersteller 

Fraktionierer LKB RediFrac Pharmacia 

GeneAmp PCR System 2400 Perkin Elmer 

Harvester M-24 Brandel 

Heizblock DRI-BLOCK DB-2D Techne 

Incubator Shaker innova 4300  New Brunswick Scientific 

Kühlzentrifuge 5417R Eppendorf 

LS6500 Multi-Purpose Scintillation Counter Beckman 

Mastercycler gradient Eppendorf 

Megafuge 1.0R Heraeus 

Mikroskop IX50 Olympus 

Mini -Protean II Electrophoresis Cell Bio-Rad 

NanoDrop ND-1000 Peqlab 

Optima L-70K Ultracentrifuge Beckman 

ph-Elektrode SenTix Plus WTW 

pH-Meter pH526 WTW 

Pipetten, diverse Eppendorf, Gilson 

PowerPAC 3000 Bio-Rad 

Schüttler 3013 GFL 

Schüttler KS250 basic IKA Labortechnik 

Schüttler Mini Rocker-Shaker PMR-30 Grant 

SonoPlus HD 2070 Bandelin 

Sorvall RC5B Plus Sorvall 

Sprout Minizentrifuge Biozym 

SterilCARD Class II Type A/B3 Baker Company 

Thermomixer comfort Eppendorf 

Trans-Blot SD Semidry Transfer Cell Bio-Rad 

Überkopfschüttler 3025 GFL 

Ultra Turrax T25 Janke & Kunkel 

Ultraschallbad Transsonic 460/H Faust Elma 

UV Kasten N90 Konrad Benda 

UV/Vis Spectrometer Lambda Bio Perkin Elmer 

Waage BP2100S Sartorius 

Wasserbad 1083 GFL 
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Tab. 5: Rotoren 

Rotor Hersteller 

SS-34 Sorvall 

SM24 Sorvall 

SLA1500 Sorvall 

SW27 Beckman 

VTI65.1 Beckman 

VTI50 Beckman 

70.1 Ti Beckman 

 

Tab. 6: Verbrauchsmittel 

Verbrauchsmittel Hersteller 

1,5/2,0 ml Reaktionsgefäße Sarstedt 

6-well Platten Nunclon Delta Thermo Scientific 

Agarschalen 100*20 mm Sarstedt 

Bakterienkulturröhrchen 14 ml Greiner Bio-One 

CombiTips advanced Eppendorf 

Extra Thick Blotting Paper Thermo Scientific 

Falkon Reaktionsgefäße 15/50 ml Greiner Bio-One 

Glasfaserfilter GF/C GE Healthcare 

Immobilon-P Membran PVDF Millipore 

Kanülen 1,10*40mm BD 

Küvetten, Halbmikro, PS Ratiolab 

Messpipetten Greiner Bio-One 

OptiSeal Zentrifugenröhrchen Beckman 

PCR Reaktionsgefäße Sarstedt 

Pipettenspitzen, diverse Brand, Eppendorf 

Zählfläschchen 6 ml Minis 2000 Zinsser Analytik 

Zellkulturflaschen 550 ml Greiner Bio-One 

Zellkulturschalen 145*20 mm Greiner Bio-One 

Zentrifugenröhrchen Airfuge Beckman 

Zentrifugenröhrchen Thinwall Polypropylen Beckman 
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Tab. 10: Substanzen für Bindungsstudien 

Substanz Hersteller Konzentration Lösungsmittel 

GABA Sigma 10 mM Tris/Citrat 50 mM 

DS-Derivate AG Schirmeister/Rösch/Frølund 10 mM DMSO 

Diazepam Sigma-Aldrich 40 mM Ethanol 

Bretazenil Roche 100 mM Ethanol 

EBOB Laborbestand 20 mM Ethanol 

Flumazenil Sigma-Aldrich 10 mM Ethanol 

RO15-4513 Laborbestand 10 mM Ethanol 

Muscimol Laborbestand 10 mM Ethanol 

 

Tab. 11: Radioaktive Liganden für Bindungsstudien 

[3H]Ligand  Bindestelle Hersteller 

[3H]Ethynylbicycloorthobenzoate 
([³H]EBOB) 

Kanalpore Perkin Elmer 

[3H]Muscimol GABA Bindestelle Perkin Elmer 

[3H]RO15-4513 Benzodiazepin Bindestelle Perkin Elmer 

 

Tab. 12: Verwendete Polymerase 

Polymerase Hersteller 

Phusion High Fidelity Polymerase NEB 

 

Tab. 13: Primer  

Nr. Primer  Sequenz 

1 pRK 3´ seq AGCTGCAATAAACAAGTTGG 

2 pRK 5´ seq TCCACTTTGCCTTTCTCTCC 

3 b3_delta fw GCAATTTAAATCAAGCTCAGCAACAGGGCC
AAGCAGCTAATGGCCAGCCGCACCATGGCG 

4 g2/d_b3 bw CTGGCGCGCCAGCGCTGTTCTGTTCTGCATT
GCGGCCGCCACCG 

5 a1_TPDTFFH_fw ACTCCAGATACATTTTTCCAC 

6 a1_LMASKIW_bw CCAGATTTTACTGGCCATCAG 

7 a6_TPDTFFR_fw ACTCCGGACACATTTTTCCGA 

8 a6_LMVSKIW_bw CCAGATCTTACTGACCATCAA 

9 a1_YTIDVFF_fw TATACAATAGATGTGTTTTTCCGC 

10 a1_VSDHDME_bw TTCCATATCGTGGTCTGACAC 
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3.2 Proteinbiochemie 

3.2.1 Proteinbestimmung 

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Bradford-Methode. Verwendet wurde das 5x Konzentrat von 

BioRad bzw. Roth. Die Eichgerade wurde für beide Reagenzien mit BSA bestimmt und kam bei der 

Berechnung des Proteingehalts zum Einsatz. Für das Reagenz von Roth ergab sich die Gleichung y = 

36,32*x + 0,1015 und bei BioRad war es y = 20,531*x + 0,591. Es wurden dabei 10 µl der 

Proteinsuspension mit 790 µl Wasser und 200 µl 5x Konzentrat in einer Küvette vereinigt, gemischt 

und 5 min inkubiert. Anschließend wurde die Absorption bei einer Wellenlänge von 595 nm 

gemessen. 

3.2.2 Solubilisierung membranständiger Proteine mittels LDS für SDS-PAGE 

Transfizierte HEK293 Zellen wurden 24 h nach Transfektion gewaschen und nach 48 h geerntet. Dazu 

wurde das Medium der auf 6-well Platten wachsenden Zellen vorsichtig abgesaugt und mit 2 ml 

kaltem PBS gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden mithilfe eines Zellschabers in 1 ml kaltem 

PBS vom Plattenboden abgelöst und in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß bei 350 g und 4 °C für 10 min 

abzentrifugiert. Das Pellet wurde anschließend in 0,5 ml Tris/Citrat Puffer 50 mM mit zugesetzten 

Protease-Inhibitoren resuspendiert und die Zellen mit Ultraschall aufgebrochen (10 Pulse bei 50% 

Power). Die DNA wurde dabei durch einwirkende Scherkräfte in kleine Fragmente zerlegt und konnte 

somit bei späterer Solubilisierung mit LDS nicht mehr zu einer Schleimbildung führen. Die 

Zellfragmente wurden anschließend bei 20000 g, 4 °C für 30 min zentrifugiert, um lösliche Proteine 

zu entfernen. Anschließend wurde das Pellet in 100 µl Tris/Citrat Puffer 50 mM mit zugesetzten 

Protease-Inhibitoren mit 2-3 Ultraschallimpulsen (Power 50%) resuspendiert. Es wurden 39 µl der 

Suspension entnommen und 6 µl 1 M DTT sowie 15 µl Roti-Load3 4x ergänzt. Die Proben wurden für 

10 min bei 70 °C erhitzt und anschließend 10 min in der Airfuge bei 126000 g (Luftdruck: 152 kPa) 

abzentrifugiert, um zu gewährleisten, dass nur solubilisierte Proteine auf das SDS-Gel aufgetragen 

wurden und keine suspendierten Proteine die Taschen verstopfen konnten. Roti-Load3 enthält 

Lithiumdodecylsulfat (LDS) statt Natriumdodecylsulfat (SDS), das den Vorteil einer höheren 

Löslichkeit in Wasser besitzt und damit eine Elektrophorese bei 4 °C ermöglicht. Roti-Load3 enthält 

noch keine reduzierenden Zusätze und daher wurde DTT zu einer Endkonzentration von 100 mM 

ergänzt. LDS ist in der Lage durch seine amphotere Struktur die Proteine aus der hydrophoben 

Membran herauszulösen, zu denaturieren und an der Oberfläche des Proteins sitzend durch sein 

hydrophiles Ende eine Löslichkeit zu gewährleisten. LDS bindet die meisten Proteine im Verhältnis 

1,4 g LDS/g Protein, woraus ein konstantes Ladungs- zu Masse-Verhältnis resultiert. Durch DTT 

werden Disulfidbrücken in der Quartärstruktur gespalten, sodass die Denaturierung und damit die 

Begradigung der Proteinstruktur gewährleistet wird. Da das Ladungs- zu Masse-Verhältnis immer 

gleich ist und die Proteine in denaturierter Form vorliegen, wandern sie unabhängig von ihrer 
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Eigenladung oder ursprünglichen Quartärstruktur nur aufgrund ihres Molekulargewichtes im 

elektrischen Feld. 

3.2.3 SDS-Gelelektrophorese 

Für die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde die Apparatur BioRad Mini 

Protean 2 verwendet. Die Zusammensetzung des Gels erfolgte nach Auflistung in Tab. 21. Das 6-

8%ige Trenngel wurde in die Gelkammer gegossen und mit Isopropanol überschichtet, um eine 

exakten Übergang zum Sammelgel zu erhalten. Nach Polymerisation des Acrylamids wurde das 

Isopropanol abgegossen und kurz gewartet, damit Reste verdunsten konnten. Daraufhin wurde das 

Sammelgel in die Gelkammer gegossen und der Kamm eingesetzt. Nach der Polymerisation wurde der 

Kamm vorsichtig entfernt und die Gelkammer in einen Mini Protean 2 Apparat eingesetzt. Als 

Elektrophoresepuffer wurde der ProSieve Ex Running Puffer von Lonza verwendet. Der Überstand der 

aufbereiteten Proben aus 1.1 wurde für die SDS-PAGE verwendet. Je nach Expressionsstärke 

(Erfahrungswerte) wurden mit einer Hamiltonspritze 5-30 µl des Überstands in die Taschen des Gels 

gefüllt. In eine Tasche wurden 5 µl ProSieve QuadColor Proteinmarker (Lonza) aufgetragen. 

Bedingungen der Elektrophorese waren 20 min bei 50 V, wobei die Proteine das Sammelgel passierten 

und dann, ungefähr mit Übertritt ins Trenngel wurde die Spannung auf 100 V für 90 min erhöht. Die 

äußere Plastikwanne des Mini Protean 2 Systems stand während der Elektrophorese auf Eis und sodass 

der Laufpuffer gekühlt wurde. 

Tab. 21: Komponenten bei der Herstellung von SDS-Gelen 

Komponente Sammelgel 4% Trenngel 8% 

Puffer 1 ml (5x Puffer) 4 ml (2,5x Puffer) 

Acrylamid (30%) 0,67 ml 2,67 ml 

TEMED 7 µl 13 µl 

Ammoniumpersulfat 10% 45 µl 136 µl 

VE-Wasser Auf 5 ml Auf 10 ml 

 

3.2.4 Western Blot 

Nach Beendigung der SDS-PAGE wurde das Gel vorsichtig aus den beiden Glasplatten, die die 

Gelkammer bilden herausgelöst und 5 min in VE-Wasser gewaschen. Anschließend wurde das Gel 5 

min in ProSieve Ex Western Blot Transfer Puffer (Lonza) equilibriert. Die PVDF-Membran wurde 

kurz in Methanol aktiviert, anschließend 5 min in VE-Wasser gewaschen und ebenfalls 5 min in 

Western Blot Transfer Puffer equilibriert. Dickes Filterpapier wurde mit Western Blot Transfer Puffer 

befeuchtet und das Sandwich bestehend aus Filterpapier, PVDF-Membran, Gel, Filterpapier 

(Reihenfolge: Anode in Richtung Kathode) auf die Anode des BioRad SemiDry Blotters aufgebracht. 

Der Transfer fand bei 15 V für 20 min statt. Die Membran wurde anschließend kurz in VE-Wasser 



3 Material und Methoden 

37 
 

gewaschen und die Leiter des Größenmarkers mit dem WesternBright ChemiPen (Advansta) 

nachgezeichnet. Die Membran wurde dann 1 h bei RT auf dem Kippschüttler mit 0,5% Milchpulver in 

TBST blockiert. Der primäre Antikörper wurde in 0,5% Milchpulver in TBST verdünnt 

(Verdünnungen siehe Tab. 7) und über Nacht bei 4 °C auf dem Kippschüttler mit der Membran 

inkubiert. Je nach Ausmaß der Membran und des Inkubiergefäßes wurden 7,5-10 ml von der 

Verdünnung des primären Antikörpers verwendet. Nach etwa 17 h Inkubation wurde der primäre 

Antikörper verworfen und die Membran einmal kurz und dreimal für 10 min mit 20 ml kaltem TBST 

gewaschen. Der sekundäre Antikörper wurde ebenfalls in 0,5% Milchpulver in TBST verdünnt 

(Verdünnungen siehe Tab. 8) und 1 h bei RT mit der Membran inkubiert. Anschließend wurde die 

Membran wie zuvor beschrieben gewaschen und zusätzlich noch einmal für 10 min mit 20 ml TBS. 

Da der sekundäre Antikörper mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist, wurde ein ECL (enhanced 

chemiluminescence) Reagenz (WesternBright Sirius) zur Sichtbarmachung des Antikörpers 

verwendet. Die beiden Komponenten des WesternBright Reagenz wurden zu gleichen Teilen (500 µl 

pro Komponente für 42 cm2) gemischt und 2 min mit der Membran inkubiert. Die Membran wurde 

dann mit einem C-Digit Scanner von Licor gescannt und gescannte Bilder mit dem Programm Image 

Studio Lite 3.1 bearbeitet. 

3.2.5 Anfärben von Gelen und Blots 

Zur Sichtbarmachung von Proteinbanden in Gelen oder auf Blots ohne den Einsatz spezifischer 

Antikörper, wurden die Färbelösungen Coomassie Blue (Gele) und Amidoschwarz (Blots) verwendet. 

Gel oder Blot wurden dazu 15 min in der Färbelösung inkubiert. Da dabei nicht nur die Proteinbanden 

gefärbt werden, sondern auch das Gel oder der Blot Farbe ziehen, wurden sie anschließend 1 h mit 

Entfärbelösung inkubiert. Dabei wurde überschüssiger, nicht gebundener Farbstoff herausgewaschen. 

Die Entfärbelösung wurde alle 15 min erneuert. 

3.2.6 Solubilisierung membranständiger Proteine für Bindungsassays oder 

Sucrosegradienten 

Bei der Solubilisierung handelt es sich um das Herauslösen der membranständigen Proteine aus der 

Membran und anschließende Gewährleistung der Löslichkeit in wässrigem Milieu. Um die GABA 

Rezeptoren bei diesem Vorgang als gesamtes Pentamer zu erhalten, mussten schonende Detergenzien 

verwendet werden. Hierfür wurden nach Testung der Solubilisierungseffizienz vor allem Chaps und 

Sarkosyl in einer Konzentration von 1% verwendet. 

Krude Membranen wurden dazu nass gewogen und in einem Verhältnis von 0,15 mg Pellet/µl 

Solubilisierungspuffer aufgenommen. Anschließend wurde das Pellet durch Sonifizieren (30 sec, 

Power 50%) resuspendiert und durch die einwirkenden Scherkräfte auch DNA zerkleinert, die sonst 

zur Schleimbildung mit Detergenzien führen würde. Das Detergenz wurde dann zugefügt, sodass sich 

eine Konzentration von 1% ergab. Die Solubilisierung erfolgte bei 4 °C für 1 h im Über-Kopf-
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Gradient von unten fraktioniert. Dazu wurde eine Kanüle (1,1 mm Durchmesser) in den Boden des 

Zentrifugationsröhrchens gesteckt und mit dem Fraktionierer LKB RediFrac in 90-Tropfen-Fraktionen 

aufgeteilt. Die erhaltenen Fraktionen wurden dann auf Sucrosegehalt und interne Standards geprüft 

und durch [3H]Muscimol-Bindungsassays auf die Anwesenheit von GABAA Rezeptoren überprüft.  

3.2.8.1 Linearität des Gradienten 

Abb. 4 zeigt bei zwei unabhängig voneinander gegossenen Gradienten die Linearität. Der 20%igen 

Sucroselösung wurde Bromphenolblau zugesetzt. Die Linearität der Gradienten ist gut vergleichbar 

und die Methode des Gießens damit brauchbar. Ebenfalls dargestellt ist die Linearität nach 48 h 

Zentrifugation und nachfolgendem Abnehmen. Dabei wurde die Sucrosekonzentration mithilfe eines 

Handrefraktometers bestimmt. Auch nach 48 h ist die Linearität noch zuverlässig gegeben. Dennoch 

wurden jedem Gradienten interne Standards zugefügt. 

 

Abb. 4: Linearität der Gradienten. A: Messung der Linearität des Sucrosegradienten mittels 
Absorptionsmessung im UV/Vis Spektrophotometer bei 595 nm. Die dichtere 20%ige Sucrose-Lösung wurde 
mit Bromphenolblau eingefärbt. Die Fraktionierung erfolgte unmittelbar nach dem Gießen des Gradienten. Der 
Geraden liegt ein n von 2 zugrunde. B: Messung der Linearität des Sucrosegradienten mittels Refraktometrie der 
abgenommenen Fraktionen nach 48 h Zentrifugation. Gemessen wurden °Oechsle. Dargestellt sind die Werte 
von drei verschiedenen Gradienten. 

 

3.2.8.2 Detektion Fluorescein- und Rhodamin-gekoppelter Standards 

Die Detektion der internen Standards Catalase-Fluorescein, BSA-Fluorescein und IgG-Rhodamin 

erfolgte durch Messung der Fluoreszenz. Das Rhodamin-gekoppelte IgG wurde bei 540 nm angeregt 

und die Fluoreszenz bei 570 nm gemessen. Die Fluorescein-gekoppelten Standards wurden bei 485 nm 

angeregt und die Fluoreszenz bei 520 nm gemessen. Der Gain des Fluoreszenz Plate Readers wurde so 

gewählt, dass die Intensität der gemessenen Fluoreszenz nicht zu hoch wurde und die Messbarkeit des 

Gerätes überschritt. 

3.2.8.3 Detektion von Hämoglobin 

Hämoglobin kann zum einen über die intrinsische Peroxidase-Eigenschaft gemessen werden. Dazu 

wurden 3-6 µl der entsprechenden Fraktionen auf eine mit Methanol aktivierte und gewaschene 
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PVDF-Membran aufgetragen und 2 min mit ECL-Reagenz inkubiert (Bedingungen in Kapitel 3.2.4 

Western Blot beschrieben). Die gemessene Intensität der Chemilumineszenz zeigte einen annähernd 

linearen Zusammenhang zur eingesetzten Hämoglobin-Menge (Abb. 5). Zum anderen wurde 

Hämoglobin spektrophotometrisch bestimmt durch Messung der Absorption der Lösung bei 415 nm. 

Beide Nachweismethoden sind zur Bestimmung der Hämoglobin-Menge geeignet, wie der 

gleichmäßige Aufbau des Hämoglobin-Peaks in den Sucrosegradienten zeigte (siehe Ergebnisteil). 

 

Abb. 5: Peroxidase-Aktivität von Hämoglobi n. Linearer Zusammenhang steigender Konzentrationen von 
Hämoglobin. Die detaillierten Bedingungen der Nachweis-Methode sind dem Kapitel zu entnehmen. Die 
Peroxidase-Aktivität wurde zusammen mit ECL Reagenz im Chemilumineszenz-Scanner sichtbar gemacht. 
Quantifizierung erfolgte im Analyse-Programm des Herstellers. 

 

3.2.8.4 Detektion von Catalase 

Catalase wurde aufgrund der Peroxidase-Eigenschaften detektiert. Hierzu wurden zu 100 µl-

Fraktionen je 100 µl Triton X 100 1% zugesetzt und 100 µl Wasserstoffperoxid 30%. Die Umsetzung 

des Wasserstoffperoxids zu Wasser und Sauerstoff erfolgt durch die katalytische Wirkung der 

Catalase. Der sich bildende Sauerstoff wurde durch das zugesetzte Triton X 100 als Schaum 

eingefangen. Im Reagenzglas konnte dann mithilfe eines Lineals die Schaumhöhe gemessen werden. 

Die Linearität dieses Assays wurde in der Literatur beschrieben.195  

3.2.8.5 Detektion von alkalischer Phosphatase 

Die alkalische Phosphatase als interner Standard wurde durch ihre enzymatische Aktivität bestimmt. 

Dabei wurde ein Assay gewählt, in dem das Enzym die hydrolytische Spaltung von p-

Nitrophenylphosphat (PNPP) zu p-Nitrophenol katalysiert. Die Absorption von p-Nitrophenol kann 

bei 405 nm gemessen werden. 50 µl der entsprechenden Fraktionen wurden dazu mit 500 µl PNPP-
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Lösung (1mg/ml PNPP in Substratpuffer aus 10 mM Tris/HCL, 0,5 mM MgCl2, pH 9,2) versetzt und 

nach mehreren Minuten Inkubation bei 37°C im UV/Vis Spektrophotometer vermessen.  

3.2.8.6 Detektion von Aldolase 

Der Aldolase-Assay erfolgte über mehrere Schritte. Zunächst wurde durch das Enzym Aldolase 

(Fructose-1,6-diphosphataldolase) die Spaltung von Fructose-1,6-diphosphat in 

Glyceraldehydphosphat und Dihydroxyacetonphosphat katalysiert. Die Triosephosphate wurden durch 

zugesetztes Hydrazinsulfat an einer Weiterreaktion gehindert. Die Enzymreaktion wurde durch 

Zugabe von Trichloressigsäure gestoppt. In einem weiteren Reaktionsschritt wurden NaOH und 2,4-

Dinitrophenylhydrazin zugegeben, wobei sich aus den Triosephosphaten die farbigen 

Dinitrophenylhydrazone bildeten. Deren Absorption konnte bei 540 nm bestimmt werden. Die 

Durchführung des Aldolase-Assays lehnte sich an ein Protokoll von Pinto aus dem Jahre 1969 an.196 

Im Falle der Fraktionen aus dem Sucrosegradienten wurden 100 µl der jeweiligen Fraktion mit 700 µl 

Tris/Citrat-Puffer pH 7,3, 100 µl Hydrazinsulfat 0,056 M und 100 µl Fructose-1,6-diphosphat 0,05 M 

versetzt und 90 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden 100 µl entnommen und die 

Enzymreaktion mit 100 µl Trichloressigsäure 10 % abgestoppt. Es wurden abermals 100 µl 

entnommen und mit 100 µl NaOH 0,75 N 10 min bei RT inkubiert. 100 µl 2,4-Dinitrophenylhydrazin 

[0,1 N] wurde zugegeben und 10 min bei 37°C inkubiert. Zu den 300 µl wurden 750 µl NaOH [0,75 

N] gegeben und die Farbentwicklung der Dinitrophenylhydrazone erfolgte 5 min lang bei RT. Die 

Absorption wurde im UV/Vis Spektrophotometer bei 540 nm bestimmt. Die Linearität des Assays in 

Abhängigkeit der eingesetzten Units an Aldolase ist in Abb. 6 dargestellt. 

 

Abb. 6: Aldolase-Aktivität.  Linearer Zusammenhang steigender Konzentrationen des Enzyms Aldolase im 
beschriebenen Nachweis-Assay. Die detaillierten Bedingungen sind dem Kapitel zu entnehmen. Die Messung 
der Absorption erfolgte bei 540 nm im UV-Vis Spektrophotometer. 

 

y = 6,2369x - 0,0561
R² = 0,9932

-0,2

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

0 0,05 0,1 0,15 0,2

O
.D

. 5
40

 n
m

Aldolase [Units]

Aldolase-Aktivität

















3 Material und Methoden 

50 
 

Der Überstand wurde anschließend auf eine Säule mit Silika-Membran geladen. Dabei sorgte das 

chaotrope Guanidinhydrochlorid für eine Entfernung der Hydrathülle der DNA und erleichterte die 

Bindung an die Säule. Der ethanolhaltige Waschpuffer verbesserte ebenfalls die Bindung der DNA an 

das Säulenmaterial und half überschüssige Salze von der Säule zu waschen. Eluiert wurde 

anschließend mit Wasser. 

3.3.11.2 Mini -Präparationen mit selbst hergestellten Lösungen 

Es wurden 1,5 ml von einer 3 ml Kultur in LB Medium + Ampicillin 100 µg/ml entnommen und bei 

1000 g für 3 min abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde mit 150 µl Lösung 1 resuspendiert. 150 µl 

von Lösung 2 wurden zugefügt und 6x invertiert. Dieser Schritt war für die alkalische Lyse 

verantwortlich, da Lösung 2 NaOH und SDS enthielt. Da es wichtig war, dass die an die Zellmembran 

gebundene genomische DNA nicht abgelöst wurde, musste bei diesem und dem nachfolgenden Schritt 

vorsichtig vorgegangen werden. Nach Zugabe von Lösung 3 wurden durch die enthaltene Essigsäure 

Proteine präzipitiert und gleichzeitig auch die daran gebundene genomische DNA. Das Präzipitat 

wurde anschließend bei 20000 g für 5 min abzentrifugiert und 400 µl des Überstandes vorsichtig 

entnommen. In diesem befand sich die gewünschte Plasmid DNA. Der Überstand wurde mit 280 µl 

Isopropanol 100% versetzt, was in einer 40%igen Isopropaol-Lösung resultierte. Bei dieser 

Konzentration präzipitierte die Plasmid DNA. Die gefällte DNA wurde dann bei 20000 g für 15 min 

abzentrifugiert, der Überstand abgenommen und das Pellet leicht getrocknet, um überschüssiges 

Isopropanol, das die Arbeit von Restriktionsenzymen stören könnte, zu entfernen. Die gefällte DNA 

wurde in 100 µl entionisiertem Wasser, das mit RNAse (Endkonzentration: 100 µg/ml) versetzt war, 

aufgelöst. Da die DNA bei dieser Aufarbeitungsmethode nicht ausreichend gewaschen wird, ist mit 

Verunreinigungen zu rechnen. Zum Kontrollverdau größerer Mengen an Klonen ist sie aber gut 

geeignet, da sie ist entsprechend günstig und für den Verdau mit Restriktionsenzymen vollkommen 

ausreichend ist. 

3.3.12 Midi - und Maxi-Präparationen 

Midi - und Maxipräparationen wurden durchgeführt, um größere Mengen an Plasmid DNA zu 

gewinnen. Da diese zur Transformation in HEK293 Zellen verwendet wurde musste die DNA sehr 

rein sein. Zum einen wurden die Kits NucleoBond Xtra Midi und Maxi (Macherey-Nagel) verwendet, 

zum anderen kam die Aufreingigungsmethode über einen Cäsiumchlorid-Gradienten zum Einsatz. 

3.3.12.1 Midi - und Maxipräparationen mittels Kit  

Wichtig bei der Auswahl eines Kits ist die Methode, mit der die DNA aufgereinigt wird, denn die 

Reinheit der eluierten Plamid DNA muss eine Transfektion gewährleisten können. Aufreinigung von 

DNA über Silika-Membranen ist für eine Sequenzierung der DNA rein genug, nicht jedoch für 

Transfektionen geeignet. Anionen-Austausch Chromatographie dagegen erzielt, wie auch die 

Reinigung über den Cäsiumchlorid-Gradienten, eine ausreichend hohe Reinheit. Entsprechend wurden 
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die NucleoBond Xtra Kits von Macherey-Nagel verwendet. Die Membran der Säulen besteht dabei 

aus Siliciumdioxid, welches eine ideale Porengröße für maximalen Kontakt der Oberfläche mit der 

DNA besitzt. Die Siliciumdioxid-Partikel besitzen eine hohe Dichte an positiv geladenen 

Methylaminoethanol-Seitenketten. Der protonierte, positiv geladene Zustand der Seitenketten besteht 

über einen bestimmten pH Bereich hinweg. Die negativ geladene Plasmid DNA bindet an das 

Säulenmaterial. Zwei Waschschritte führen zur Entfernung von Kontaminationen. Die Elution erfolgt 

unter basischen Bedingungen. Dabei werden die Seitenketten neutralisiert und die DNA freigesetzt. 

Zur weiteren Entfernung von Verunreinigungen wird die DNA mit Isopropanol präzipitiert und 

anschließend mit 70%igem Ethanol gewaschen. 

Zur Gewinnung von Plasmid DNA wurden Bakterienkulturen angelegt, die je nach Säulengröße 50 ml 

(Midi -Präp.) bis 150 ml (Maxi-Präp.) umfassten. Dabei wurde erst eine Kolonie des retransformierten 

Plasmids gepickt und für 6 h in 3 ml LB Medium + Ampicillin 100 µg/ml bei 37 °C und 210 rpm im 

Inkubator wachsen gelassen. Die Kultur wurde über Nacht in das entsprechende Volumen TB Medium 

+ Ampicillin 100 µg/ml überführt und ebenfalls bei 37°C und 210 rpm im Inkubator anwachsen 

gelassen. Die Bakteriensuspension wurde am darauffolgenden Tag bei 6000 g für 15 min bei 4 °C 

abzentrifugiert. Das Pellet wurde gewogen und die Herstellerangaben dabei weitestgehend 

berücksichtig (0,75 g bei Midi-Präp. und 2,25 g bei Maxi-Präp.). War das abzentrifugierte Pellet zu 

schwer, musste das eingesetzte Volumen verschiedener Puffer, wie in der Anleitung beschrieben, 

angepasst werden. Ansonsten wurde sich exakt an das Protokoll gehalten. 

3.3.12.2 Midi - und Maxipräparationen mittels Cäsiumchlorid-Gradient 

Es wurde sich weitestgehend an die Vorgaben von Lüddens und Korpi gehalten.198 Dabei wurde eine 

Kolonie des retransformierten Plasmids gepickt und in 3 ml LB Medium + Ampicillin 100 µg/ml für 6 

h bei 37 °C und 210 rpm im Inkubator anwachsen lassen. Die gesamte Vorkultur wurde in eine 50 ml 

(Midi) oder 200 ml (Maxi) Hauptkultur aus TB Medium + Ampicillin 100 µg/ml überführt und zu 

denselben Bedingungen über Nacht weiterwachen gelassen. Die gesamte Kultur wurde am 

darauffolgenden Tag bei 3000 g für 10 min bei 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml (Midi) 

bzw. 30 ml (Maxi) Lösung 1 resuspendiert. Anschließend wurden 20 ml bzw. 60 ml Lösung 2 

hinzugefügt, 6x vorsichtig invertiert und 10 min auf Eis inkubiert. Nach erfolgter alkalischer Lyse 

wurden 16 ml bzw. 50 ml eiskalte Lösung 3 zugesetzt, 12x invertiert und 5 min auf Eis inkubiert. Das 

Präzipitat, welches sich durch Fällung der Proteine im essigsauren Milieu bildete und assoziierte 

genomische DNA mitriss, wurde abzentrifugiert (27000 g, 15 min). Der Überstand wurde mit einer 

entsprechenden Menge Isopropanol 100% versetzt, sodass eine 40%ige Lösung entstand und die 

Plasmid DNA gefällt und abzentrifugiert (27000 g, 20 min, 4°C) werden konnte. Das DNA Pellet 

wurde dann in 5 ml bzw. 25 ml TE Puffer resuspendiert und mit 5 g bzw. 25 g Cäsiumchlorid versetzt. 

Zusätzlichen wurden 0,2 bzw. 0,4 ml Ethidiumbromid-Lösung (10 mg/ml) zugefügt. Die Suspension 

wurde bei 3000 g für 15 min bei RT zentrifugiert, um grobe Bestandteile zu entfernen. Anschließend 
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wegen des zugesetzten DMSO, mit dem die Zellen im Stickstoff eingefroren werden, schnellstmöglich 

nach dem Anwachsen erneuert werden. 

2.5.2 Kultur von HEK 293 Zellen  

Zellen wurden in 550 ml Zellkulturflaschen kultiviert. Einmal wöchentlich wurden die Zellen 

passagiert. Dazu wurden die 20 ml Medium abgenommen und die Zellen mit Salzlösung vom Boden 

abgelöst. Die abgelösten Zellen wurden mit 10 ml Medium resuspendiert und auf 160 bis 200 ml mit 

Medium aufgefüllt. 20 ml wurden in eine neue Zellkulturflasche oder Platten zur Transfektion 

überführt. Nach Passage 20 wurden die Zellen verworfen und neue aufgetaut. 

2.5.3 Transfektion 

Transfiziert wurde Plasmid-DNA mit der Calcium-Phosphat-Präzipitationsmethode. Dazu wurde eine 

Calciumchlorid-Lösung 2,5 M zugegeben (Endkonzentration 0,156 M) und die Plasmid DNA mit 

Wasser zu 1 ml pro Platte verdünnt. Die Konzentrationen der Plasmid DNA sind in Tab. 18 

aufgelistet. Anschließend wurde 1 ml HBS 2x zugesetzt und durch mehrmaliges Pipettieren der 

Lösung gemischt. Die Zusammensetzung eines Transfektionsansatzes ist Tab. 23 zu entnehmen. Pro 

145 mm Platte wurden 2 ml der Lösung gleichmäßig über die Fläche zugetropft und durch Schwenken 

der Platte verteilt. Durch die Zugabe von Calciumchlorid und HBS bildeten sich Calciumphosphat-

Kristalle, an die die DNA oberflächlich gebunden wurde. Diese Kristalle wurden von den Zellen durch 

Endozytose aufgenommen und die Plasmid DNA konnte im Inneren der Zelle transkribiert werden. 

Platten zur Transfektion wurden 3 bis maximal 4 Tage vor Transfektion mit Zellen bestückt, die sich 

in 20 ml Medium befanden. Konfluenz der Zellen bei Transfektion war 40-50 %. 16 bis 24 h nach 

Transfektion wurde das Medium abgenommen und durch 15 ml frisches, warmes Medium ersetzt. 

Tab. 23: Transfektionsansatz 

Komponente Platte (143 cm2) 6-well (9,6 cm2) 

Plasmid-DNA Tab. Tab. 

CaCl2 2,5 M 0,125 ml 8,33 µl 

HBS 2x 1 ml 66,7 µl 

VE-Wasser Auf 2 ml Auf 133 µl 

 

2.5.4 Ernten von Zellen und krude Membranpräparation 

Etwa 48 h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet. Dazu wurde das Medium abgenommen, die 

Zellen mit 10 ml kaltem PBS gewaschen und anschließend mit 5 ml kaltem PBS befüllt und auf Eis 

gestellt. Die Zellen wurden mithilfe eines Zellschabers von der Oberfläche abgelöst und in 50 ml 

Falkon Reaktionsgefäßen auf Eis gesammelt. Die Zellen wurden anschließend bei 300 g für 10 min bei 

4 °C abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in 2-4 ml kaltem Tris/Citrat 
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stellen den linearen Zusammenhang der internen Standards dar und bilden die Grundlage der 

Berechnung des geschätzten S-Werts der GABAAR. E und F zeigen die [³H]Muscimol-Bindung der 

Fraktionen der beiden Sucrosegradienten. Die Peaks befanden sich im Bereich 9,24 S und 8,55 S. Als 

Mittelwert ergab sich damit ein S-Wert von 8,90 ± 0,49. Da dieser im Bereich der publizierten 9 S für 

ein GABAAR-Pentamer liegt, scheint das Artefakt im Vergleich zu normalen Rezeptoren keine 

gravierenden Unterschiede in der Dichtegradientzentrifugation zu zeigen.  In Abb. 63 E sind 

zusätzliche Peaks erkennbar. Diese liegen im Bereich von 6, 12 und 15 S, ließen sich aber in der 

zweiten Zentrifugation (Abb. 63 F) nicht bestätigen, obwohl auch dort die Bindung im niedrigen S-

Bereich wieder anstieg. 
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entwickeln ist nicht gelungen. Alle Bereiche, in denen das Molekül verändert wurde und somit eine 

Kopplung an Säulenmaterial ermöglichen sollte, waren entscheidend für die Bindung an GABAAR. 

Da die [³H]EBOB-Bindungsmodulation eine indirekte Methode ist und die Effekte der Liganden auf 

die verschiedenen Rezeptortypen nicht direkt messen kann, ist es unabdingbar, die Derivate, auch in 

Hinblick auf ihre Bindung an die chimären Rezeptoren, in weiteren Messmethoden zu analysieren. 
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8.5 Strukturen 

Tab. 33: Molekülstrukturen aller getesteten Substanzen 

Substanz Molekülstruktur  

DS1 

 

DS2 

 

17 

 

18 

 

19 
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20 

 

21 

 

23 

 

24 

 

25 
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26 

 

27 

 

28 

 

29 

 

30 
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31 

 

32 

 

33 

 

34 
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35 

 

38 

 

39 

 

40 
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41 

 

42 

 

43 

 

44 

 

Dargestellt sind die Molekülstrukturen aller hergestellten und getesteten Substanzen. Die Leitstrukturen sind die 
Verbindungen DS1 und DS2.  
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8.7 Lebenslauf 
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Scheme 1. Syntheses of 2-aryl-imidazo[1,2-a]pyridin-3-amines 
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Scheme 2. Syntheses of N-[2-arylimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl]amides. Compound 16 = DS2, compound 22 = DS1. 
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Scheme 3. Syntheses of compounds with a hydroxyl group in p-position of the benzamide part 
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Scheme 4. Syntheses of compounds 38 and 39 with terminally fluorinated alkyl chains 
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Figure 1 
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