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1 Einleitung 

1.1 Endocytose und der endosomale Transportweg 

Zellen stehen in ständiger Kommunikation mit ihrer Umgebung. Diese findet an der 
Oberfläche der Plasmamembran statt, welche das Zellinnere von der äußeren 
Umgebung abgrenzt. Die präzise Kommunikation der Zelle, welche adäquat auf die 
Signale von außen antworten muss und auch ihrerseits die Umgebung beeinflusst, wird 
durch Endocytose ermöglicht. (Übersicht in Doherty und McMahon, 2009).  

Die Endocytose ist an vielen Prozessen in der Zelle beteiligt. Sie spielt beispielsweise 
eine Rolle während der Antigen-Präsentation sowie der Zellwanderung (Übersicht in 
Doherty und McMahon, 2009). Des Weiteren versuchen auch Pathogene über die 
Endocytose in die Zelle einzutreten (Übersicht in Marsh und Helenius, 2006). 
Grundsätzlich dient die Endocytose der Speicherung, dem Recycling, der Sortierung 
und dem Abbau von Substanzen. Dabei wird sie ebenfalls bei der Regulation der 
Aktivität von verschiedenen Signalwegen benötigt, wie zum Beispiel im Fall des Notch-
Signalweges (Übersicht in Di Fiore und de Camilli, 2001; Seto et al., 2002; Polo und Di 
Fiore, 2006; Sorkin und von Zastrow, 2009). Ist der Prozess der Endocytose und des 
endosomalen Transportes gestört, kann dies zu schweren Krankheiten führen, wie 
beispielsweise zu neurodegenerativen Erkrankungen, wie Morbus Alzheimer (Cataldo 
et al., 2008) und Chorea Huntington (Pal et al., 2008) oder zu Neoplasien (Übersicht in 
Polo et al., 2004).  

Unter Endocytose ist die Abschnürung eines Teils der Plasmamembran in das 
Cytoplasma der Zelle zu verstehen (s. Abb. 1.1 �). Dabei kann je nach Art der 
Aufnahme des extrazellulären Materials zwischen Phagocytose (Aufnahme von 
größeren Partikeln bis zu ganzen Zellen) und Pinocytose (Aufnahme von Flüssigkeiten 
und gelösten Substanzen) unterschieden werden (Übersicht in Soldati und Schliwa, 
2006). Die Phagocytose dient in Protozoen vorwiegend als Nahrungsaufnahme, in 
Metazoen nutzen diese jedoch vor allem spezialisierte Zellen, wie beispielsweise 
Makrophagen bei Säugern, welche Mikroorganismen in sich aufnehmen, um sie zu 
zerstören. Durch Pinocytose werden kontinuierlich Flüssigkeiten und gelöste 
Substanzen von den Zellen aufgenommen. Die Rezeptor-vermittelte Endocytose, 
welche eine Art der Pinocytose darstellt, kann in die Clathrin-vermittelte, die Calveolin 
abhängige und die Clathrin- und Calveolin unabhängige Endocytose unterteilt werden 
(Übersicht in Doherty und McMahon, 2009). Unabhängig über welchen Mechanismus 
die Fracht endocytiert wurde, fusionieren mehrere primäre endocytotische Vesikel 
miteinander und bilden so das frühe Endosom oder sie fusionieren mit einem bereits 
gebildeten frühen Endosomen (Gruenberg et al., 1989). Das frühe Endosom wird als 
Haupt-Sortierstation angesehen, in dem die Fracht entweder recycelt oder über späte 
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Endosomen zum Lysosom gelangt, um dort degradiert zu werden (Übersicht in Huotari 
und Helenius, 2011). Es gibt in den frühen Endosomen sowohl tubuläre als auch 
vakuoläre Bereiche und die limitierende Membran enthält verschiedene Subdomänen, 
welche unterschiedlich in ihrer Zusammensetzung und Funktion sind (Übersicht in 
Zerial und McBride, 2001) (s. Abb. 1.1 �). Innerhalb kürzester Zeit wird der meiste 
Anteil der Fracht wieder recycelt, wofür die GTPasen Rab4 und Rab11 verantwortlich 
sind (Rab: Ras-related in brain) (s. Abb. 1.1 �). Der Rest akkumuliert im frühen 
Endosom und gelangt anschließend über die späten Endosomen in das degradative 
System (Übersicht in Maxfield und McGraw, 2004). In diesem erfolgt der Abbau der 
Fracht durch die Fusion der späten Endosomen mit dem Lysosom. Neben dem 
Recycling und der Degradation findet zudem ein reger Austausch zwischen den 
Endosomen und dem Trans-Golgi-Netzwerk statt, durch den während der 
endosomalen Reifung lysosomale Komponenten an die Endosomen geliefert werden 
und andere endosomale Komponenten entfernt werden (Übersicht in Anitei et al., 
2010) (s. Abb. 1.1 �).  

Damit die Proteine überhaupt in die frühen Endosomen aufgenommen werden können, 
müssen sie zunächst für den Abbau markiert werden. Dies geschieht über 
Ubiquitinierungen, wobei die Ubiquitinierung die Degradation der Proteine sowohl über 
das Proteasom, das Lysosom als auch über das Autophagosom vermittelt (Übersicht in 
Clague et al., 2012). Für den Abbau von Transmembranproteinen genügt schon eine 
Monoubiquitinierung für die Internalisierung und die darauffolgende Sortierung im 
frühen Endosom (Katzmann et al., 2001; Reggiori und Pelham, 2001; Polo et al., 
2002).  

Die Reifung der späten Endosomen besteht aus diversen Prozessen, welche alle stark 
reguliert sind. Dies ist essentiell, damit die Endosomen nur in Richtung des 
Proteinabbaus gehen können. Wichtige Prozesse sind der Austausch von 
Membrankomponenten, die Bewegung in Richtung der perinuklearen Region entlang 
von Mikrotubuli, Bildung von zusätzlichen intraluminalen Vesikeln, einen Abfall des 
intraluminalen pH-Wertes, einem Wechsel der Morphologie und auch die Akquise 
lysosomaler Komponenten (Übersicht in Huotari und Helenius, 2011) (s. Abb. 1.1 �). 
Auf einige dieser Prozesse wird im Folgenden näher eingegangen.  

Die späten Endosomen entstehen aus den vakuolären Domänen der frühen 
Endosomen. Durch die Bildung einer Rab7 Domäne am frühen Endosom werden die 
späten, bzw. reifenden Endosomen generiert (Rink et al., 2005; Vonderheit und 
Helenius, 2005). Da die frühen Endosomen Rab5 positiv sind, kommt es so zu einer 
transienten Bildung eines hybriden Rab5/Rab7 Endosoms. Anschließend wird Rab5 
innerhalb weniger Minuten durch Rab7 ersetzt. Durch die Konversion von Rab5 durch 
Rab7 wird so das frühe Endosom zu einem späten Endosom (Rink et al., 2005; 
Vonderheit und Helenius, 2005; Poteryaev et al., 2010).  

Eine entscheidende Rolle der Rab Konversion ist auch der Austausch der Fusions-
Maschinerie an der endosomalen Membran. Durch diesen können die reifenden 
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Endosomen nur noch mit anderen späten Endosomen oder Lysosomen fusionieren. Es 
gibt zwei verschiedene Komplexe, welche die Fusion der frühen Endosomen 
(CORVET) und späten Endosomen (HOPS) regulieren (Nickerson et al., 2009). Beide 
besitzen einen Kern, der aus den Proteinen Vps11, Vps16, Vps18 und Vps33 besteht 
(Vps: vacuolar protein sorting). Sie unterscheiden sich nur durch ihre assessorischen 
Proteine, CORVET besitzt zusätzlich die Proteine Vps3 und Vps8. Dem HOPS 
Komplex hingegen gehören außerdem die Proteinen Vps39 und Vps41 an. Es ist 
bekannt, dass Rab5 mit CORVET und Rab7 mit HOPS interagieren kann. Das 
derzeitige Modell sieht vor, dass die beiden Konversionen miteinander verbunden sind 
und miteinander reguliert werden (Übersicht in Balderhaar und Ungermann, 2013).  

Ein anderer Bestandteil der endosomalen Reifung ist der sukzessive Abfall des 
luminalen pH-Wertes der Endosomen. In frühen Endosomen liegt der pH-Wert bei 6,8-
6,1, in späten Endosomen bei 6,0-4,8 und in Lysosomen fällt der pH-Wert auf rund 4,5 
ab (Maxfield und Yamashiro, 1987). Die Azidifizierung wird durch V-ATPasen 
ermöglicht. Dies sind große, komplexe Protonenpumpen, welche einen 
membranassoziierten V0-Komplex besitzen, der als Transmembranpore dient und 
einem cytosolischen V1 Komplex, welcher ATP bindet und hydrolysiert (Übersicht in 
Forgac, 2007; Marshansky und Futai, 2008). Die saure Umgebung begünstigt unter 
anderem sowohl die hydrolytischen Reaktionen als auch den Membranverkehr, die 
Sortierung und die Weiterleitung der Fracht und das Inaktivieren von Pathogenen. 
(Übersicht in Huotari und Helenius, 2011).  

Die Bildung von intraluminalen Vesikeln ist ebenfalls ein wichtiger Bestandteil der 
Endosomenreifung. Dabei werden die ubiquitinierten Membranrezeptoren vollständig 
ins Innere des Endosoms gebracht und dadurch inaktiviert. Dieser Prozess startet in 
frühen Endosomen (Raiborg et al., 2002) und wird in reifenden Endosomen fortgesetzt. 
Die daraus resultierenden Endosomen werden multivesicular bodies (MVB) genannt. 
Wie genau intraluminale Vesikel gebildet werden, wird im nächsten Kapitel genauer 
beschrieben.  

Auch die Bewegung der Endosomen spielt im Reifungsprozess eine Rolle. Die 
Endosomen wandern während der Reifung von der Zellperipherie in Richtung des 
Nukleus, denn in dessen Peripherie befinden sich die Lysosomen. Mit diesen 
fusionieren die späten reifen Endosomen und bilden so Endolysosomen (Übersicht in 
Luzio et al., 2007) (s. Abb. 1.1 �). Dort findet der größte Teil der Hydrolyse der 
endocytierten Fracht statt. Die Lysosomen an sich dienen als eine Art Speicher-
Vakuolen für lysosomale Komponenten, die dann wieder eingesetzt werden können. 
Diese Komponenten bestehen aus Hydrolasen, der limitierenden Membran und 
anderen degradierungsresistenten Substanzen (Übersicht in Huotari und Helenius, 
2011; Kornfeld, 1987).  
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Abb. 1.1: Der endosomale Transportweg. Endocytotische Vesikel schnüren sich von der 
Plasmamembran ab �. Diese Vesikel fusionieren zu einem oder mit einem frühen Endosom, in 
diesem wird die Fracht sortiert und die intraluminale Vesikelbildung (ILV) beginnt �. Die Fracht 
wird entweder recycelt, was durch Rab4 oder Rab11 reguliert wird, � oder sie bleibt durch 
Ubiquitin markiert im frühen Endosom, um abgebaut zu werden. Um lysosomale Komponenten 
an die Endosomen zu liefern, besteht zwischen den Endosomen und dem trans-Golgi-Netzwerk 
ein Austausch �. Das frühe Endosom reift zum späten Endosom �. Dabei kommt es unter 
anderem zu einer Rab5-Rab7 Konversion, einem Abfall des pH-Wertes im Lumen der 
Endosomen, vermehrter ILV-Bildung und einer festeren Bindung der Endosomen an Mikrotubuli 
(MT). Die späten Endosomen fusionieren miteinander oder auch mit dem Lysosom. Ist letzteres 
der Fall entsteht ein Endolysosom und die endocytierte Fracht wird degradiert �. (modifiziert 
nach Huotari und Helenius, 2011).  

1.2 Die ESCRT-Komplexe und ihre Funktion während der ILV 
Bildung 

Für den reibungslosen Ablauf der Degradation der Transmembranproteine ist die 
Bildung intraluminaler Vesikel (ILV) essentiell, da sonst die signalisierende Domäne 
der Transmembranproteine auf der cytosolischen Seite des Endosoms lokalisiert wäre 
und möglicherweise ektopisch aktiviert werden könnte. Die ILVs werden aus der 
limitierenden Membran des Endosoms gebildet. In reifen Endosomen wird diese durch 
spezielle Membranglykoproteine, wie z. B. LAMPs (LAMP: lysosomal associated 
membrane proteins) vor der Degradation geschützt. In ILVs jedoch werden die Lipide 
und Membranproteine nach der Fusion mit dem Lysosom durch die Hydrolasen 
abgebaut, da ihnen der Schutz durch die Glykoproteine fehlt (Huotari und Helenius, 
2011).  
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Die Sortierung der endosomalen Fracht in die ILVs sowie deren Bildung wird durch die 
aufeinander folgend arbeitenden ESCRT-Komplexe 0-III (ESCRT: endosomal sorting 
complex required for transport) sowie dem Vps4 Komplex vermittelt (s. Abb. 1.2). Sie 
erkennen und interagieren mit ubiquitinierten Membranproteinen und rekrutieren 
nachfolgende Komplexe. Zudem vermitteln sie die Deformation sowie die Abschnürung 
der Membran und abschließend auch die Dissoziation der Komplexe von der 
endosomalen Membran. Die ILV Bildung wiederholt sich solange bis die ubiquitinierte 
Fracht von der limitierenden Membran entfernt wurde (Übersicht in Henne et al., 2011; 
Hurley und Stenmark, 2011).  

Der ESCRT-0 Komplex sortiert die ubiquitinierte Fracht, dabei bindet er an die 
ubiquitinierten Proteine und gruppiert sie für die Übergabe ins MVB. Zudem rekrutiert 
ESCRT-0 Clathrin, Ubiquitin Ligasen und deubiquitinierende Enzyme (Übersicht in 
Hurley, 2010). ESCRT-0 besteht aus Vps27/Hrs und Hse1/STAM (Vps: vacuolar 
protein sorting, Hrs: hepatocyte receptor tyrosine kinase substrate, STAM: Signal-
transducing adaptor molecule) (Bilodeau et al., 2002; Bache et al., 2003; Asao et al., 
1997), wobei die zuerstgenannten aus der Hefe stammen und dahinter das Ortholog 
aus den Metazoen angegeben ist (s. Abb. 1.2). Die beiden Komponenten bilden ein 1:1 
Heterodimer (Ren et al., 2009). Sowohl Vps27 als auch Hse1 besitzen eine VHS 
Domäne, welche Ubiquitin bindet (Ren und Hurley, 2010). Der VHS Domäne von 
Vps27/Hrs folgt eine FYVE Domäne, welche an Phosphatidylinositol 3-phosphat (PI3P) 
bindet (Burd und Emr, 1998; Gaullier et al., 1998) und somit ESCRT-0 an die frühen 
Endosomen bringt (Raiborg et al., 2001). Die Vielzahl an Ubiquitin Bindedomänen, UIM 
genannt (UIM: ubiquitin interacting motif) (Shih et al., 2002; Fisher et al., 2003), erlaubt 
ESCRT-0 an Polyubiquitin-Ketten mit hoher Avidität zu binden (Ren und Hurley, 2010) 
und die ubiquitinierte Fracht in vitro zu gruppieren (Wollert und Hurley, 2010). Bei 
Hse1/STAM, folgt auf die VHS Domäne eine SH3 Domäne, welche für die 
Rekrutierung von deubiquitinierenden Enzymen verantwortlich ist (Kato et al., 2000). 
Vps27/Hrs scheint der Initiator für die ILV Bildung zu sein, da es sowohl ubiquitinierte 
Fracht und PI3P bindet als auch den ESCRT-I Komplex rekrutiert. Vps27/Hrs bindet 
direkt an den N-Terminus von Vps23/TSG101, einer Untereinheit des ESCRT-I 
Komplexes über sein C-terminal gelegenes P(S/T)XP Motiv (Katzmann et al., 2003; 
Pornillos et al., 2003; Bilodeau et al., 2003).  

Der ESCRT-I Komplex ist ein lösliches Hetero-Tetramer und besteht aus 
Vps23/TSG101, Vps28, Vps37(A-D) und Mvb12(A, B) oder UBAP1 (TSG: Tumor 
susceptibility gene, Mvb: multi-vesicular body, UBAP: ubiquitin-associated protein) 
(Agromayor et al., 2012; Audhya et al., 2007). Vps23/TSG101 interagiert über seine 
UEV Domäne mit dem ESCRT-0 Komplex und ubiquitinierten Membranproteinen 
(Katzmann et al., 2003; Pornillos et al., 2003; Bilodeau et al., 2003; Katzmann et al., 
2001; Sundquist et al., 2004) (s. Abb. 1.2). Vps28 auf der anderen Seite bindet 
Vps36/Eap45, einem ESCRT-II Protein, über dessen GLUE Domäne und vermittelt so 
die Interaktion des ESCRT-I Komplexes mit dem ESCRT-II Komplex (Teo et al., 2006). 
Die GLUE Domäne von Vps36 vermittelt nicht nur die Bindung des ESCRT-II 
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Komplexes mit ESCRT-I sondern zudem auch noch die Bindung an PI3P und Ubiquitin 
(Teo et al., 2006; Alam et al., 2004). Der ESCRT-II Komplex ist ebenfalls ein Hetero-
Tetramer, welches aus Vps36, Vps22, und zwei Vps25 Untereinheiten besteht (Babst 
et al., 2002b; Im und Hurley, 2008) (s. Abb. 1.2).  

 
Abb. 1.2: Die ESCRT-Komplexe. Um ubiquitinierte Proteine in intraluminale Vesikel (ILV) zu 
sortieren, binden die ESCRT-Komplexe 0-II diese über bestimmte Motive. Deubiquitinasen 
werden vom ESCRT-III Komplex rekrutiert und entfernen die Ubiquitin (Ub) Markierung vor der 
ILV Abschnürung. Der ESCRT-III Komplex vermittelt zudem die Abschnürung intraluminaler 
Vesikel, sehr wahrscheinlich unter anderem über polymere Filamente, welche durch die 
ESCRT-III Komponente CHMP4/Snf7/shrub gebildet werden. Der Vps4-Vta1 Komplex 
wiederum deassembliert den ESCRT-III Komplex und entlässt die einzelnen Komponenten ins 
Cytoplasma. (PI3P: Phosphatidylinositol-3-Phosphat) (modifiziert nach Stuffers et al., 2009).  

 

Die ESCRT Komplexe 0-II binden ubiquitinierte Proteine und sind für die Sortierung 
dieser vor der ILV Bildung verantwortlich (s. Abb. 1.3 �). ESCRT-II initiiert zudem die 
ILV Bildung, indem es die dafür verantwortliche ESCRT-III Untereinheit Vps20/CHMP6 
rekrutiert (s. Abb. 1.3 �) (Teo et al., 2004). Neuere Erkenntnisse deuten jedoch an, 
dass Vps20 mit dem ESCRT-II Komplex aus Caenorhabditis elegans direkt im 
Cytoplasma interagiert. Diese bilden dann einen Superkomplex, welcher an gekrümmte 
Membranen bindet und die Vps32/Snf7 Polymerisation an der entstehenden 
Vesikelknospe stimuliert (Schuh et al., 2015). Der ESCRT-III Komplex schließt die ILV 
Bildung ab, indem er die Abschnürung der Endosomenmembran vermittelt. Die ESCRT 
Komponenten sind nach der ILV Bildung auf der cytoplasmatischen Seite der 
Endosomen lokalisiert (Wollert und Hurley, 2010).  

Der ESCRT-III Komplex wird im Gegensatz zu den anderen ESCRT Komplexen nur 
transient an der Membran der Endosomen gebildet (Babst et al., 2002a). Er besteht 
aus den Kernkomponenten Vps20/CHMP6, Snf7/CHMP4(A-C), Vps24/CHMP3 und 
Vps2/CHMP2(A, B), welche aufeinanderfolgend rekrutiert werden (Teis et al., 2008). 
Zudem gehören zu dem ESCRT-III Komplex noch die akzessorischen Untereinheiten 
Did2/CHMP1(A, B), Vps60/CHMP5, Ist1 sowie CHMP7 (Did: DOA4-independent 
degradation protein 2, Ist: Increased sodium tolerance protein 1)(Howard et al., 2001; 
Horii et al., 2006; Shim et al., 2006; Ward et al., 2005).  



 Einleitung 

7 

Die Kernkomponenten des Komplexes sind relativ klein und weisen ähnliche 
strukturelle Eigenschaften und einen analogen molekulareren Aufbau auf (Muzioł et al., 
2006; Bajorek et al., 2009; Xiao et al., 2009). Ihre N-terminale Region besteht aus zwei 
basischen Helices (α1, α2), welche eine Haarnadel Struktur ausbilden und wichtig für 
die Homo-oder Heterodimerisation sind. Darauf folgen drei saure Helices (α3, α4 und 
α5). Im Cytoplasma werden die inaktiven Monomere der Proteine durch einen 
autoinhibitorischen Mechanismus stabilisiert, bei dem die negativ geladene C-terminale 
Region (α5, α6) auf die positiv geladene N-terminale Haarnadel zurückfaltet (Muzioł et 
al., 2006; Zamborlini et al., 2006; Shim et al., 2007; Lata et al., 2008). Des Weiteren 
enthält der C-Terminus eine MIM Domäne (MIM: MIT (microtubule-interacting and 
transport)-interacting motifs), welche für die Interaktion mit der AAA-ATPase Vps4 
benötigt wird (Kieffer et al., 2008; Obita et al., 2007; Stuchell-Brereton et al., 2007).  

Obwohl der Aufbau der ESCRT-III Untereinheiten strukturell sehr ähnlich ist, hat jede 
dennoch eine spezifische Funktion. Der geordnete Zusammenschluss in ein aktives 
Filament beginnt, wenn Vps20 durch die Bindung an den ESCRT-II Komplex aktiviert 
wird (Teo et al., 2004). Dies wiederum führt zu einer sequentiellen Homo-
Oligomerisierung von Snf7, welche durch die Bindung von Vps24 an das letzte Snf7 
Protomer beendet wird. Vps24 rekrutiert zudem Vps2, welches den Zusammenschluss 
der ESCRT-III Filamente vervollständigt (s. Abb. 1.3 �) (Saksena et al., 2009; Teis et 
al., 2008). Nachdem der Zusammenschluss des Komplexes abgeschlossen ist, 
induziert oder stabilisiert er die Einstülpung der Membran am wachsenden ILV, 
wahrscheinlich unterstützt durch ein N-terminales Insertionsmotif, welches das durch 
Snf7 gebildete ESCRT-III Filament an der Membran verankert (Buchkovich et al., 
2013).  

Die Aktivierung des ESCRT-III Komplexes benötigt eine Vielzahl von 
Konformationsänderungen, welche das Verlassen der Autoinhibition, Stabilisieren der 
Membranbindung, Ermöglichen der Interaktion mit anderen ESCRT-III Komponenten 
sowie Freilegen der MIM Domäne zur Folge hat (Teis et al., 2010; Teo et al., 2004; Im 
et al., 2009). Der wachsende ESCRT-III Komplex rekrutiert Deubiquitinasen, welche 
die Fracht-Deubiquitinierung und auf diese Art und Weise auch das Ubiquitinrecycling 
der Vesikelbildung vermitteln (Clague und Urbé, 2006; Odorizzi et al., 2003; Luhtala 
und Odorizzi, 2004) (s. Abb. 1.2).  

Der Zerfall des ESCRT-III Komplexes in seine Einzelkomponenten wird durch den 
Vps4 Komplex unter ATP-Hydrolyse vermittelt, welcher aus Vps4 und seinem Co-
Faktor Vta1 (Vps20-associated 1 homolog) besteht (Babst et al., 1997). Im Cytoplasma 
liegt Vps4 inaktiv als Monomer oder Dimer vor (Babst et al., 1998). Ein 
Rekrutierungskomplex reguliert den Zusammenschluss von Vps4 mit ESCRT-III. Seine 
zentrale Komponente ist die ESCRT-III Untereinheit Vps2/CHMP2, welche zusammen 
mit Did2/CHMP1, Ist1 und Vps60/CHMP5 agiert (Dimaano et al., 2008; Nickerson et 
al., 2006; Teis et al., 2010). Vps4 besitzt eine N-terminale MIT Domäne, welche 
möglicherweise zuerst an die C-terminale MIM Domäne von Vps2 bindet (Nickerson et 
al., 2006). Sobald Vps4 an den ESCRT-III Komplex rekrutiert wurde, schließt sich Vps4 
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zu einem Dodecamer zusammen, welches aus zwei gestapelten hexamerischen 
Ringen mit einer zentralen Pore besteht (Hartmann et al., 2008; Landsberg et al., 2009; 
Yu et al., 2008). Die Bindung von Vta1 resultiert in einem aktiven Vps4-Vta1 Komplex 
mit einer gesteigerten ATPase Aktivität (Azmi et al., 2008; Norgan et al., 2013; Shim et 
al., 2008). Vps4 ist ein Mechanoenzym, welches die Energie aus der ATP Hydrolyse in 
mechanische Kraft umsetzt, um die Membran gebundenen ESCRT-III Filamente 
auseinanderzubringen und dabei die freigewordenen Untereinheiten wieder ins 
Cytoplasma entlässt (Babst et al., 1997; Babst et al., 1998). Nachdem der ESCRT-III 
Komplex vollständig dissoziiert ist, zerfällt auch der Vps4 Komplex in seine inaktiven 
Protomere. Neuere Erkenntnisse deuten an, dass Vps4 nicht nur für die Dissoziation 
des ESCRT-III Komplexes benötigt wird, sondern auch für den Abschluss der ILV 
Biogenese. Dabei bindet Vps4 an ESCRT-III, was durch Interaktionen mit Vps2 und 
Snf7 koordiniert wird (Adell et al., 2014) (s. Abb. 1.3).  

 

 

Abb. 1.3: Modell der ILV Biogenese. ESCRT-0-II binden und gruppieren ubiquitinierte Fracht 
und könnten die initiale Membrandeformierung initiieren �. ESCRT-II veranlasst wiederum den 
Zusammenschluss des ESCRT-III Komplexes in ein ring-artiges Filament, welches die Fracht 
umschließt und die Membran definiert, welche in ein ILV umgewandelt wird. ESCRT-III induziert 
oder stabilisiert die Einschnürung des wachsenden ILVs �. Die koordinierte Bindung von Vps4 
an den ESCRT-III Komplex vermittelt eine produktive ESCRT-III Umgestaltung, welche 
Konformationsänderungen induziert und den ESCRT-III Ring in eine helikale Spirale konvertiert, 
welche wiederum irgendwie die Membraneinschnürung antreibt �. Vps4 könnte in zwei 
möglichen Weisen an der ILV Bildung beteiligt sein. Einerseits könnte Vps4 dazu führen, dass 
sich eine entspannte ESCRT-III Spirale zusammenzieht und dadurch Kräfte auf die Membran 
überträgen, wodurch weitere Umgestaltungsschritte erlaubt werden. Andererseits könnte die 
Interaktion von Vps4 mit dem ESCRT-III Komplex zu einer destruktiven ESCRT-III 
Umgestaltungs-/Zerfall-Reaktion führen und einen schnellen Zusammenbruch des 
Zwischenproduktes der Abknospung verursachen �. (modifiziert nach Adell et al., 2014)  

 

Die ESCRT-Komplexe spielen nicht nur bei der Bildung der ILVs eine große Rolle, 
sondern übernehmen zum Teil auch Funktionen während der Cytokinese oder bei der 
Freisetzung von Viren (Carlton und Martin-Serrano, 2007; Henne et al., 2011). Weiter 
tragen Defekte der ESCRT Komplexe zu Krankheiten wie Neurodegeneration und 
Krebs bei (Stuffers et al., 2009). Zudem konnte in Drosophila melanogaster 
nachgewiesen werden, dass die Signaltransduktion von Transmembranrezeptoren 



 Einleitung 

9 

beeinflusst werden, wenn es zu einem Ausfall der ESCRT-Komplexe kommt. So führt 
beispielsweise der Verlust der ESCRT-III Funktion zu einer ektopischen Liganden-
unabhängen Aktivierung des Notch-Signalweges (Vaccari et al., 2008).(Vaccari et al., 
2009).  

1.3 Der Notch-Signalweg 

Der endosomale Transportweg ist für viele Signalwege ein Mittel zu ihrer Regulation, 
so auch beim Notch-Signalweg. Dieser reguliert zahlreiche Zellprozesse, wie 
beispielsweise die Zellteilung, das Zellschicksal und die Determination, sowie auch den 
Zelltod (Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Bray, 2006). Eine Störung der 
Signaltransduktion kann zu schwerwiegenden Krankheiten führen, wie z. B. akute T-
Zell Leukämie, zu Entwicklungsstörungen im kardiovaskulärem System oder auch des 
Skelettes (Ellisen et al., 1991; Niessen und Karsan, 2007; Shifley und Cole, 2007). Der 
Notch-Signalweg ist abhängig von dem direkten Kontakt mit der benachbarten Zelle. 
So binden die DSL-Liganden (DSL: Delta/Serrate/LAG-2) der Signal-sendenden Zelle 
an den Notch Rezeptor der Signal-empfangenden Zelle, welches als trans-Interaktion 
bezeichnet wird (s. Abb. 1.4 �). Die cis-Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor 
hingegen findet an derselben Zelle statt, dabei wird der Notch-Signalweg allerdings 
inhibiert und nicht aktiviert (Sakamoto et al., 2002) (s. Abb. 1.4 �).  

Sowohl Notch als auch seine Liganden, wie Delta oder Serrate in Drosophila 
melanogaster oder Delta-like bzw. Jagged im Menschen, sind Transmembranproteine, 
deren extrazelluläre Domäne primär aus EGF-artigen Wiederholungen (EGF 
(epidermal growth factor)-like repeats) besteht (Wharton et al., 1985), Übersicht in 
(Haines und Irvine, 2003)). Die Ligandenbindung über die extrazelluläre Domäne führt 
zu der Abspaltung und dem Entlassen der Notch intrazellulären Domäne (NICD), 
welche dann in den Nukleus wandert. In diesem reguliert NICD dann transkriptionelle 
Komplexe. Sowohl bei der Synthese als auch zur Aktivierung wird Notch proteolytisch 
gespalten (Übersicht in Bray, 2006). (s. Abb. 1.4) 
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Abb. 1.4: Der Notch-Signalweg. Für die Aktivierung des Notch-Signalweges interagieren der 
Rezeptor und Ligand zweier benachbarter Zellen miteinander (trans-Interaktion) �. Binden 
Ligand und Rezeptor in einer Zelle aneinander, wird der Notch-Signalweg inhibiert (cis-
Interaktion) �. Nach der Synthese des Notch Rezeptors finden posttranlationale Modifikationen 
im ER statt �. Weitere Modifikationen erfolgen im trans-Golgi, so wird der Rezeptor Furin-
abhängig geschnitten (S1-Schnitt) � oder kann z. B. durch Fringe glykosyliert werden � . 
Anschließend wird der Rezeptor an die Plasmamembran transportiert, wo er direkt mit seinen 
DSL-Liganden (DSL: Delta/Serrate/LAG-2) interagieren kann �. Nach der Aktivierung des 
Rezeptors durch die Bindung des Liganden schneidet die Metalloprotease Kuz den Rezeptor 
(S2-Schnitt) �. Daraufhin erfolgt eine trans-Endocytose der extrazellulären Domäne von Notch 
(NECD) zusammen mit dem Liganden in die Signal-sendende Zelle �. Ein dritter Schnitt des 
restlichen Notch Rezeptors erfolgt durch den γ-Sekretase-Komplex �. Dadurch transloziert die 
freiwerdende NICD (Notch intrazelluläre Domäne) in den Nukleus. Dort bindet sie an den 
Transkriptionsfaktor Su(H), bildet mit den Co-Aktivatoren einen aktiven Transkriptionskomplex 
und aktiviert so Zielgene von Notch 	. Co-Repressoren verhindern die Aktivierung der 
Zielgene, wenn die NICD abwesend ist 
. Durch die E3-Ligasen Neuralized oder Mind bomb 
werden die Liganden ubiquitiniert, wodurch eine Markierung für die Epsin-abhängige 
Endocytose erfolgt 11. Der Notch Rezeptor wird ständig neu synthetisiert. Damit die 
Konzentration des Rezeptors an der Plasmamembran konstant gehalten werden kann, wird er 
endocytiert. Er wird daraufhin entweder recycelt und gelangt an die Plasmamembran zurück 
oder er wird über den endosomalen Transportweg degradiert 12. Defekte des endosomalen 
Transports können zu einer Liganden-unabhängigen Aktivierung des Notch Rezeptors führen 
13. (modifiziert nach Hori et al., 2013) 

 

Nach der Synthese wird der Notch Rezeptor während der Exocytose durch 
Proteinkonvertasen an der S1-Stelle gespalten (S1-Schnitt), wodurch sein Transport 
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und seine Signalaktivität reguliert wird (Logeat et al., 1998; Gordon et al., 2009) (s. 
Abb. 1.4 �). Dadurch entsteht ein Heterodimer, bei dem der extrazelluläre Teil des 
Notch Rezeptors und die membranständige intrazelluläre Domäne zusammengefügt 
werden. Diese Interaktion wird über Ca2+ vermittelt (Rand et al., 2000). Zudem justieren 
posttranslationale Modifikationen des Rezeptors und der Liganden den Umfang und 
den Zeitpunkt der Notch Aktivität und generieren so Kontext-spezifische Signale 
(Übersicht in Haines und Irvine, 2003). Mögliche posttranslationale Modifikationen sind 
zum Beispiel Glykosylierungen, welche an den zahlreichen EGF-artigen 
Wiederholungen in der extrazellulären Domäne des Notch Rezeptors stattfinden 
(Haines und Irvine, 2003). Zunächst fügt die O-fucosyl Transferase (O-Fut) den ersten 
Fucoserest an, was essentiell für die Herstellung eines funktionalen Rezeptors ist (s. 
Abb. 1.4 �) (Shi und Stanley, 2003; Sasamura et al., 2003; Okajima und Irvine, 2002). 
O-Fut dient außerdem als eine Art Chaperon und unterstützt die Faltung und den 
Transport des Notch Rezeptors vom Endoplasmatischen Retikulum zur 
Plasmamembran (Okajima et al., 2005). Die fucolysierten Stellen können dann weiter 
modifiziert werden, indem N-Glykane von Glycosyltransferasen angehangen werden 
(s. Abb. 1.4 �) (Haines und Irvine, 2003). So kann z. B. die Modifikation des Notch 
Rezeptors durch Fringe, einer Glykosyltransferase, im trans-Golgi bewirken, dass 
Notch präferenziell an Delta bindet (Fleming et al., 1997; Panin et al., 1997). 

Nach der Aktivierung des Rezeptors durch die Ligandenbindung wird durch die 
Endocytose des Liganden die Bindungsstelle für die ADAM-Metalloprotease ADAM10 
(Kuzbanian) frei und diese kann die Notch extrazelluläre Domäne (NECD) abspalten 
(S2-Schnitt) (s. Abb. 1.4 �) (Mumm et al., 2000). Eine Theorie lautet, dass eine 
Zugkraft auf den Rezeptor wirkt, welche durch die trans-Endocytose in die Signal-
sendende Zelle verursacht wird (s. Abb. 1.4 �) und dass dadurch die negativ 
regulatorische Region (NRR: negativ regulatory region) in der NECD freigelegt wird 
(Parks et al., 2000; Sanchez-Irizarry et al., 2004; Wang und Struhl, 2005; Meloty-
Kapella et al., 2012). Deswegen kann anschließend der S2-Schnitt, vermittelt durch die 
Metalloprotease stattfinden. Der Prozess, bei dem die NECD zusammen mit dem 
Liganden in die Signal-sendende Zelle trans-endocytiert und darauf folgend aufgebaut 
wird, wird als „ectodomain-shedding“, also das Abstoßen der extrazellulären Domäne, 
bezeichnet (Parks et al., 2000). Das Schützen der S2-Schnittstelle ist insofern 
notwendig, weil dadurch eine liganden-unabhängige Aktivierung des Notch Rezeptors 
verhindert werden kann (Greenwald und Seydoux, 1990; Sanchez-Irizarry et al., 2004; 
Gordon et al., 2007).  

Von dem ursprünglichen Notch Rezeptor bleibt nunmehr ein in der Membran 
verankertes Zwischenprodukt der Signal-empfangenden Zelle übrig, welches NEXT 
(NEXT: Notch extracellular truncation) genannt wird. Dieses wird innerhalb seiner 
Transmembran-Domäne durch die γ-Sekretase geschnitten (S3-Schnitt) (s. Abb. 1.4 
�) (de Strooper et al., 1999; Struhl und Greenwald, 1999) und entlässt die NICD. Der 
γ-Sekretase-Komplex setzt sich aus Presenilin (Psn), Aph-1, Nicastrin und Pen-2 
zusammen (Übersicht in Fortini, 2002).  
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Die durch den S3-Schnitt freigesetzte NICD transloziert, bedingt durch ihre zwei 
Kernlokalisierungs-Signale, in den Zellkern (s. Abb. 1.4 	) (Kidd et al., 1998; Struhl 
und Adachi, 1998). Dort bindet sie an den Transkriptionsfaktor CSL (CSL: CBF1 in 
Vertebraten, Su(H) in Drosophila, Lag1 in C. elegans). Dieser ist ein DNA bindender 
Adapter, der mit vielen Proteinen interagiert, um entweder Repressor- oder 
Aktivatorkomplexe zu bilden. Bindet die NICD an CSL, bilden sie zusammen mit 
Mastermind (Mam) einen ternären Aktivatorkomplex, welcher die Transkription der 
Notch-Zielgene gewebespezifisch aktiviert (Furriols und Bray, 2000). In Abwesenheit 
der NICD bildet CSL den oben erwähnten Repressorkomplex und die Expression der 
Zielgene wird unterdrückt. (s. Abb. 1.4 
) (Morel und Schweisguth, 2000; Furriols und 
Bray, 2000).   

Mehrere Proteine, einschließlich E3 Ubiquitin-Ligasen, wie beispielsweise Deltex und 
Nedd4, Numb und α-Adaptin regulieren die Konzentration des Notch Rezeptors an der 
Zelloberfläche (Wilkin et al., 2004; McGill und McGlade, 2003; Jafar-Nejad et al., 2002) 
(s. Abb. 1.4 11). In der Signal-sendenden Zelle ubiquitinieren E3 Ubiquitin Ligasen 
(Neuralized und Mindbomb) die intrazelluläre Domäne des Liganden und unterstützen 
so die Epsin-vermittelte Endocytose (s. Abb. 1.4) (Wang und Struhl, 2005; Le Borgne 
et al., 2005). Auch das Recycling des Liganden scheint die Akkumulation des Liganden 
an der Zelloberfläche zu regulieren (s. Abb. 1.4 12) (Shergill et al., 2012).  

Die Endocytose ist also nicht nur während der Aktivierung des Notch-Signalweges 
wichtig, sondern wird auch zur Regulation des Signalweges genutzt. Dabei wird der 
gesamte Rezeptor endocytiert und er wird entweder zurück zur Plasmamembran 
recycelt oder über den endosomalen Transportweg abgebaut. Somit kann eine Störung 
der Endocytose den Notch-Signalweg beeinflussen. Aufgrund dessen führt sowohl der 
Verlust der ESCRT Funktion als auch der Verlust von Lgd (lethal (2) giant discs), 
welches mit dem ESCRT-III Komplex interagiert, zu einer Liganden-unabhängigen 
Notch-Aktivierung (s. Abb. 1.4 13) (Vaccari et al., 2008; Vaccari et al., 2009; Childress 
et al., 2006; Gallagher und Knoblich, 2006; Jaekel und Klein, 2006; Troost et al., 2012).  

1.4 Das Tumorsuppressorgen lethal(2) giant discs und seine 
Orthologe 

Der Verlust der Funktion von „lethal (2) giant discs“ (lgd) hat eine Liganden-
unabhängige ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges zur Folge und agiert 
somit als ein Regulator von diesem (Childress et al., 2006; Gallagher und Knoblich, 
2006; Klein, 2003; Jaekel und Klein, 2006). Als erstes wurde lgd von Bryant und 
Schubinger (1971) beschrieben. Sein Ausfall ist durch eine verlängerte larvale Phase 
gekennzeichnet, die mit Letalität in einem frühen puppalem Stadium endet (Bryant und 
Schubiger, 1971). Des Weiteren führt der Verlust zu einem hyperplastischen 
übermäßigem Wachstum in den Imaginalscheiben, wobei die Integrität der Scheiben 
erhalten bleibt. Aus diesen Gründen kann Lgd den hypoplastischen 
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Tumorsuppressorgenen zugeordnet werden (Bryant und Schubiger, 1971). 
Transheterozygote Tiere, welche lgdd7 (amorphes Allel) und lgdSH495 (hypomorphes 
Allel) heterozygot tragen, entwickeln sich bis zum „pharate adult“ Stadium (Jaekel und 
Klein, 2006). Diese Fliegen weisen einen Borstenverlust auf. Außerdem kommt es zu 
Duplikationen oder Quadruplikationen von Sockelzellen auf Kosten anderer 
Zellschicksale, sowie zu Venendefekten und ektopischer Bildung von Beingelenken 
(Jaekel und Klein, 2006). Dieser Phänotyp ist typisch für eine Überaktivierung des 
Notch-Signalweges (Bang et al., 1991; Bishop et al., 1999; de Celis und Bray, 2000). 
Des Weiteren führt der Verlust von Lgd zu einer ektopischen Aktivierung von wingless 
(wg), einem Zielgen von Notch (Buratovich und Bryant, 1995, 1997; Klein, 2003). Auch 
mit dem sensitiven Notch-Reportergenkonstrukt Gbe+Su(H) (Furriols und Bray, 2001) 
konnte bei Lgd Verlust eine Aktivierung des Notch-Signalweges in der gesamten 
Flügelimaginalscheibe beobachtet werden. Dies spricht dafür, dass Lgd in allen Zellen 
der Imaginalscheiben die Aktivität des Signalweges unterdrückt und nicht nur in Notch 
abhängigen Prozessen (Jaekel und Klein, 2006).  

Der Ausfall von Lgd hat nicht nur Auswirkungen in der Flügelimaginalscheibe, sondern 
beeinflusst auch die Oogenese. So wird der Notch-Signalweg während der frühen 
Oogenese ektopisch aktiviert, es entwickeln sich verlängerte Stiele zwischen 
benachbarten Eikammern sowie einem vorzeitigem Eintritt der Follikelzellen in den 
Endozyklus. Zudem verdoppelt der Lgd Verlust während der Oogenese die Anzahl der 
Keimbahnzellen, vermutlich durch eine zusätzliche Mitose, die Anzahl der Nährzellen 
und der Oozyte bleiben jedoch unverändert (Morawa et al., 2015). Dieser Phänotyp ist 
unabhängig vom Notch-Signalweg, wird jedoch durch eine ektopische Aktivierung des 
Dpp-Signalweges bedingt (Morawa et al., 2015). Nicht nur während der Oogenese tritt 
beim Ausfall von Lgd eine ektopische Aktivierung des Dpp-Signalweges auf, sondern 
auch in der Flügelimaginalscheibe ist dies zu beobachten (Buratovich und Bryant, 
1995, 1997).  

In der Flügelimaginalscheibe führt der Ausfall von Lgd zu einer ektopischen Aktivierung 
des Notch-Signalweges, insofern könnte bei der Überexpression von Lgd erwartet 
werden, dass die Aktivität des Signalweges vermindert wird. Jedoch zeigt sich 
abhängig von dem Expressionslevel von Lgd eine Variation des Phänotyps von einer 
Inaktivierung bis hin zu einer gesteigerten Aktivierung des Notch-Signalweges 
(Gallagher und Knoblich, 2006; Jaekel und Klein, 2006). Die unerwartete Aktivierung 
könnte dadurch erklärt werden, dass negative Regulatoren der Aktivität des 
Signalweges durch eine hohe Konzentration von Lgd heraustitriert werden. 
Demzufolge würde Lgd nicht alleine die negative Regulation der Aktivität des Notch-
Signalweges verursachen, sondern nur durch die Bindung anderer Proteine diese 
bewirken (Jaekel und Klein, 2006).  

Sowohl bei der Überexpression von Lgd als auch bei Lgd Verlust treten vergrößerte 
intrazelluläre Vesikel auf, welche Wg, Dl und sowohl die extrazelluläre als auch die 
intrazelluläre Domäne von Notch enthalten. Dies belegt, dass der gesamte Notch 
Rezeptor in diesen Vesikeln enthalten ist (Jaekel und Klein, 2006; Gallagher und 



 Einleitung 

14 

Knoblich, 2006). Diese sind ebenfalls positiv für die spät endosomalen Marker Spinster 
und Rab7 (Jaekel und Klein, 2006; Schneider et al., 2013). Notch akkumuliert also bei 
Verlust oder Überexpression von Lgd in späten endosomalen Kompartimenten. Durch 
seine Rolle im endosomalen Transportweg könnte Lgd die Aktivität des Notch-
Signalweges beeinflussen. Elektronenmikroskopische Aufnahmen belegten, dass die 
vergrößerten Vesikel in lgd mutante Zellen vergrößerte MVBs sind (Schneider et al., 
2013). Des Weiteren wurde zuvor nachgewiesen, dass eine gesteigerte Aktivität des 
Signalweges durch Defekte beim endosomalen Transport des Notch Rezeptors zum 
Lysosom auftreten kann (Moberg et al., 2005; Thompson et al., 2005; Vaccari und 
Bilder, 2005). Auch die ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges durch Lgd 
Verlust tritt am Lysosom auf (Schneider et al., 2013). Zudem wird dafür nicht der S2-
Schnitt des Notch Rezeptors durch Kuzbanien benötigt. Allerdings ist sie von der γ-
Sekretase abhängig, welche die NICD abspaltet, sodass diese in den Nukleus wandern 
kann, um die Transkription von Notch-Zielgenen zu aktivieren (Schneider et al., 2013). 
Außerdem ist die Degradation der Rezeptoren durch den endosomalen Transportweg 
in lgd mutanten Zellen verzögert (Schneider et al., 2013).  

 

Abb. 1.5: Schematische Darstellung von “lethal (2) giant discs” (Lgd). Lgd besteht aus vier 
N-terminal gelegenen DM14 Domänen und einer C-terminalen C2 Domäne.  

 

Ein weiteres Indiz, dass Lgd eine Rolle im endosomalen Transportweg hat, ist seine 
direkte Interaktion mit dem ESCRT-III Protein Shrub (Troost et al., 2012). Diese 
Interaktion findet über die Bindung von Shrub an die DM14 Domänen von Lgd statt 
(Troost et al., 2012). Lgd besteht aus 816 Aminosäuren und enthält vier DM14 
Domänen und eine C-terminal gelegene C2 Domäne (s. Abb. 1.5) (Childress et al., 
2006; Gallagher und Knoblich, 2006; Jaekel und Klein, 2006). Die DM14 Domänen 
sind einzigartig und nur in Lgd und seinen Orthologen zu finden (Jaekel und Klein, 
2006). Ihre Entdeckung erfolgte in Drosophila melanogaster in einem Screen zur 
Identifizierung sich wiederholender Domänen innerhalb einer Polypeptidsequenz 
(Ponting et al., 2001). Die C2 Domäne vermittelt sowohl Protein-Protein Interaktionen 
als auch die Bindung von Proteinen an Phospholipide (Übersicht in Nalefski und Falke, 
1996). Es wird zwischen Calcium-abhängigen und -unabhängigen Formen der C2 
Domänen unterschieden, dabei sind für die Bindung der Calcium-Ionen fünf 
Aspartatreste wichtig (Ponting und Parker, 1996). Allerdings fehlen in der C2 Domäne 
von Lgd drei dieser Aspartatreste, von daher scheint diese Domäne Calcium-
unabhängig zu sein (Jaekel und Klein, 2006). Lgd ist ein cytoplasmatisches Protein 
(Jaekel und Klein, 2006; Childress et al., 2006), welches jedoch bei Verlust der C2 
Domäne in den Nukleus wandert (Troost et al., 2012). Des Weiteren ist die C2 Domäne 
auch für die Stabilität des Proteins verantwortlich, Lgd mit deletierter C2 Domäne ist 
deutlich instabiler als das komplette Lgd (Troost et al., 2012). Mithilfe eines „PIP-
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Stripes“, welcher für die Untersuchung der Bindung von Proteinen an Membranen 
verwendet werden kann, konnte gezeigt werden, dass die C2 Domäne von Lgd für 
seine Bindung an monophosphoryliertes Phosphatidylinositol benötigt zu werden 
scheint (Gallagher und Knoblich, 2006). Auch konnte für das humane Lgd Ortholog 
hLGD2 in einem in vitro Phospholipid Bindungsassay gezeigt werden, dass die C2 
Domäne an die neuonale Plasmamembran bindet und könnte dort als ein wichtiger 
Regulator des cAMP/PKA Signalweges dienen (Al-Tawashi et al., 2012). Jedoch 
konnte in vivo keine Bindung von Lgd an Membranen festgestellt werden (Troost et al., 
2012). Möglicherweise ist nur ein geringer Teil von Lgd mit Membranen assoziiert, 
welcher nicht in einer Antikörperfärbung nachgewiesen werden kann.  

Lgd ist ein hoch konserviertes Protein, das von den Schleimpilzen bis zum Menschen 
konserviert ist (Jaekel und Klein, 2006). Zudem gibt es bei Vertebraten eine zweite 
Lgd-Variante, welche eine Verlängerung im C-Terminus hinter der C2 Domäne 
aufweist. Den Lgd-Orthologen LGD1 und LGD2 in Vertebraten werden diverse 
Funktionen zugeschrieben. Die Orthologe wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen 
je nach ihrer Funktion unterschiedlich benannt, so wird LGD1 auch CC2D1B und 
Freud-2 genannt und LGD2 ist auch unter den Namen CC2D1A, TAPE, Freud-1 und 
Aki-1 bekannt. Zur besseren Klarheit werden die alternativen Namen der Lgd-
Orthologen im Folgenden in Klammern angezeigt.  

Zunächst wurde das Gen LGD2 (CC2D1A: „coiled-coil and conserved region 2 (C2) 
domain containing 1A“) in einer Studie zur Identifizierung und Charakterisierung von 
Genen, welche den NF-kB- und den MAPK Signalweg aktivieren, entdeckt (Matsuda et 
al., 2003). Seine Expression verursachte eine gesteigerte Transkription eines NF-kB 
Luciferase-Reportergens. LGD2 aktiviert NF-kB durch den kanonischen Signalweg, bei 
dem die Inhibitoren von NF-kB degradiert werden, damit NF-kB aktiviert werden kann 
(Zhao et al., 2010) (s. Abb. 1.6 �). NF-kB reguliert Prozesse, wie beispielsweise das 
Überleben der Zellen, die Entzündungsreaktion oder auch die Immunantwort. So ist 
LGD2 (TAPE: TBK-1 associated Protein in Endolysosomes) an der Regulation des 
TLR3-, TLR4- sowie des RIG-I-Signalweges beteiligt und spielt somit eine Rolle in der 
angeborenen Immunantwort (Chang et al., 2011; Chen et al., 2012). TLR3 gehört zu 
der Gruppe der endosomalen TLRs („Toll-like receptors“) und erkennt virale 
doppelsträngige RNA. TLR4 hingegen ist ein Zelloberflächen-TLR und detektiert 
hauptsächlich Liposaccharide von Gram-negativen Bakterien (Übersicht in Takeuchi 
und Akira, 2010). Beide Signalwege sind TRIF (TIR-domain-containing adapter-
inducing interferon-β) abhängig. Dabei vermittelt TRIF die Signalweiterleitung, welche 
durch eine Bindung der Liganden an die TLRs ausgelöst wurde, in dessen Folge der 
NF-kB Signalweg aktiviert wird und in einer IFN-β (Interferon-β) Ausschüttung resultiert 
(Übersicht in Takeuchi und Akira, 2010). Ein Modell postuliert, dass LGD2 aufwärts von 
TRIF wirkt und möglicherweise in einem Komplex mit TRIF zusammen die 
Signalweiterleitung an den Endosomen reguliert und so die Immunantwort steuert 
(Chang et al., 2011). Auch in der Immunantwort, welche über den RIG-I-Signalweg 
erfolgt, scheint LGD2 eine Rolle zu spielen (Chen et al., 2012). Die RIG-I-like 
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Rezeptoren erkennen virale RNA und sind cytoplasmatisch lokalisiert (Übersicht in 
Takeuchi und Akira, 2010). Bei Verlust oder Herunterregulation von LGD2 verringert 
sich während einer Virusinfektion die Cytokin Produktion und antivirale Immunantwort. 
LGD2 scheint der erste angeborene Immunregulator zu sein, der sowohl den TLR als 
auch den RLR Signalweg an einem frühen Schritt reguliert (Chen et al., 2012) (s. Abb. 
1.6 �).  

 

Abb. 1.6: Die Funktionen von LGD1 und LGD2. Eine Beteiligung von LGD2 wurde an 
diversen Prozessen beobachtet. So aktiviert es den kanonischen NF-kB Signalweg �, agiert 
mit Mitgliedern des angeborenen Immunsystems � und als Adaptorprotein im Akt Signalweg 
�. Außerdem spielt es eine essentielle Rolle in der Abspaltung der Zentriolen während der 
Zellteilung � und reprimiert die Expression des Serotonin-1A- und Dopamin-Rezeptors �. 
Zudem reguliert LGD2 die Abknospung von Viren, die aus der Zelle durch Interaktion mit den 
CHMP4s austreten � sowie die Synapsenplastizität durch Beteiligung am cAMP/PKA 
Signalweg � LGD1 wirkt ebenfalls als Repressor des Serotonin-1A Rezeptors � und als 
Regulator des Virenaustritts aus der Zelle durch die Interaktion mit CHMP4s �. (modifiziert aus 
Tveriakhina, 2013) 

 
Des Weiteren soll LGD2 (Aki1: Akt kinase-interacting protein 1) auch eine Rolle im 
PI3K/PDK/Akt Signalweg spielen und dort als ein Gerüstprotein fungieren (Nakamura 
et al., 2008). Die Expression von LGD2 induziert die PDK1/Akt Komplexbildung und 
reguliert die Akt Aktivierung (Nakamura et al., 2008). Nach Stimulation mit EGF 
assoziiert LGD2 zudem auch mit EGFR. Das dazugehörige Model postuliert, dass 
LGD2 an PDK1 gebunden ist und mit EGFR einen Komplex bildet, nachdem der 
Rezeptor durch die Bindung von EGF aktiviert wurde. LGD2 bindet dann an Akt und 
könnte so die Phosphorylierung von Akt durch PDK1 erleichtern (Nakamura et al., 
2008). Dadurch, dass LGD2 in dem PI3K/PDK1/Akt Signalweg involviert ist, ist es an 
der Regulation diverser Funktionen, wie das Überleben der Zelle und den Fortschritt 
des Zellzyklus beteiligt. So konnte zudem in einem Mausmodel für Lungenkarzinome, 
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bei dem EGFR mutiert ist, nachgewiesen werden, dass eine Herunterregulation von 
LGD2 das Tumorwachstum hemmt (Yamada et al., 2013) (s. Abb. 1.6 �).  

Neben der Beteiligung von LGD2 bei der Regulation von Signalwegen, übt LGD2 
vermutlich zusätzlich eine Funktion während der Zellteilung aus. Dabei ist LGD2 (Aki1) 
mit Zentrosomen assoziiert und reguliert die Zentriolen-Kohäsion. LGD2 könnte die 
Spindelpol-Lokalisation von Scc1, einer Untereinheit von Cohesin, regulieren und somit 
die Zentriolen-Kohäsion bis zum Beginn der Anaphase aufrechterhalten, wodurch ein 
vorzeitiges Trennen der Zentriolen verhindert wird (Nakamura et al., 2009). Die 
Phosphorylierung von LGD2 durch den CyclinB1-cdk1-Komplex vermittelt die 
Komplexbildung von LGD2 mit Scc1. Mit Eintritt der Zelle in die Anaphase wird LGD2 
dephosphoryliert. Anscheinend übt LGD2 eine noch nicht näher charakterisierte 
Funktion an dem Übergang von der Metaphase in die Anaphase während der 
Zellteilung aus (Nakamura et al., 2010) (s. Abb. 1.6 �).  

Zudem zeigten Experimente mit Zelllinien aus Ratten, dass sowohl LGD1 (Freud-2: 
„five’ repressor element under dual repression binding protein-2“) als auch LGD2 
(Freud-1) anscheinend als Transkriptionsfaktor fungieren (Ou et al., 2003; 
Hadjighassem et al., 2009). Dabei unterdrücken beide Proteine die basale 
Transkription des Serotonin-1A-Rezeptors, indem sie an eine spezielle regulatorische 
DRE-Region binden (Ou et al., 2003; Hadjighassem et al., 2009). Die DRE („dual 
repressor element“)-Region besteht aus den Teilelementen FRE („five prime repressive 
element“) und TRE („three prime repressive element“), wobei LGD2 eher an FRE (Ou 
et al., 2003) und LGD1 eher an das TRE Teilelement bindet (Hadjighassem et al., 
2011). Eine Untersuchung depressiver Patienten konnte zeigen, dass eine Reduktion 
der LGD2 Proteinexpression im präfrontalen Kortex mit einem frühen Einsetzen der 
Depression assoziiert ist (Szewczyk et al., 2010).  

Der Serotonin-1A-Rezeptor fungiert als ein somatodendritischer Autorezeptor und 
inhibiert nach seiner Aktivierung die serotonerge Neurotransmission (Riad et al., 2001 
Übersicht in Piñeyro und Blier, 1999). Die Entstehung von schweren Depressionen und 
Angstzuständen wird unter anderem durch eine verminderte Ausschüttung von 
Serotonin verursacht. Dies wird auch dadurch unterstützt, dass eine gesteigerte 
Expression von Serotonin-1A Autorezeptoren, welche die Serotonin Ausschüttung 
negativ regulieren, zu Depressionen führen kann (Drevets et al., 2007). LGD2 reguliert 
nicht nur die Serotonin Ausschüttung über den Serotonin-1A-Rezeptor, sondern auch 
die Dopamin Neurotransmission durch die negative Regulation des Dopamin-D2 
Rezeptors (Rogaeva et al., 2007) (s. Abb. 1.6 �). Eine Zunahme von 
Dopaminrezeptoren oder eine dopaminerge Hyperaktivität können Schizophrenie 
auslösen, wobei diese Hypothese kontrovers diskutiert wird (Moncrieff, 2009).  

Zudem könnte LGD2 wie auch Lgd eine Funktion während des endosomalen 
Transportes ausüben, da LGD2 (CC2D1A) mit CHMP4B, einem Shrub-Ortholog, 
interagiert. CHMP4B ist ein ESCRT-III Protein und wird unter anderem für die 
Abschnürung der ILVs in die MVBs benötigt, aber auch Retroviren nutzen ESCRT 
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Komponenten wie CHMP4B für den Austritt aus der Wirtszelle (Carlton und Martin-
Serrano, 2007; Henne et al., 2011). Durch die Interaktion von LGD2 mit CHMP4B wird 
die Abknospung von HIV aus der Wirtszelle inhibiert, da CHMP4B seine Funktion nicht 
mehr ausüben kann (Usami et al., 2012). LGD2 bindet über seine DM14 Domänen 
CHMP4B und reguliert so die Polymerisierung von CHMP4B (Usami et al., 2012). 
Neben LGD2 interagiert auch LGD1 (CC2D1B) direkt mit CHMP4B (Usami et al., 2012; 
Martinelli et al., 2012). Möglicherweise dienen die LGDs als Adapterproteine für 
CHMP4B. Sie können CHMP4B nur binden, wenn dieses unpolymerisiert vorliegt. 
Eventuell verhindert die Bindung von Lgd sterisch die Polymerisation von CHMP4B im 
Cytoplasma (Martinelli et al., 2012) (s. Abb. 1.6 �).  

Die zuvor beschriebenen Funktionen von LGD2 beruhen auf in vitro Experimenten. In 
vivo konnte beobachtet werden, dass Lgd2 defiziente Mäuse kurz nach der Geburt 
sterben, möglicherweise durch einen Atmungsdefekt. Es wird angenommen, dass 
LGD2 für die funktionale Reifung von Synapsen benötigt wird (Zhao et al., 2011). 
LGD2 bindet in vitro an mehrere Komponenten des cAMP/PKA-Signalweges und wirkt 
beim Entlassen der katalytischen Untereinheit von der regulatorischen Untereinheit der 
Proteinkinase A mit (Al-Tawashi et al., 2012). Dabei reguliert LGD2 den 
cAMP/PKA.Signalweges, indem es an der Feinabstimmung der negativen 
Rückkopplungsschleife beteiligt ist, welche über die PKA PDE4D Aktivierung agiert (Al-
Tawashi und Gehring, 2013). Dieser Signalweg reguliert die Synapsenplastizität, das 
Lernen und das Gedächtnis (Abel et al., 1997; Nguyen und Woo, 2003) Dies zeigt, 
dass LGD2 an wichtigen Prozessen im Gehirn beteiligt ist (s. Abb. 1.6 �).  

So führt auch eine Mutation in hLGD2 (CC2D1A), zu einer autosomal rezessiven, nicht 
syndromischen mentalen Retardierung (NSMR). Diese zeichnet sich dadurch aus, 
dass die Patienten grundsätzlich eine verzögerte mentale Entwicklung haben. Sie 
besitzen nur eine kurze Aufmerksamkeitsspanne, eine unverständliche Sprache und 
einen Intelligenzquotienten unter 70 (American Psychiatric Association, 2000). Die 
Patienten mit NSMR weisen keine schwerwiegenden physischen Abnormalitäten, 
Dysmorphismen oder neurologischen Abnormalitäten auf. Es wird vermutet, dass 
gestörte biologische Prozesse, welche an der neuronalen Differenzierung und 
synaptischer Plastizität, sowie an dem synaptischen Vesikeltransport und der 
Regulation der Genexpression beteiligt sind, eine Ursache der mentalen Retardierung 
sein könnten (Renieri et al., 2005).  

Die NSMR, welche durch eine Mutation in hLGD2 ausgelöst wird, tritt in einer isolierten 
Population in Israel auf (Basel-Vanagaite et al., 2007). Das mutierte hLGD2 Allel hat 
eine Deletion von 3589 Nukleotiden, welche in Intron 13 anfängt und in Intron 16 
aufhört. Dies führt zu einer Leserasterverschiebung direkt nach der dritten DM14 
Domäne, welches ein Nonsense Peptid von 30 Aminosäuren mit einem vorzeitigen 
Stoppkodon generiert. Das entstehende Protein besitzt also nach der dritten DM14 
Domäne ein 30 Aminosäuren langes Nonsense-Peptid auf das ein Stoppkodon folgt 
(Basel-Vanagaite et al., 2006). Es ist bisher noch unklar, wie die Mutation von hLGD2 
die nicht-syndromische mentale Retardierung auslöst.  
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1.5 Ziele der Arbeit 

Die beschriebenen Funktionen der hLGDs sind sehr divers und beruhen zumeist auf in 
vitro Daten. So scheint hLGD2 an zahlreichen verschiedenen Prozessen in der Zelle 
beteiligt zu sein, wie zum Beispiel als Adapterprotein im NF-kB-Signalweg (Zhao et al., 
2010; Zhao et al., 2011) oder während der Zellteilung bei der Zentiolentrennung 
(Nakamura et al., 2009). Für Lgd aus Drosophila melanogaster wurde gezeigt, dass es 
mit dem ESCRT-III Protein Shrub interagiert und am endosomalen Transportweg 
beteiligt ist (Troost et al., 2012). Diese Funktion wurde im Säuger noch nicht näher 
untersucht. Allerdings ist auch hier bekannt, dass die hLGDs mit den Shrub Orthologen 
CHMP4A-C interagieren (Tsang et al., 2006; Usami et al., 2012). Zudem führt eine 
Herunterregulation von hLGD2 zu einer verringerten EGF (epidermal growth factor)- 
und TF (Transferrin)- Endocytose (Collinet et al., 2010). Die Charakterisierung der 
hLGDs und deren Relevanz im Bezug auf den endosomalen Transportweg zu 
ermitteln, kann helfen das Bild des endosomalen Transportes weiter zu 
vervollständigen, beziehungsweise der Wirkungsweise der ESCRT-Komplexe, zu 
formen. Da Defekte im endosomalen Transportweg zu zahlreichen Krankheiten führen, 
kann ein besseres Verständnis für diesen helfen die Ursachen der Krankheiten zu 
finden und diese zu behandeln.  

In dieser Arbeit sollen deshalb zunächst grundlegende Eigenschaften  

(1) der humanen LGDs im Hinblick auf ihre funktionale Konservierung, sowie ihre 
Lokalisation und ihre Stabilität in Drosophila melanogaster analysiert werden. Zudem 
erfolgt  

(2) eine Analyse der hLGDs in humanen Zellen vor allem in Bezug auf den 
endosomalen Transportweg. Des Weiteren soll durch diese Analysen  

(3) Aufschluss über die Funktion der DM14 und C2 Domänen,  

(4) sowie über mögliche Unterschiede zwischen hLGD1 und hLGD2 erlangt werden.  

(5) Des Weiteren soll eine Mutation von hLGD2, welche beim Menschen eine nicht-
syndromische autosomal rezessive mentale Retardierung auslöst in dieser Arbeit 
näher hinsichtlich ihrer Funktionalität, Lokalisation, Stabilität und ihren Effekt auf den 
endosomalen Transport charakterisiert werden. Dieses erfolgt sowohl in Drosophila 
melanogaster, proteinbiochemisch als auch in humanen Zellen. Diese Analysen 
könnten sowohl Aufschluss über die Natur des Allels als auch Einblicke in die Ursache 
der mentalen Retardierung geben, die durch die Mutation in hLGD2 ausgelöst wird.  
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2 Ergebnisse 

2.1 Vergleich der Aminosäuresequenzen der Lgd-Familie 

Die humanen LGDs (hLGD) gehören einer konservierten Proteinfamilie an. Die Lgd-
Orthologen, hLGD1 und hLGD2, besitzen wie auch Lgd vier DM14 Domänen und eine 
C-terminal gelegene C2-Domäne. hLGD2 unterscheidet sich von hLGD1 durch eine 
Verlängerung des C-terminalen Bereichs (Jaekel und Klein, 2006).  

Bisher wurden nur die Aminosäuresequenzen der hLGDs mit Lgd verglichen. Ein 
Vergleich untereinander fehlte bislang. Für den Sequenzvergleich der Aminosäuren 
wurde auf der Internetseite von EMBL-EBI der Needleman-Wunsch Algorithmus 
verwendet, welcher die Aminosäuresequenz der kompletten Proteine hinsichtlich des 
Prozentsatzes der Übereinstimmung miteinander vergleicht (EMBL-EBI).  

Da die humanen LGDs auch in Drosophila melanogaster analysiert werden sollten, 
wurden sie zunächst mit Lgd aus D. melanogaster verglichen. hLGD1 ist zu 35% 
identisch und zu 54% ähnlich zu Lgd. hLGD2 hingegen ist nur zu 30% identisch und zu 
45% ähnlich zu Lgd. Demzufolge ist wie erwartet hLGD1 dem Lgd ähnlicher als 
hLGD2, da hLGD2 einen verlängerten C-Terminus besitzt (s. Abb. 2.1). Auch Jaekel 
und Klein (2006) haben bei einem Sequenzvergleich eine Identität von 34% von 
hLGD1 zu Lgd festgestellt, sowie eine Ähnlichkeit von 63%. Der Sequenzvergleich von 
hLGD2 mit Lgd zeigte, dass sie Sequenzen zu 29% identisch und zu 49% ähnlich sind 
(Jaekel und Klein, 2006). Die geringen Unterschiede in den Prozentangaben 
resultieren aus der Verwendung eines anderen Algorithmus, der Jones-Taylor-
Thornton Matrix.  

 

Abb. 2.1: Sequenzvergleich der hLGDs und Lgd. Schematische Darstellung der Proteine mit 
Prozentangabe der identischen und ähnlichen Aminosäuren. Die Analyse der Sequenzen 
erfolgte auf der EMBL-EBI Internetseite nach dem Needleman-Wunsch Algorithmus (EMBL-
EBI).  
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Der Vergleich von hLGD1 mit hLGD2 zeigt, dass die Sequenz zu 41% identisch ist und 
eine Ähnlichkeit von 55% aufweist. Damit ist die Ähnlichkeit von hLGD1 zu hLGD2 
genauso stark ausgeprägt wie die von hLGD1 zu Lgd (s. Abb. 2.1).  

2.2 Struktur und Funktionsanalyse von hLGD1 und hLGD2 

Ein Großteil der bisher veröffentlichten Ergebnisse von hLGD1 und hLGD2 beruhen 
auf proteinbiochemischen und Zellkultur-Daten. Es wurden bislang nur wenige 
Experimente in vivo durchgeführt. Der zuvor durchgeführte Sequenzvergleich belegte 
eine konservierte Aminosäuresequenz zwischen den hLGDs und ihrem Ortholog aus 
Drosophila melanogaster (s. Kap. 2.1). Um zu analysieren, ob diese Konservierung 
nicht nur strukturell sondern auch funktional ist, wurden die hLGDs in dieser Arbeit 
zunächst im Modellorganismus Drosophila melanogaster untersucht. Dazu wurde eine 
Struktur-/Funktionsanalyse durchgeführt, in der verschiedene Domänen der Proteine 
deletiert und im Anschluss auf ihre Funktionalität überprüft wurden.  

Eine zuvor durchgeführte Überexpression der murinen Orthologe von Lgd, mLGD1 und 
mLGD2, in der Flügelimaginalscheibe wies nach, dass diese das Drosophila Lgd 
funktional ersetzen können (Jaekel und Klein, 2006). Allerdings führte eine 
weitergehende Struktur-/Funktionsanalyse von Lgd mittels des GAL4/UAS-Systems zu 
widersprüchlichen Ergebnissen (Troost, 2007), welche daraus resultierten, dass 
sowohl die Überexpression als auch der Funktionsverlust von Lgd zu einer ektopischen 
Notch-Aktivierung führen (Jaekel und Klein, 2006).  

Aus diesem Grund wurde ein System verwendet, welches eine Expression der 
Konstrukte auf annähernd endogenem Level ohne Positionseffekte ermöglicht. Dazu 
wurden je circa 550 bp der flankierenden „upstream“ und „downstream“ genomischen 
Regionen des lgd Lokus als regulatorische Einheiten verwendet (im Folgenden lgdP 
genannt). Diese Sequenz ist Teil eines genomischen Rettungskonstruktes, welches 
zusätzlich die genomische Transkriptionseinheit von Lgd enthielt. Dieses Konstrukt war 
ausreichend, um den lgd mutanten Phänotyp zu retten (Childress et al., 2006; Troost et 
al., 2012). Damit keine Positionseffekte die Ergebnisse verfälschen, wurde außerdem 
das attB/attP System für die Transgenese verwendet. Dies erlaubt eine zielgerichtete 
Insertion der Transgene in das Genom und somit eine gleichstarke Expressionsstärke 
der Konstrukte (Bischof et al., 2007) (s. Kap. 5.2.8.3). Eine Analyse des „full length“ 
Lgd mittels Western Blots unter Kontrolle des lgdP zeigte, dass dessen Expression im 
Vergleich zum endogenen Lgd nur halb so stark ist. Die Expression des „full length“ 
Lgd unter Kontrolle des lgdP zeigte dennoch eine vollständige Rettung des lgd 
mutanten Phänotyps. Die Fliegen sind adult und fertil (Troost et al., 2012).  

In diesem zuvor beschriebenen System wurden die hLGDs und ihre 
Deletionskonstrukte exprimiert. Alle in dieser Arbeit verwendeten hLGD Konstrukte 
wurden in die attP86Fb Insertionsstelle integriert, welche auf dem rechten Arm des 
dritten Chromosoms lokalisiert ist. Die zunächst untersuchten Konstrukte sind in 
Abbildung 2.2 dargestellt.  
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Abb. 2.2: Schematische Darstellung der hLGDs und ihrer Deletionskonstrukte. Die hLGDs 
bestehen aus vier DM14 Domänen und einer C2 Domäne. Bei den Deletionskonstrukten 
wurden einzelne Domänen deletiert, um ihre mögliche Funktion zu untersuchen.  

2.2.1 hLGD1 und hLGD2 sind funktional konserviert 

Die Analyse der funktionalen Konservierung der humanen LGDs erfolgte in vivo in 
Drosophila melanogaster. Dazu wurden Rettungsexperimente im amorphen 
Hintergrund des Allels lgdd7 in Flügelimaginalscheiben des dritten Larvenstadiums 
durchgeführt. Der Ausfall von Lgd führt zur Letalität in einem frühen puppalen Stadium. 
Außerdem kommt es zu einer ektopischen Aktivierung des Notch-Signalweges, welche 
gut durch die ektopische Expression des Notch Zielgens Wingless (Wg) dargestellt 
werden kann (Bryant und Schubiger, 1971); (Klein, 2003). Um eine Aussage über die 
Rettung des lgdd7 Phänotyps machen zu können, wurde sowohl die Wg Expression als 
auch die Expression des Notch-Reportergenkonstrukts Gbe+Su(H)-lacZ untersucht.  

In wildtypischen Flügelimaginalscheiben befindet sich die Notch abhängige Wingless-
Expressionsdomäne in einem zwei-Zell breiten Streifen entlang der dorso-ventralen 
(D/V) Grenze der Flügelimaginalscheibe (s. Abb. 2.3 A zwischen den weißen Pfeilen 
und in größerer Vergrößerung in Abb. 2.3 E, I). Zusätzlich wird Wg in zwei Kreisen 
entlang des Flügelfeldes und in einem breiten Streifen im Notum exprimiert (s. Abb. 2.3 
A). Diese Expression ist allerdings von Notch unabhängig (Klein, 2001). Zusätzlich wird 
die Notchaktivität durch das sensitivere Reportergenkonstrukt Gbe+Su(H)-lacZ 
dargestellt (s. Kap. 5.2.8.5) (Furriols und Bray, 2001). Dabei wird die Aktivität von 
Notch in der gesamten Flügelimaginalscheibe angezeigt und nicht nur entlang der 
dorso-ventralen Grenze (s. Abb. 2.3 A und in größerer Vergrößerung in Abb. 2.3 E, M). 
Die Expressionsdomänen des Reporterkonstrukts welche orthogonal zu der D/V-
Grenze im Flügelfeld verlaufen, kennzeichnen die Bereiche, in denen im adulten Flügel 
die Flügelvenen gebildet werden (Übersicht in de Celis, 2003).  
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Bei Lgd Ausfall hingegen ist der Wg exprimierende Streifen an der D/V Grenze stark 
verbreitert (s. Abb. 2.3 B zwischen den weißen Pfeilen und in höherer Vergrößerung in 
Abb. 2.3 F, J). Und auch der sensitivere Notch Reporter Gbe+Su(H)-lacZ ist in der 
ganzen Flügelimaginalscheibe aktiviert (s. Abb. 2.3 B zwischen den weißen Pfeilen und 
in höherer Vergrößerung in Abb. 2.3 F, N). Zudem ist bei dem Vergleich zwischen den 
Flügelimaginalscheiben in Abbildung 2.3 A zu 2.3 B eine Überproliferation der Scheibe 
in Abbildung 2.3 B zu beobachten.  

Um die funktionale Konservierung der hLGDs zu analysieren, wurden die Konstrukte 
lgdP hLGD1-HA und lgdP hLGD2-HA verwendet. In dem Rettungsexperiment liegen 
die Konstrukte nur in einer Kopie vor.  

Bei der Rettung des lgd mutanten Phänotyps sowohl mit hLGD1-HA (s. Abb. 2.3 C) als 
auch mit hLGD2-HA (s. Abb. 2.3 D) erscheint die Wingless Expressionsdomäne 
wildtypisch. Allerdings zeigt sich bei der Rettung mit hLGD2-HA in der höheren 
Vergrößerung eine leichte ektopische Wingless Expression (s. Abb. 2.3 L, gelber Pfeil). 
Außerdem ist Gbe+Su(H)-lacZ bei dem Rettungsexperiment mit lgdP hLGD2-HA (s. 
Abb. 2.3 P) im Vergleich zum Wildtyp (s. Abb. 2.3 M) oder zu der Rettung mit hLGD1-
HA (s. Abb. 2.3 O) stärker aktiviert. Die Rettung mit lgdP hLGD2-HA ist also nicht 
vollständig. Zudem schlüpfen keine adulten Tiere, selbst wenn zwei Kopien von lgdP 
hLGD2-HA vorliegen. Diese Tiere sterben schon als „pharate adults“ in der Puppe. 
Hingegen scheint die Rettung des lgd mutanten Phänotyps mit lgdP hLGD1-HA 
vollständig zu sein, da selbst wenn nur eine Kopie vorhanden ist, fertile Tiere 
schlüpfen.  

Die humanen Orthologe von Lgd sind also funktional konserviert, wobei hLGD1 stärker 
konserviert ist als hLGD2. Dieses Ergebnis wird auch durch die Sequenzanalyse in 
Kapitel 2.1 unterstützt. Da die Verlängerung des C-Terminus von hLGD2 die geringere 
Funktionalität in Drosophila melanogaster verursachen könnte, wird dies im nächsten 
Kapitel näher untersucht.  



 Ergebnisse 

24 

 

Abb. 2.3: Rettung des lgd mutanten Phänotyps durch die Expression von lgdP hLGD1-HA 
und lgdP hLGD2-HA. A-H: Antikörperfärbungen von Flügelimaginalscheiben im lgd mutanten 
Hintergrund gegen das Protein Wingless (rot) und die ß-Galaktosidase (grün) zur Darstellung 
der Aktivität des Notch Signalweges. A-D: weiße Pfeile kennzeichnen die Grenzen der Wingless 
Expressionsdomäne. E-H: Aktivität des Notch Signalweges im Flügelfeld in höherer 
Vergrößerung. Die erste Spalte zeigt die Aktivität des Notch Signalweges in wildtypischen 
Flügelimaginalscheiben. In der Spalte rechts daneben ist die Aktivierung des Notch Signalwegs 
einer lgd mutanten Scheibe dargestellt. Oberhalb der Spalten, in denen die 
Flügelimaginalscheiben der Rettungsexperimente gezeigt werden, sind die exprimierten 
Rettungskonstrukte schematisch skizziert. Alle Konstrukte stehen unter Kontrolle des lgdP und 
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sind an der Position attP86Fb im Genom inseriert. Der Genotyp des Rettungsexperiments steht 
oben links in der Abbildung. C, G, K, O: die Expression von hLGD1-HA zeigt eine wildtypische 
Aktivierung des Notch Signalweges. D, H, L, P: die Expression von hLGD2-HA führt zu einer 
annähernd wildtypischen Aktivierung des Notch Signalweges, wobei in L und P eine leicht 
ektopische Aktivierung zu beobachten ist (gelber Pfeil). hLGD1 und hLGD2 sind funktional 
konserviert.  

2.2.2 Die C-terminale Verlängerung von hLGD2 verschlechtert dessen 
Funktionalität in Drosophila melanogaster 

Um zu überprüfen, ob der verlängerte C-Terminus von hLGD2-HA der Grund für eine 
schlechtere Funktionalität in Drosophila melanogaster ist, wurde ein Konstrukt (lgdP 
hLGD2∆C815-HA) ohne diese Verlängerung hergestellt und damit das 
Rettungsexperiment durchgeführt (s. Abb. 2.2).  

In dem Rettungsexperiment mit lgdP hLGD2∆C815-HA ist die Wingless (Wg) 
Expressionsdomäne annähernd wildtypisch. Allerdings zeigt sich, wie bei der Rettung 
mit dem Konstrukt lgdP hLGD2-HA, (s. Abb 2.4 K) in der höheren Vergrößerung eine 
leichte ektopische Expression von Wg (s. Abb 2.4 L, gelber Pfeil). Zudem ist 
Gbe+Su(H)-lacZ stärker aktiviert als in wildtypischen Flügelimaginalscheiben (s. Abb 
2.4 L im Vergleich zu M). Der Notch-Signalweg wird also ektopisch aktiviert und 
hLGD2∆C815-HA kann das endogene Lgd nicht vollständig funktional ersetzen. Wenn 
das Konstrukt im lgd mutanten Hintergrund in zwei Kopien vorliegt, sterben die Tiere, 
ebenso wie Tiere mit zwei Kopien von lgdP hLGD2-HA, als „pharate adults“.  

Das endogene Lgd kann also funktional weder von hLGD2∆C815-HA noch von 
hLGD2-HA vollständig ersetzt werden. Wenn hLGD2∆C815-HA im lgd mutanten 
Hintergrund exprimiert wird, konnte nicht nachgewiesen werden, dass der verlängerte 
C-Terminus von hLGD2 einen Einfluss auf die Funktion des Proteins in Drosophila 
melanogaster hat. Dennoch zeigen diese Ergebnisse, dass beide Proteine so stark 
konserviert sind, dass sie immer noch eine Teilfunktion von Lgd übernehmen können 
und sich die Tiere bis zum „pharate adult“ Stadium entwickeln.  
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Abb. 2.4: Rettung des lgd mutanten Phänotyps durch die Expression von lgdP 
hLGD2∆C815-HA. Neben der wildtypischen und der lgd mutanten Kontrolle ohne 
Rettungskonstrukt ist ebenfalls die Rettung von lgdP hLGD2-HA zum besseren Vergleich 
dargestellt. D, H, L, P: Expression von lgdP hLGD2∆C815-HA und deren Auswirkung auf die 
Aktivität des Notch Signalweges. L, P: leichte ektopische Aktivierung des Notch Signalweges 
(gelber Pfeil). hLGD2∆C815 unterdrückt den lgd mutanten Phänotyp genauso stark wie hLGD2.  
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Um kleinere Unterschiede in der Funktion der Rettungskonstrukte zu untersuchen, 
wurde die Rettung zusätzlich in einem sensitiveren mutanten Hintergrund durchgeführt. 
Der sensitivierte Hintergrund wird erreicht, indem zusätzlich zu dem lgd mutanten 
Hintergrund noch eine Kopie von shrub entfernt wird. Es ist bekannt, dass Lgd 
genetisch mit Shrub interagiert und dass die Interaktion der Proteine direkt erfolgt 
(Troost et al., 2012). Der Verlust von shrub ist embryonal letal, ein Verlust von lgd führt 
hingegen zu einer Letalität im frühen Puppenstadium. Wenn bei einem Verlust von Lgd 
zusätzlich noch eine Kopie Shrub entfernt wird, dann sterben die Larven im späten 
zweiten oder frühen dritten larvalen Stadium (s. Abb 2.5). In diesem Stadium sind die 
Imaginalscheiben noch sehr klein, da die Proliferation des Gewebes vorwiegend im 
dritten Larvenstadium stattfindet. Diese beginnt nachdem die Wg Expression im 
Flügelfeld an der D/V-Grenze durch den Notch-Signalweg kontrolliert wird (Klein, 
2001). In diesem sensitivierten Hintergrund können kleinere Unterschiede in der 
Funktionalität der Proteine untersucht werden. Zudem kann überprüft werden, ob die 
exprimierten Konstrukte genetisch mit Shrub interagieren. Um die Funktionalität der 
Proteine zu bestimmen wurde wieder die Ausbreitung der Expression der Notch-
Zielgene Wg und Gbe+Su(H)-dsRed untersucht.  

 

Abb. 2.5: Verfrühte Letalität von lgd und shrub mutanten Fliegen. Die Abbildung stellt den 
Lebenszyklus von Drosophila melanogaster dar. Gekennzeichnet sind die Zeitpunkte an denen 
die Fliegen bei Verlust von Lgd bzw. von Shrub sterben. Die shrub homozygote Mutation ist 
embryonal letal. Die lgd mutanten Fliegen sterben in einem frühen puppalen Stadium. Wenn 
jedoch lgd homozygot mutant und shrub heterozygot mutant ist, sterben sie in einem frühen 
dritten Larvenstadium. (modifiziert nach Weigmann et al., 2003) 
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Die Expression von hLGD1-HA in dem sensitivierten Hintergrund führt zu einer 
vollständigen Rettung des lgd mutanten Phänotyps. Wg wird wildtypisch in einem zwei-
Zell breiten Streifen entlang der D/V-Grenze exprimiert (s. Abb. 2.6 B, F, J). Auch die 
Expression von Gbe+Su(H) dsRed ist wildtypisch (s. Abb. 2.6 B, F, N). Es entwickeln 
sich adulte Fliegen, welche jedoch nicht fertil sind. Dies belegt eindeutig, dass hLGD1 
in der Fliege funktional ist und auch mit Shrub genetisch interagiert. Jedoch kann es in 
diesem sensitiveren Hintergrund Lgd nicht vollständig ersetzen, da die adulten Fliegen 
nicht fertil sind. Im Gegensatz dazu ist die Rettung mit dem Konstrukt lgdP lgd-HA 
vollständig funktional, da adulte und fertile Tiere schlüpfen (Troost et al., 2012).  

Allerdings zeigt das Rettungsexperiment mit lgdP hLGD2-HA deutlich, dass hLGD2 
nicht so funktional wie hLGD1 ist. Dies ist daran zu erkennen, dass die Tiere im frühen 
dritten larvalen Stadium sterben und im Gegensatz dazu schlüpfen bei der Expression 
von hLGD1 adulte Fliegen. Zudem führt die Expression von hLGD2 im sensitiven 
Hintergrund zu kleineren Flügelimaginalscheiben als bei der Expression von hLGD1. 
Des Weiteren ist die Wg Expression vorhanden, aber nicht mehr auf einen zwei-Zell 
breiten Streifen beschränkt (s. Abb. 2.6 C, G, K) und das Reportergenkonstrukt 
Gbe+Su(H)-dsRed wird in der gesamten Flügelimaginalscheibe exprimiert (s. Abb. 2.6 
C, G, O). Die Larven sterben im frühen dritten larvalen Stadium. Sie werden allerdings 
älter als die Larven, die nur den sensitivierten Hintergrund besitzen, dies ist an den 
größeren Scheiben erkennbar (s. Abb. 2.6 G im Vergleich zu E). Dies führt zu der 
Annahme, dass hLGD2 noch eine Funktion besitzt und den lgd mutanten Phänotyp 
unterdrückt sowie auch genetisch mit Shrub interagiert.  

Die Expression von lgdP hLGD2∆C815-HA im sensitivierten Hintergrund führt zu einer 
Ausbreitung der Expression von Wg (s. Abb. 2.6 D, H, L weiße Pfeile) und auch 
Gbe+Su(H)-dsRed (s. Abb. 2.6 D, H, P). Die Larven sterben wie auch bei der 
Expression von hLGD2-HA im dritten Larvenstadium. Da die Flügelimaginalscheiben 
allerdings größer sind als bei der Expression von hLGD2-HA, ist anzunehmen, dass 
die Larven älter werden. Demzufolge scheint das Konstrukt lgdP hLGD2∆C815-HA in 
der Fliege den lgd mutanten Phänotyp stärker zu unterdrücken als das hLGD2 „full 
length“ Konstrukt lgdP hLGD2-HA. Dies deutet auf eine Restfunktion sowohl von 
hLGD2 als auch hLGD2∆C815 hin, wobei hLGD2 eine geringere Funktionalität als 
hLGD2∆C815 zu haben scheint.  

Die Verlängerung des C-Terminus von hLGD2 hat also einen negativen Effekt auf die 
Funktion von hLGD2 in Drosophila melanogaster. Aber zusätzlich spielen noch andere 
Veränderungen in der Sequenz eine Rolle, da hLGD2∆C815 nicht in gleichem Ausmaß 
rettet wie hLGD1 (s. Anhang Abb. 7.1). Allerdings sind sowohl hLGD1 als auch hLGD2 
so stark funktional konserviert, dass sie, wie auch Lgd, genetisch mit Shrub 
interagieren.  
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Abb. 2.6: Rettung des lgd mutanten Phänotyps im sensitivierten Hintergrund durch die 
Expression von lgdP hLGD1-HA, lgdP hLGD2-HA und lgdP hLGD2∆C815-HA. A, E, I, M: 
Die lgd mutante Kontrolle ohne Rettungskonstrukt, der eine Kopie shrub fehlt. Die Tiere sterben 
im frühen dritten Larvenstadium (unveröffentlichte Daten Tobias Troost). B, F, J, N: Expression 
von lgdP hLGD1-HA und die wildtypische Aktivierung des Notch-Signalweges. C, G, K, O: 
Expression von lgdP hLGD2-HA. Die Scheibe ist deutlich kleiner als eine wildtypische Scheibe, 
zudem ist sowohl die Wg Expressionsdomäne (K) als auch die Expression von Gbe+Su(H)-
dsRed (O) stark ektopisch aktiviert. D, H, L, P: Expression von lgdP hLGD2∆C815-HA. Die Wg 
Expressionsdomäne ist verbreitert (L, weiße Pfeile). Auch die Expression von Gbe+Su(H)-
dsRed (P) ist ektopisch aktiviert. Dennoch ist die Rettung des sensitivierten Hintergrunds mit 
lgdP hLGD2∆C815-HA stärker als mit lgdP hLGD2-HA. 
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2.2.3 Funktion der DM14 Domänen 

2.2.3.1 Die DM14 Domänen sind wichtig für die Funktion der hLGDs 

Die DM14 Domänen sind für die Funktion von Lgd essentiell. Sie vermitteln die 
Interaktion mit Shrub und auch mit dessen Wirbeltier-Orthologen CHMP4B (Troost et 
al., 2012; Usami et al., 2012; Martinelli et al., 2012). Zunächst wurden Konstrukte ohne 
DM14 Domänen generiert, lgdP hLGD1∆DM14-HA und lgdP hLGD2∆DM14-HA, um 
die Funktion der DM14 Domänen der hLGDs analysieren zu können (s. Abb. 2.2).  

Der Rettungsversuch mit den hLGD Konstrukten ohne DM14 Domäne, lgdP 
hLGD1∆DM14-HA und lgdP hLGD2∆DM14-HA, im lgd amorphen Hintergrund zeigt 
eine verbreiterte Wg Expressionsdomäne (s. Abb. 2.7 C, D). Diese ist nicht so stark 
verbreitert im Vergleich zu der Kontrolle des lgd mutanten Hintergrunds alleine (s. Abb. 
2.7 B im Vergleich zu C, D). Allerdings ist die Ausprägung der ektopischen Wingless 
Expression stark variabel (Klein, 2003). Zudem wurde der Notch-Reporter Gbe+Su(H)-
lacZ ubiquitär exprimiert (s. Abb. 2.7 C, O und D, P). Dies weist nach, dass Notch, wie 
bei einem Funktionsverlust von Lgd, überall aktiviert wurde und dass die Konstrukte 
ohne DM14 Domäne nicht mehr funktional sind. Zudem sind die Scheiben wie bei dem 
Verlust von Lgd stark überproliferiert (s. Abb. 2.7 C und D) und die Tiere sterben wie 
auch die lgd mutanten Tiere in einem frühen puppalem Stadium.  

Die DM14 Domänen sind somit auch in den hLGDs essentiell für deren Funktion. 
Allerdings ist nicht geklärt, wie viele DM14 Domänen für die Funktionalität der hLGDs 
ausreichen. Eine Struktur-/Funktionsanalyse von Lgd hatte zuvor nachgewiesen, dass 
eine Kombination aus zwei DM14 Domänen ausreichend ist, um die Funktion von Lgd 
auszuführen (Troost et al., 2012). Um zu testen, ob dies auch auf hLGD1 zutrifft, 
wurden Rettungsexperimente mit hLGD1, welchem zwei DM14 Domänen fehlen, 
durchgeführt.  

Da hLGD1 Lgd am ähnlichsten ist, wurden hLGD1 für eine weitergehende Analyse der 
DM14 Domänen, zwei DM14 Domänen entfernt. Es wurden zwei Konstrukte 
hergestellt, wobei bei einem die ersten beiden (lgdP hLGD1∆DM14(1-2)-HA) und beim 
anderen die letzten beiden DM14 Domänen (lgdP hLGD1∆DM14(3-4)-HA) entfernt 
wurden.  

Bei dem durchgeführten Rettungsexperiment im lgd mutanten Hintergrund sowohl mit 
lgdP hLGD1∆DM14(1-2)-HA als auch mit lgdP hLGD1∆DM14(3-4)-HA zeigt sich 
sowohl eine annähernd wildtypische Expression von Wingless als auch von 
Gbe+Su(H)-lacZ (s. Abb 2.8 C, D). In höherer Vergrößerung ist eine leichte ektopische 
Expression von Wingless an der dorso-ventralen Grenze zu beobachten (s. Abb. 2.8 K, 
L gelber Pfeil). Außerdem wurde Gbe+Su(H)-lacZ im Vergleich zum Wildtyp stärker 
aktiviert (s. Abb. 2.8 O, P). Liegen die Konstrukte in zwei Kopien vor, sterben die Tiere 
als „pharate adults“. Die Proteine können also den lgd mutanten Phänotyp zum Teil 
unterdrücken, aber die Funktion von Lgd nicht vollständig ersetzen.  
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Abb. 2.7: Rettung des lgd mutanten Phänotyps durch die Expression von lgdP 
hLGD1∆DM14-HA und lgdP hLGD2∆DM14-HA. A, E, I, M: wildtypische Kontrolle. B, F, J, N: 
lgd mutanter Hintergrund ohne Rettungskonstrukt. C, G, K, O: Expression von lgdP 
hLGD1∆DM14-HA und deren Auswirkung auf die Aktivität des Notch Signalweges. K: stark 
verbreiterte Wg Expressionsdomäne. O: ubiquitäre Expression von Gbe+Su(H)-lacZ. D, H, L, P: 
Expression von lgdP hLGD2∆DM14-HA und deren Auswirkung auf die Aktivität des Notch 
Signalweges. L: stark verbreiterte Wg Expressionsdomäne. P: ubiquitäre Expression von 
Gbe+Su(H)-lacZ. Die hLGDs ohne DM14 Domänen sind nicht mehr funktional.  
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Abb. 2.8: Rettung des lgd mutanten Phänotyps durch die Expression von lgdP 
hLGD1∆DM14(1-2)-HA und lgdP hLGD1∆DM14(3-4)-HA. A, E, I, M: wildtypische Kontrolle. B, 
F, J, N: lgd mutanter Hintergrund ohne Rettungskonstrukt. C, G, K, O: Expression von lgdP 
hLGD1∆DM14(1-2)-HA und deren Auswirkung auf die Aktivität des Notch Signalweges. K: leicht 
ektopisch aktivierte Wg Expression (gelber Pfeil). O: leicht gesteigerte Expression von 
Gbe+Su(H)-lacZ als beim Wildtyp. D, H, L, P: Expression von lgdP hLGD1∆DM14(3-4)-HA und 
deren Auswirkung auf die Aktivität des Notch Signalweges. L: leicht ektopisch aktivierte Wg 
Expression (gelber Pfeil). P: leicht gesteigerte Expression von Gbe+Su(H)-lacZ im Vergleich 
zum Wildtyp. Zwei DM14 Domänen von hLGD1 sind ausreichend, um noch eine Teilfunktion 
auszuüben.  

 



 Ergebnisse 

33 

Zwei DM14 Domänen in hLGD1 sind also noch ausreichend, um den lgd mutanten 
Phänotyp zu unterdrücken. Dies weist auf eine Restfunktion von hLGD1 hin, wenn zwei 
DM14 Domänen fehlen. Allerdings konnte dadurch nicht nachgewiesen werden, ob 
eine der Domänen wichtiger ist als die anderen.  

2.2.3.2  Keine Unterschiede zwischen den verschiedenen DM14 Domänen von 
hLGD1 nachweisbar 

Bei Struktur-/Funktionsanalysen von Lgd wurde nachgewiesen, dass die zweite DM14 
Domäne für die Funktion von Lgd bedeutsam ist (Troost et al., 2012). Bei hLGD2 
hingegen spielt die dritte DM14 Domäne eine herausragende Rolle bei der Interaktion 
mit CHMP4B (Usami et al., 2012; Martinelli et al., 2012). Die vorhergehende Analyse 
im lgd mutanten Hintergrund zeigte keine Unterschiede zwischen den DM14 Domänen 
von hLGD1. Deshalb wurde die Untersuchung erneut im sensitivierten Hintergrund 
durchgeführt, in dem lgd in Homozygose und shrub in Heterozygose vorliegt, um 
mögliche kleinere Unterschiede zwischen den DM14 Domänen zu analysieren.  

Bei der Untersuchung von hLGD1∆DM14(1-2)-HA und hLGD1∆DM14(3-4)-HA im 
sensitivierten Hintergrund ist eine Verbreiterung der Wingless Expressionsdomäne und 
auch eine ubiquitäre Expression von Gbe+Su(H) dsRed erkennbar (s. Abb 2.9 C, D). 
Im Vergleich dazu wurde Wg bei der Expression von hLGD1-HA im sensitiveren 
Hintergrund wildtypisch in einem Streifen mit einer Breite von zwei Zellen an der dorso-
ventralen Grenze exprimiert (s. Abb. 2.9 B). In der höheren Vergrößerung fallen bei der 
ektopischen Wg Expression keine Unterschiede zwischen der Expression von lgdP 
hLGD1∆DM14(1-2)-HA und lgdP hLGD1∆DM14(3-4)-HA auf (s. Abb. 2.9 K und L, 
weiße Pfeile). Zudem ist Gbe+Su(H)-dsRed in der gesamten Imaginalscheibe aktiv, 
wenn die Konstrukte lgdP hLGD1∆DM14(1-2)-HA und lgdP hLGD1∆DM14(3-4)-HA 
exprimiert werden (s. Abb 2.9 O, P). Bei einem Vergleich zwischen den beiden 
Konstrukten fiel kein Unterschied in der ektopischen Aktivierung von Notch auf. Daraus 
lässt sich schließen, dass alle Domänen gleich wichtig für die Funktion von hLGD1 
sind, zumindest wenn hLGD1 in Drosophila melanogaster exprimiert wird.  
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Abb. 2.9: Rettung des lgd mutanten Phänotyps durch die Expression von lgdP hLGD1-
HA, lgdP hLGD1∆DM14(1-2)-HA und lgdP hLGD1∆DM14(3-4)-HA im sensitivierten 
Hintergrund. A, E, I, M: lgd mutante Kontrolle ohne Rettungskonstrukt, der eine Kopie shrub 
fehlt. Die Tiere sterben im frühen dritten Larvenstadium (unveröffentlichte Daten Tobias Troost). 
B, F, J, N: Expression von lgdP hLGD1-HA und eine wildtypische Aktivierung des Notch 
Signalweges. C, G, K, O: Expression von lgdP hLGD1∆DM14(1-2)-HA und deren Einfluss auf 
die Aktivität des Notch-Signalweges. Die Wg Expressionsdomäne ist verbreitert (K, weiße 
Pfeile) als auch die Expression von Gbe+Su(H)-dsRed (O) ist stark ektopisch aktiviert. D, H, L, 
P: Expression von lgdP hLGD1∆DM14(3-4)-HA und deren Einfluss auf die Aktivität des Notch-
Signalweges. Die Wg Expressionsdomäne ist verbreitert (L, weiße Pfeile). Auch die Expression 
von Gbe+Su(H)-dsRed (O) ist ektopisch aktiviert. Die Rettung des sensitiveren Hintergrunds mit 
lgdP hLGD1∆DM14(1-2)-HA und lgdP hLGD1∆DM14(3-4)-HA lässt keine Unterschiede in der 
Funktionalität der Domänen erkennen.  
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2.2.4 Funktionalität der C2 Domäne 

2.2.4.1 Die C2 Domäne ist essentiell für die Funktion der hLGDs 

Untersuchungen der C2 Domäne von Lgd haben nachgewiesen, dass sie für die 
Lokalisation und Stabilität des Proteins von Bedeutung ist (Troost et al., 2012). Zur 
Analyse der Funktion der C2 Domäne der humanen LGDs wurde die C2 Domäne der 
hLGDs deletiert und zunächst ein Rettungsexperiment mit diesen Konstrukten 
durchgeführt.  

Die Expression von lgdP hLGD1∆C2-HA und lgdP hLGD2∆C2-HA im lgd mutanten 
Hintergrund zeigt in beiden Fällen eine verbreiterte Wg Expressionsdomäne und eine 
ubiquitäre Aktivierung von Gbe+Su(H)-lacZ (s. Abb. 2.10 C, D, weiße Pfeile) im 
Vergleich zum Wildtyp (s. Abb. 2.10 A). Die Verbreiterung der Wg Expression ist nicht 
so stark ausgeprägt wie in Scheiben mit lgd mutantem Hintergrund in denen kein 
Rettungskonstrukt exprimiert wird (s. Abb. 2.10 J im Vergleich zu K, L). Dies liegt 
wiederum wahrscheinlich an der variablen Wg Expression (Klein, 2003). Dafür spricht 
zudem eine Aktivierung von Gbe+Su(H)-lacZ im gesamten Flügelfeld (s. Abb. 2.10 O, 
P). Des Weiteren sind andere lgd mutante Merkmale erkennbar. So sind die 
Imaginalscheiben vor allem im Bereich des Flügelfeldes stark überproliferiert (s. Abb. 
2.10 B-D) und die Tiere sterben in einem frühen puppalem Stadium. Es gab also keine 
Rettung des lgd mutanten Phänotyps, wenn die C2 Domäne deletiert ist. Dies 
bedeutet, dass die Proteine ohne C2 Domäne nicht mehr funktional sind.  

Die C2 Domäne ist also für die Funktion der hLGDs essentiell. Da für Lgd 
nachgewiesen wurde, dass die C2 Domäne für die Lokalisation und die Stabilität des 
Proteins eine wichtige Rolle spielt, könnten mögliche Ursachen des Funktionsverlustes 
eine Fehllokalisation oder eine Instabilität der Proteine sein.  
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Abb. 2.10: Rettung des lgd mutanten Phänotyps durch die Expression von lgdP 
hLGD1∆C2-HA und lgdP hLGD2∆C2-HA. A, E, I, M: wildtypische Kontrolle. B, F, J, N: lgd 
mutanter Hintergrund ohne Rettungskonstrukt. C, G, K, O: Expression von lgdP hLGD1∆C2-HA 
und deren Auswirkung auf die Aktivität des Notch Signalweges. K: stark verbreiterte Wg 
Expressionsdomäne. O: ubiquitäre Expression von Gbe+Su(H)-lacZ. D, H, L, P: Expression von 
lgdP hLGD2∆C2-HA und deren Auswirkung auf die Aktivität des Notch Signalweges. L: stark 
verbreiterte Wg Expressionsdomäne. P: ubiquitäre Expression von Gbe+Su(H)-lacZ. Die hLGDs 
ohne C2 Domäne sind nicht mehr funktional.  
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2.2.5 Untersuchung des Funktionsverlustes der hLGD∆C2s 

Die hLGD∆C2s zeigen wie auch Lgd∆C2 keine Funktionalität. Es konnte belegt 
werden, dass der Grund für den Funktionsverlust bei Lgd∆C2 die Instabilität und die 
Fehllokalisierung des Proteins in den Kern ist (Troost et al., 2012). Im Folgenden 
werden deswegen auch diese möglichen Ursachen der Funktionslosigkeit der 
hLGD∆C2s näher analysiert. Für die Untersuchung der Lokalisation wurden die 
Konstrukte in der Flügelimaginalscheibe überexprimiert und das Testen der Stabilität 
erfolgte durch die Isolation von Proteinlysaten aus Larven mit anschließender Western 
Blot Analyse.  

2.2.5.1 Die hLGD∆C2s sind in Drosophila melanogaster cytoplasmatisch 
lokalisiert 

Lgd ist ein cytoplasmatisches Protein (Childress et al., 2006; Jaekel und Klein, 2006; 
Gallagher und Knoblich, 2006). Troost, Jäckel et al. (2012) wiesen nach, dass Lgd in 
den Kern wandert sobald die C2 Domäne deletiert ist und dass das Protein nicht mehr 
funktional ist. Durch das Anhängen eines Nuklear Export Signals (NES) an Lgd∆C2 
konnte jedoch belegt werden, dass ohne C2 Domäne das Protein noch eine 
Restfunktion besitzt, wenn es wieder im Cytoplasma lokalisiert ist. Wenn die C2 
Domäne von Lgd fehlt, kann also aufgrund einer Fehllokalisation des Proteins, Lgd 
seine Funktion nicht ausüben (Troost et al., 2012). Dies könnte auch ein Grund sein, 
weshalb die hLGDs ohne C2 Domäne den lgd mutanten Phänotyp nicht retten können.  

Um dies zu untersuchen, wurden die Konstrukte mittels des GAL4/UAS Systems 
überexprimiert, da die Proteine auf endogenem Level mittels einer Antikörperfärbung 
nicht eindeutig zu detektieren sind. Unter Verwendung des Treiberstamms w-; 
ptcGAL4; tubP Rab5-CFP, tubP Rab7-YFP/SM6a-TM6b wurde das zu untersuchende 
Konstrukt im ptc-Streifen entlang der anterior-posterioren Kompartimentgrenze 
exprimiert. Die Detektion der Konstrukte erfolgte über ihre HA-Markierung. Sowohl der 
früh endosomale Marker Rab5-CFP als auch der spät endosomale Marker Rab7-YFP 
wurden unter Kontrolle des Tubulin-Promotors exprimiert, wodurch eine moderate 
Expression der endosomalen Marker ermöglicht wird (Marois et al., 2006). Durch die 
Expression von Rab5-CFP und Rab7-YFP kann ein möglicher Einfluss der Konstrukte 
auf den endosomalen Transportweg überprüft werden. Aus diesem Grund wurde 
zusätzlich die extrazelluläre Domäne von Notch (N(extra)) angefärbt. Die 
Überexpression von Lgd führte zu vergrößerten späten Endosomen, welche positiv für 
N(extra) und Rab7 sind (Jaekel und Klein, 2006).  

Dieses Experiment wurde in Zusammenarbeit mit Shekufe Kharabi-Masouleh während 
ihrer Bachelorarbeit durchgeführt (Kharabi-Masouleh, 2012). Sowohl hLGD1-HA (s. 
Abb. 2.12 D) als auch hLGD2-HA (s. Abb. 2.12 J) sind cytoplasmatisch lokalisiert. Bei 
der Expression von hLGD1-HA, aber nicht bei der Expression von hLGD2-HA, sind 
vergrößerte N(extra) Vesikel im Bereich des exprimierten Proteins zu beobachten (s. 
Abb. 2.12 F). Diese sind auch Rab7 positiv und zum Teil sowohl Rab5 als auch Rab7 
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positiv (s. Abb. 2.11 D, E) Allerdings zeigt die DAPI Färbung, dass die Expression von 
hLGD1 vermehrt zur Apoptose führt (s. Anhang Abb. 7.2). Dies könnte auch die 
Akkumulation der endosomalen Marker mit N(extra) erklären.  

Auch bei den hLGDs, denen die C2 Domäne fehlt, ist eine cytoplasmatische 
Lokalisierung zu beobachten (s. Abb. 2.13 D, E). Die Überexpression von hLGD1∆C2 
sowie von hLGD2∆C2 hat keinen Einfluss auf die N(extra) Verteilung in der Zelle (s. 
Abb. 2.13 F, L). Des Weiteren ist die Verteilung von Rab5-CFP und Rab7-YFP 
wildtypisch (s. Anhang Abb. 7.3). Demzufolge wird der endosomale Transport weder 
durch die Überexpression von hLGD1∆C2 noch durch die Überexpression von 
hLGD2∆C2 gestört.  

Zusammenfassend lässt sich durch diese Experimente zeigen, dass sowohl hLGD1 als 
auch hLGD2 wie Lgd im Cytoplasma lokalisiert sind. Nur die Überexpression von 
hLGD1 übt einen negativen Effekt auf den endosomalen Transportweg aus. Es gibt 
jedoch auch Hinweise, dass er durch Apoptose ausgelöst sein könnte. Anders als bei 
Lgd hat die C2 Domäne der hLGDs keine Funktion in der Lokalisation der Proteine. Sie 
sind weiterhin cytoplasmatisch lokalisiert, wenn diese deletiert wurde. Folglich kann 
eine fehlerhafte Lokalisation nicht der Grund für die fehlende Funktionalität von 
hLGD1∆C2 und hLGD2∆C2 sein. Eine weitere Ursache für den Funktionsverlust 
könnte allerdings auch eine Instabilität der Proteine sein, was im folgenden Kapitel 
überprüft werden soll.  

 

Abb. 2.11: Untersuchung des frühen und späten endosomalen Transportes bei 
Überexpression von hLGD1-HA. A: Übersicht der hLGD1 Expression, sowie die Färbung von 
Rab5-CFP und Rab7-YFP im ptc-Streifen. Der weiße Kasten kennzeichnet den Bereich, 
welcher in B vergrößert wurde. In B-E wird der Bereich des ptc-Streifens weiß umrandet. C: 
Detektion von hLGD1-HA. D: Rab5-CFP Färbung. E: Rab7-YFP Färbung. Die grünen Pfeile 
kennzeichnen die vergrößerten Vesikel. Die Expression von hLGD1 führt zu vergrößerten Rab5 
und Rab7 Vesikeln (In Zusammenarbeit mit Kharabi-Masouleh (2012)).  
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Abb. 2.12: Analyse der Lokalisation der hLGDs. Für die Bestimmung der Lokalisation 
wurden die Konstrukte im ptc-Streifen überexprimiert. Der Genotyp der analysierten Fliegen 
steht oben links in der Abbildung. A-C: Übersicht über die Expression von hLGD1-HA im ptc-
Streifen in verschiedenen Vergrößerungen inklusive der Kern- und N(extra) Färbung. Der weiße 
Kasten in B kennzeichnet den Bereich, welcher in C-F vergrößert wurde. G-I: Übersicht über die 
Expression von hLGD2 im ptc-Streifen in verschiedenen Vergrößerungen inklusive der Kern- 
und N(extra) Färbung. Der weiße Kasten in H kennzeichnet den Bereich, welcher in I-L 
vergrößert wurde. D, J: Detektion der exprimierten Konstrukte. E, K: Kernfärbung. F, L: Färbung 
von N(extra). Die grünen Pfeile kennzeichnen die Lokalisation der Proteine, bzw. in der Hoechst 
Färbung die Lokalisation der Kerne. Die hLGDs sind cytoplasmatisch lokalisiert. Die Expression 
von hLGD1 führt zudem zu vergrößerten N(extra) Vesikeln. (In Zusammenarbeit mit Kharabi-
Masouleh (2012)) 
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Abb. 2.13: Analyse der Lokalisation der hLGD∆C2s. Für die Bestimmung der Lokalisation 
wurden die Konstrukte im ptc-Streifen überexprimiert. Der Genotyp der analysierten Fliegen 
steht oben links in der Abbildung. A-C: Übersicht über die Expression von hLGD1∆C2-HA im 
ptc-Streifen in verschiedenen Vergrößerungen inklusive der Kern- und N(extra) Färbung. Der 
weiße Kasten in B kennzeichnet den Bereich, welcher in C-F vergrößert wurde. G-I: Übersicht 
über die Expression von hLGD2∆C2-HA im ptc-Streifen in verschiedenen Vergrößerungen 
inklusive der Kern- und N(extra) Färbung. Der weiße Kasten in H kennzeichnet den Bereich, 
welcher in I-L vergrößert wurde. D, J: Detektion der exprimierten Konstrukte. E, K: Kernfärbung. 
F, L: Färbung von N(extra). Die grünen Pfeile kennzeichnen die Lokalisation der Proteine, bzw. 
in der Hoechst Färbung die Lokalisation der Kerne. Die hLGD∆C2s sind cytoplasmatisch 
lokalisiert. (In Zusammenarbeit mit Kharabi-Masouleh (2012)) 
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2.2.5.2 hLGD2∆C2 und hLGD2∆DM14 scheinen im Vergleich zu hLGD2 
weniger stabil zu sein 

Da im vorhergehenden Kapitel ausgeschlossen wurde, dass die Fehllokalisation die 
Ursache für den Funktionsverlust der hLGD∆C2s ist, erfolgte als nächstes eine 
Analyse der Stabilität der Proteine. Neben den hLGD∆C2s wurden auch die anderen 
Deletionskonstrukte auf ihre Stabilität hin untersucht.  

Um die Stabilität der Proteine zu testen, wurden Proteinlysate aus L3 Larven isoliert (s. 
Kap. 5.2.9.11), welche die jeweiligen Konstrukte in zwei Kopien tragen. Zunächst 
wurden die hLGD1 Deletionskonstrukte analysiert. Diese wurden unter Kontrolle des 
endogenen lgdP und im wildtypischen Hintergrund exprimiert. Alle untersuchten 
Konstrukte wurden an derselben Insertionsstelle in das Genom inseriert. Somit 
verfälschen keine Positionseffekte die Expressionsstärke der Proteine. Das 
Proteinlysat von zehn Larven wurde in einem Western Blot analysiert. Die Proteine 
wurden mittels der HA-Markierung detektiert. Als Positivkontrolle und zum Vergleich 
der Expression wurde das Konstrukt lgdP lgd-HA verwendet  

Im Vergleich zu Lgd scheinen die Banden von hLGD1 und seinen Deletionskonstrukten 
schwächer zu sein (s. Abb. 2.14). Aus der Ladekontrolle lässt sich schließen, dass 
weniger Lgd als hLGD1 aufgetragen wurde. Dies deutet auf eine geringere Stabilität 
von hLGD1 im Vergleich zu Lgd hin. Die untersuchten hLGD1 Konstrukte wurden 
annähernd gleich stark exprimiert (s. Abb. 2.14).  

Zur Untersuchung der Expressionsstärke der Insertionsposition wurde von den 
Konstrukten hLGD1∆C2-HA und hLGD1∆DM14(1-2)-HA das Proteinlysat von zwei 
verschiedenen Stämmen aufgetragen. Die Indizes hinter dem Konstruktnamen in der 
Abbildung bezeichnen die Stammnummern. Es gibt keine Unterschiede in der 
Expressionsstärke der Konstrukte bei unterschiedlichen Stämmen. Dies bestätigt, dass 
es durch das Verwenden derselben Insertionsposition keine Unterschiede in der 
Expression der Proteine gibt.  

Es ist auffällig, dass alle Proteine langsamer im Polyacylamidgel laufen als errechnet 
(s. Anhang Tab. 7.1). Möglicherweise spielen posttranslationale Proteinmodifikationen 
bei der Diskrepanz zwischen der errechneten und der tatsächlichen Proteingröße eine 
Rolle. Diese Ergebnisse konnten ebenfalls von Daisy Moll in ihrer Bachelorarbeit 
bestätigt werden (Moll, 2013). 
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Abb. 2.14: Analyse der Stabilität der hLGD1 Deletionskonstrukte mithilfe eines Western 
Blots. Es wurde Proteinlysat von jeweils zehn Larven verwendet, um die Stabilität der Proteine 
zu testen. Die hLGD1 Konstrukte wurden mittels des HA Antikörpers (1:3000) nachgewiesen 
(Belichtungszeit: 2h). Als Ladekontrolle diente Tubulin (α-Tubulin: 1:10.000) (Belichtungszeit: 1 
min). Das Proteinlysat von w--Larven wurde als Negativkontrolle verwendet. Alle detektierbaren 
Proteine weisen größere Proteingrößen auf als die, die errechnet wurden. Die hLGD1 
Konstrukte scheinen alle ungefähr gleich stabil zu sein, scheinen jedoch alle weniger stabil als 
Lgd zu sein.  

 

Als Nächstes wurde die Stabilität der hLGD2 Deletionskonstrukte analysiert. Auch 
diese Konstrukte wurden unter Kontrolle des endogenen lgdP exprimiert. Allerdings 
konnten nicht alle Konstrukte über die HA-Markierung detektiert werden. Aus diesem 
Grund fand für die Detektion der hLGD2 Konstrukte der hLGD2 Antikörper (CC2D1A 
von Abnova) Verwendung. Da dieser allerdings auch Lgd erkennt (s. Anhang Abb. 7.4), 
wurden die Konstrukte im lgd mutanten Hintergrund exprimiert, damit nicht zusätzlich 
das endogene Lgd detektiert wird. Erneut diente Lgd-HA, hier jedoch im lgd mutanten 
Hintergrund exprimiert, als Positivkontrolle und zum Vergleich der Expressionsstärke.  

Zur Analyse der Stabilität wurde das Proteinlysat von je fünf Larven aufgetragen. Lgd-
HA und hLGD2-HA werden gleich stark exprimiert, sowie auch hLGD2∆C815-HA. Das 
Protein hLGD2∆DM14-HA wurde nicht detektiert. Im Vergleich zu hLGD2-HA wurde 
hLGD2∆C2-HA deutlich schwächer exprimiert. Sowohl hLGD2∆C2 als auch 
hLGD2∆DM14 scheinen instabiler als hLGD2 zu sein (s. Abb. 2.15). Wie auch bei 
hLGD1 sind die Proteine der hLGD2 Konstrukte größer als die berechneten (s. Anhang 
Tab. 7.1). Auch diese Ergebnisse konnten durch Daisy Moll bestätigt werden (Moll, 
2013).  
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Abb. 2.15: Analyse der Stabilität der hLGD2 Deletionskonstrukte mithilfe eines Western 
Blots. Es wurde Proteinlysat von jeweils fünf Larven verwendet, um die Stabilität der Proteine 
zu testen. Der Nachweis der Konstrukte erfolgte mittels des CC2D1A Antikörpers (1:2000 von 
Abnova) (Belichtungszeit: 2h). Als Ladekontrolle diente Tubulin (α-Tubulin: 1:100.000) 
(Belichtungszeit: 30 min). Das Proteinlysat von lgdd7-Larven wurde als Negativkontrolle 
verwendet. Alle detektierbaren Proteine weisen größere Proteingrößen auf als die berechneten. 
Lgd, hLGD2 und hLGD2∆C815 werden ungefähr gleich stark exprimiert und sind somit in etwa 
gleich stabil. hLGD2∆C2 wird deutlich schwächer als hLGD2 exprimiert und scheint instabiler 
als das vollständige hLGD2 zu sein. hLGD2∆DM14 ist nicht detektierbar.  

 

Da hLGD2∆DM14-HA nicht detektiert werden konnte, wurden die Fliegen auf die 
Insertion des Konstruktes mittels einer Genotypisierung überprüft. Dazu wurde die 
DNA aus adulten Fliegen isoliert (s. Kap. 5.2.8.6) und anschließend eine 
Genotypisierungs-PCR durchgeführt. Die Auswahl der eingesetzten Primer erfolgte 
dabei in sense-Richtung aus dem Vektor in das Insert hinein, und vom Beginn des 
Inserts in antisense-Richtung aus dem Insert herausgehend. So konnte zudem 
sichergestellt werden, dass das Insert auch in richtiger Richtung in den Vektor integriert 
wurde. Es ist eine Bande bei ca. 1750 bp zu erkennen, also wurde hLGD2∆DM14-HA 
ins Fliegengenom inseriert (s. Anhang Abb. 7.4). Ein weiterer Beleg für die Instabilität 
von hLGD2∆DM14-HA ist, dass es überexprimiert in einem Western Blot 
nachgewiesen wurden, somit kann der Antikörper auch hLGD2∆DM14-HA detektieren 
(s. Anhang Abb. 7.4). Zudem erfolgte nur eine schwache Detektion von hLGD2∆DM14-
HA, welches zusätzlich auf eine Instabilität des Proteins hindeutet. Dies belegt, dass 
hLGD2∆DM14-HA sehr wahrscheinlich instabil ist und nicht eine mangelnde Detektion 
durch den Antikörper oder eine fehlerhafte Insertion ins Genom die Ursache der 
Nichtdetektion von hLGD2∆DM14-HA ist.  
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Bei der Analyse der Stabilität der hLGDs gibt es deutliche Unterschiede zwischen 
hLGD1 und hLGD2. Im Gegensatz zu hLGD2 und Lgd sind hLGD1 und seine 
Deletionskonstrukte alle gleich stabil. Insofern wird der Funktionsverlust von 
hLGD1∆C2 vermutlich nicht durch eine Instabilität des Proteins verursacht. Jedoch 
scheint hLGD1 generell instabiler als Lgd oder hLGD2 zu sein. Die exprimierte 
Proteinmenge ist jedoch zur Ausübung der Funktion von hLGD1 ausreichend, da bei 
Expression von hLGD1 im lgd mutanten Hintergrund adulte und fertile Fliegen 
schlüpfen (s. Kap. 2.2.1). Wie auch Lgd∆C2 ist hLGD2∆C2 instabiler. Des Weiteren ist 
auch hLGD2∆DM14 anscheinend so instabil, dass es nicht mehr detektiert werden 
kann. Eine mögliche Ursache für den Funktionsverlust von hLGD2∆C2 und 
hLGD2∆DM14 könnte also die Instabilität der Proteine sein.  

 

Tab. 2.1: Übersicht der Struktur-/Funktionsanalyse. Eigenschaften der hLGDs und deren 
Deletionskonstrukte, wobei sich die Stabilität auf das jeweilige „full-length“ Protein bezieht.  

* kennzeichnet eine geringere Stabilität im Hinblick auf Lgd-HA 

Konstrukte 
Notch-Signalweg 
in lgdd7 

Lokalisation Stabilität 
Adulte 
bzw. 
Letalität 

hLGD1-HA wildtypisch cytoplasmatisch stabil* adult, 
fertil 

hLGD1∆DM14-HA 
hLGD1∆C2-HA 

ektopisch aktiviert, 
keine Rettung 

cytoplasmatisch stabil* früh 
puppal 
letal 

hLGD1∆DM14(1-2)-HA 
hLGD1∆DM14(3-4)-HA 

ektopisch aktiviert, 
partielle Rettung 

nicht getestet stabil* „pharate 
adult“ 

hLGD2-HA 
hLGD2∆C815-HA 

ektopisch aktiviert, 
partielle Rettung 

cytoplasmatisch stabil „pharate 
adult“ 

hLGD2∆DM14-HA 
hLGD2∆C2-HA 

ektopisch aktiviert, 
keine Rettung 

cytoplasmatisch geringere 
Stabilität 

früh 
puppal 
letal 

 

Die Struktur-/Funktionsanalyse ist in Tab. 2.1 zusammengefasst und zeigt, dass 
sowohl hLGD1 als auch hLGD2 funktional konserviert sind und den lgd mutanten 
Phänotyp unterdrücken können. hLGD1 zeigt dabei eine vollständige Unterdrückung 
des lgd mutanten Phänotyps, wohingegen die Unterdrückung durch die Expression von 
hLGD2 nur partiell erfolgt. Zudem sind für die Funktion der hLGDs sowohl die DM14 
Domänen als auch die C2 Domäne essentiell. Der Funktionsverlust von hLGD2∆C2 als 
auch von hLGD2∆DM14 könnte aus einer möglichen Instabilität der Proteine 
resultieren. hLGD1∆C2 hingegen scheint nicht instabiler als hLGD1 zu sein. Zudem 
kann eine Fehllokalisation als Ursache für den Funktionsverlust sowohl von 
hLGD1∆C2 als auch von hLGD2∆C2 ausgeschlossen werden. Auch hLGD1∆DM14, 
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hLGD2∆DM14 und hLGD2∆C815 sind im Cytoplasma lokalisiert und zeigen keinen 
Einfluss auf den endosomalen Transportweg (s. Anhang Abb. 7.5). Demzufolge 
scheinen keine der Domänen der hLGDs oder die Verlängerung des C-Terminus von 
hLGD2 eine Rolle bei der Lokalisation zu spielen. 

2.3 hLGD2 interagiert genetisch mit hLGD1 und Lgd 

Ein direkter Interaktionspartner von Lgd ist Shrub (Troost et al., 2012). In Kapitel 2.2.2 
konnte nachgewiesen werden, dass die hLGDs genetisch mit Shrub interagieren 
können. Es gibt indes auch Hinweise darauf, dass Lgd nicht nur mit Shrub interagieren 
kann, sondern auch mit sich selbst (unveröffentlichte Daten, Sandra Jäckel). Da es 
allerdings zwei humane Orthologe von Lgd gibt, könnten diese möglicherweise auch 
genetisch miteinander interagieren.  

Um dies zu analysieren, wurde ein Rettungsexperiment im lgd mutanten Hintergrund 
durchgeführt. Dazu wurden Fliegen miteinander gekreuzt, die zum einen hLGD2-HA 
und zum anderen hLGD1∆DM14(1-2)-HA, bzw hLGD1∆DM14(3-4)-HA unter Kontrolle 
des lgdP exprimierten. Das Konstrukt lgdP hLGD1-HA konnte nicht untersucht werden, 
da dessen Expression zu adulten und fertilen Fliegen führt und somit keine Aussage zu 
einer möglichen Interaktion gemacht werden kann. Die Expression von hLGD2-HA, 
hLGD1∆DM14(1-2)-HA oder hLGD1∆DM14(3-4)-HA in zwei Kopien im lgd amorphen 
Hintergrund führt zu „pharate adults“. Falls eine genetische Interaktion zwischen 
hLGD2 und hLGD1, bzw. Lgd vorliegt, entwickeln sich im Rettungsexperiment adulte 
Fliegen.  

Bei dem Rettungsexperiment sowohl mit hLGD1∆DM14(1-2)-HA als auch mit 
hLGD1∆DM14(3-4)-HA schlüpften adulte Fliegen, die jedoch nicht fertil waren (s. Tab. 
2.2). Zusätzlich wiesen die Fliegen Borstendefekte auf, wie zusätzliche Makrochaeten 
(s. Anhang Abb. 7.6 Pfeil). Aber dennoch zeigte sich eine genetische Interaktion 
zwischen hLGD1 und hLGD2, da sich adulte Fliegen entwickelten und die Tiere nicht 
schon als „pharate adults“ starben.  

Da hLGD1 und Lgd sehr ähnlich sind, stellt sich die Frage, ob auch Lgd mit hLGD2 
genetisch interagieren kann. Um dies zu überprüfen, wurde das Konstrukt lgdP NES-
Lgd∆C2 68+86 gewählt. Die Fliegen wurden durch eine Rekombination generiert, in 
dem NES-Lgd∆C2 sowohl auf dem rechten (attP68E) als auch auf dem linken 
(attP86Fb) Arm des dritten Chromosoms liegt (unveröffentlichte Daten Tobias Troost). 
Dadurch liegt NES-Lgd∆C2 in Homozygose in vier Kopien vor. Wenn dies im lgd 
mutanten Hintergrund der Fall ist, sterben die Tiere ebenfalls als „pharate adult“.  

In dem Rettungsexperiment wurde im lgd mutanten Hintergrund das Konstrukt lgdP 
hLGD2-HA zusammen mit lgdP NES-Lgd∆C2 68+86 untersucht. Aus dieser Kreuzung 
schlüpften adulte Fliegen, die jedoch nicht fertil waren (s. Tab. 2.2). Zusätzlich sind 
vermehrte Borsten zu beobachten (s. Anhang Abb. 7.6). Dies belegt die genetische 
Interaktion von Lgd mit hLGD2.  
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Die Überaktivierung von Notch durch den Verlust von Lgd, führt normalerweise im lgd 
hypomorphen Hintergrund (LgdSH495/Lgdd7) zu einem Verlust von Borsten und zur 
Bildung von zusätzlichen Sockelzellen (Jaekel und Klein, 2006). Die Bildung von 
zusätzlichen Borsten trat nur bei Rettungsexperimenten im lgdd7 homozygotem 
Hintergrund auf. Wenn dieselbe Rettung in anderen lgd Kombinationen durchgeführt 
wurde, traten diese zusätzlichen Borsten nicht auf (Troost, 2012). Dies spricht dafür, 
dass die zusätzlichen Borsten in den Rettungsexperimenten durch den genetischen 
Hintergrund des lgdd7 Allels bedingt sind.  

 

Tab. 2.2: Übersicht über die Rettungsexperimente zur Untersuchung der genetischen 
Interaktion. In der Tabelle sind nur die getesteten Konstrukte aufgelistet. Der Genotyp der 
Fliegen lautet: w-; lgdd7; lgdP X/ w-; lgdd7; lgdP Y. Wobei X und Y Variablen für die Konstrukte 
darstellen.  

getestete genetische Interaktion bzw. Kontrollen Adulte bzw. Letalität 

hLGD2/ hLGD2 „pharate adults“ 

hLGD1∆DM14(1-2)/ hLGD1∆DM14(1-2) „pharate adults“ 

hLGD1∆DM14(3-4)/ hLGD1∆DM14(3-4) „pharate adults“ 

NES-Lgd∆C2 68+86/ NES-Lgd∆C2 68+86 „pharate adults“ 

hLGD2/ hLGD1∆DM14(1-2) lebend, aber nicht fertil 

hLGD2/ hLGD1∆DM14(3-4) lebend, aber nicht fertil 

hLGD2/ NES-Lgd∆C2 68+86 lebend, aber nicht fertil 

 

Es findet also eine genetische Interaktion von hLGD2 sowohl mit hLGD1 als auch mit 
Lgd statt. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass für die Interaktion mit hLGD1 zwei 
DM14 Domänen ausreichend sind und für die Interaktion mit Lgd die C2 Domäne von 
Lgd irrelevant ist. Möglicherweise spielen die DM14 Domänen eine Rolle bei der 
Interaktion zwischen hLGD2 mit hLGD1, bzw. Lgd. Die Fähigkeit der DM14 Domänen 
Protein-Protein Interaktionen zu vermitteln zeigte sich auch schon bei der Interaktion 
zwischen Lgd und Shrub (Troost et al., 2012). Durch das Rettungsexperiment kann 
allerdings keine Aussage darüber getroffen werden, ob die Interaktion zwischen 
hLGD2 und hLGD1, bzw. Lgd direkt oder indirekt ist.  
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2.4 Analyse der hLGDs und deren Deletionskonstrukte in 
humanen Zellen 

Wie zuvor beschrieben zeigte sich bei der Expression der humanen Proteine in 
Drosophila melanogaster nur bei der Expression von hLGD1 einen Einfluss auf den 
endosomalen Transport. Dieser resultiert allerdings wahrscheinlich aus der Apoptose 
der Zellen. Es gab keine Assoziation der humanen Proteine mit Vesikeln. Sie sind wie 
Lgd eher diffus im Cytoplasma verteilt (s. Kap. 2.5.2.1). Allerdings wurde auch gezeigt, 
dass hLGD2 mit RAB5, RAB7 und auch LAMP1 in humanen Zellen assoziiert ist 
(Chang et al., 2011). In diesem Experiment wurden aber sowohl die endosomalen 
Marker RAB5, RAB7 und LAMP1 als auch hLGD2 überexprimiert. Dies könnte ein so 
sensibles System wie den endosomalen Transportweg aus dem Gleichgewicht 
bringen. So führt zum Beispiel überexprimiertes RAB5 zu vergrößerten Endosomen 
(Stenmark et al., 1994). Zudem hat das Fehlen von mLGD2 in mLgd2 defizienten 
MEFs („mouse embryonic fibroblasts“) keinen Effekt auf den endosomalen 
Transportweg gezeigt (Lindner, 2013). Da diese Ergebnisse sehr widersprüchlich sind, 
wurde ein möglicher Einfluss der hLGDs und deren Deletionskonstrukte auf den 
endosomalen Transport in dieser Arbeit näher analysiert.  

Für die Untersuchung wurden hauptsächlich humane HeLa Zellen verwendet, welche 
Cervixkarzinomazellen sind. Auf diese Weise werden die humanen Proteine in 
humanen Zellen getestet, wodurch ihre natürlichen Interaktionspartner zur Verfügung 
stehen.  

Zunächst wurde die endogene Lokalisation von hLGD2 untersucht und darauffolgend 
die Lokalisation der überexprimierten hLGDs und deren Deletionskonstrukte. Für die 
Analyse des endosomalen Transportweges und den Einfluss der überexprimierten 
hLGDs auf diesen wurden die Konstrukte in HeLa Zellen transfiziert und anschließend 
mittels der HA-Markierung detektiert. Des Weiteren wurden die endogenen 
endosomalen Marker über die für sie spezifischen Antikörper detektiert. Der frühe 
endosomale Transportweg wurde mittels RAB5, der späte endosomale Tansportweg 
mittels RAB7 und der spät endosomale/lysosomale Transport wurde mithilfe von 
LAMP1 analysiert. Zusätzlich wurde noch das ESCRT-III Protein CHMP4B markiert, da 
bekannt ist, dass die hLGDs mit CHMP4B interagieren (Martinelli et al., 2012; Tsang et 
al., 2006; Usami et al., 2012).  
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2.4.1 Endogene Verteilung von hLGD2 

Für die Analyse der endogenen Verteilung von hLGD2 wurde der in der Arbeitsgruppe 
generierte Cc2d1a Antikörper verwendet, welcher LGD2 spezifisch erkennt. Da es 
keinen spezifischen LGD1 Antikörper gibt, konnte nur die endogene Verteilung von 
hLGD2 analysiert werden.  

Wie in Abbildung 2.16 B zu sehen, liegt hLGD2 vorrangig punktuell im Cytoplasma vor. 
Vereinzelt ist hLGD2 auch im Kern zu erkennen (s. Abb. 2.16 C).  

 

Abb. 2.16: Endogene Lokalisation von hLGD2 in HeLa Zellen. A: Übersicht der hLGD2 
Färbung und der Kernfärbung. Das weiße Rechteck kennzeichnet, welcher Bereich in B und C 
vergrößert wurde. Der Ausschnitt wurde zusätzlich um 90° gedreht. B: vergrößerter Ausschnitt 
der hLGD2 und Kernfärbung. C: vergrößerter Ausschnitt der hLGD2 Färbung. Es ist zu 
erkennen, dass hLGD2 nicht nur im Cytoplasma sondern auch im Kern an punktuellen 
Strukturen lokalisiert ist.  

 
Um diese vesikulären Strukturen besser zu definieren, wurden die Zellen zusätzlich mit 
endosomalen Markern gefärbt. RAB5, der Marker für frühe Endosomen, ist wie 
erwartet an Vesikeln im Cytoplasma assoziiert (s. Abb. 2.17 D, G). Allerdings ist RAB5 
ebenfalls an Vesikeln im Kern lokalisiert (s. Abb. 2.17 G). Auch RAB7 befindet sich an 
Vesikeln sowohl im Cytoplasma als auch im Kern (s. Abb. 2.17 E, H). Der Marker für 
späte Endosomen/Lysosomen LAMP1 ist ebenfalls an Vesikeln lokalisiert, welche sich 
sowohl im Cytoplasma als auch im Kern befinden. (s. Abb. 2.17 F, I). Es ist zu 
beobachten, dass hLGD2 mit keinem der untersuchten endosomalen Markern 
assoziiert ist. Die punktuellen Strukturen, an denen hLGD2 lokalisiert ist, sind also 
weder frühe (s. Abb. 2.17 D) noch späte Endosomen (s. Abb. 2.17 E). Außerdem ist 
keine Assoziation mit Lysosomen erkennbar (s. Abb. 2.17 F).  
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Abb. 2.17: Endogene Lokalisation von hLGD2 in HeLa Zellen mit endosomalen Markern 
markiert. A-C: Übersicht der hLGD2 sowie der jeweiligen endosomalen Marker Färbung. Die 
weißen Rechtecke kennzeichnen, welche Bereiche in D-F vergrößert wurde. Der Ausschnitt aus 
A und B wurde zusätzlich um 90° gedreht. D: vergrößerter Ausschnitt der hLGD2 und RAB5 
Färbung. E: vergrößerter Ausschnitt der hLGD2 und RAB7 Färbung. F: vergrößerter Ausschnitt 
der hLGD2 und LAMP1 Färbung. G: RAB5 Färbung. H: RAB7 Färbung. I: LAMP1 Färbung. Die 
endosomalen Marker sind sowohl im Cytoplasma als auch im Kern lokalisiert. Es gibt keine 
Assoziation von hLGD2 mit endosomalen Markern.  
 

Als nächstes wurde untersucht, ob hLGD2 mit dem ESCRT-III Protein CHMP4B 
assoziiert ist. Es ist bekannt, dass die beiden Proteine direkt miteinander interagieren 
(Lindner, 2013; Usami et al., 2012; Martinelli et al., 2012; Tsang et al., 2006). 
Möglicherweise findet diese Interaktion an den hLGD2 positiven punktuellen Strukturen 
statt. Das ESCRT-III Protein CHMP4B ist auch an Vesikeln sowohl im Cytoplasma als 
auch im Kern lokalisiert (s. Abb. 2.18 B, C). Allerdings ist bei der Färbung von 
CHMP4B und hLGD2 in HeLa Zellen keine Assoziation von endogenem hLGD2 mit 
endogenem CHMP4B erkennbar (s. Abb. 2.18 B). Die Interaktion scheint so nicht 
nachweisbar zu sein oder findet nicht an diesen Vesikeln statt.  

Es gibt also keine nachweisbare Assoziation von hLGD2 mit endosomalen Markern 
und dem ESCRT-III Protein CHMP4B auf endogenem Expressionslevel. 
Möglicherweise haben allerdings die Überexpression der hLGDs und deren 
Deletionskonstrukte einen Effekt auf den endosomalen Transportweg.  



 Ergebnisse 

50 

 

Abb. 2.18: Endogene Lokalisation von hLGD2 und CHMP4B in HeLa Zellen: A: Übersicht 
der hLGD2 und der CHMP4B Färbung. Das weiße Rechteck kennzeichnet, welcher Bereich in 
B vergrößert wurde. B: vergrößerter Ausschnitt der hLGD2 und CHMP4B Färbung. C: CHMP4B 
Färbung. CHMP4B befindet sich im Cytoplasma und im Kern. hLGD2 ist an vesikulären 
Strukturen lokalisiert, welche nicht CHMP4B positiv sind.  

2.4.2 Überexpression der hLGDs in HeLa Zellen 

Um zu testen, ob die hLGDs und deren Deletionskonstrukte einen Effekt auf den 
endosomalen Transportweg haben, wurden HeLa Zellen mit den Konstrukten 
transfiziert und im Hinblick auf den endosomalen Transportweg mit diversen 
endosomalen Markern sowie dem ESCRT-III Protein CHMP4B analysiert. Dabei ist zu 
beachten, dass die Konstrukte unter Kontrolle des CMV-Promotors überexprimiert 
wurden. Die Konstrukte sind HA markiert und werden durch diese Markierung von den 
endogenen Proteinen unterschieden. Die Analyse der endosomalen Marker erfolgte 
mittels einer Antikörperfärbung und zeigt die endogenen Proteine.  

2.4.2.1 hLGD1 ist an späten Endosomen mit CHMP4B assoziiert 

Exogenes hLGD1-HA ist diffus im Cytoplasma verteilt, wobei es zudem noch teilweise 
an vesikulären Strukturen zu erkennen ist (s. Abb. 2.19 J-L, gelber, bzw. pinker Pfeil). 
Diese Vesikel sind jedoch nicht mit RAB5 markiert und sind somit keine frühen 
Endosomen. (s. Abb. 2.19 D) In Abbildung 2.19 D ist außerdem zu erkennen, dass 
RAB5 mit einem vergrößerten Endosom assoziiert ist (weißer Pfeil). Solche 
vergrößerten Endosomen, welche positiv für endosomale Marker sind, tauchen in 
seltenen Fällen sowohl in transfizierten als auch in wildtypischen Zellen auf. Dieser 
vergrößerte Vesikel ist allerdings nicht hLGD1-HA positiv und könnte möglicherweise 
ein Artefakt sein.  

Allerdings ist zu beobachten, dass die hLGD1 markierten Vesikel RAB7 positiv sind (s. 
Abb. 2.19 E). Die hLGD1 positiven Vesikel sind somit späte Endosomen.  

Die LAMP1 Färbung jedoch zeigt, dass keine Assoziation der hLGD1-HA positiven 
Vesikel mit LAMP1 vorhanden ist (s. Abb. 2.19 F). Außerdem ist in den transfizierten 
Zellen erkennbar, dass sich größere LAMP1 positive Vesikel zu bilden scheinen (s. 
Abb. 2.19 F, I (türkise Pfeile) im Vergleich zu 2.17 D (Kontrolle)). Dies deutet auf eine 
Störung des spät endosomalen/lysosomalen Transportweges hin. Die hLGD1 Färbung 
sieht in Abb. 2.19 L zusätzlich noch membranassoziiert aus. Möglicherweise könnten 
diese Unterschiede durch unterschiedliche Transfektionstärken verursacht werden.  
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Abb. 2.19: Expression von hLGD1-HA und Markierung der endosomalen Marker in HeLa 
Zellen. Oben links ist das transfizierte Konstrukt schematisch dargestellt. A-C: Übersicht vom 
exprimierten hLGD1-HA mit der jeweiligen Färbung der endosomalen Marker. Die weißen 
Rechtecke kennzeichnen, welche Bereiche in D-L vergrößert wurden. Die Ausschnitte aus A 
und C wurden zusätzlich um 90° gedreht. D-F: vergrößerter Ausschnitt, welcher die Färbung 
der endosomalen Marker, sowie die HA- und Kernfärbung zeigt. G: vergrößerter Ausschnitt der 
RAB5 Färbung. Der weiße Pfeil in D deutet auf ein stark vergrößertes RAB5 positives 
Endosom, welches allerdings nicht hLGD1 positiv ist. H: vergrößerter Ausschnitt der RAB7 
Färbung. I: vergrößerter Ausschnitt der LAMP1 Färbung. J-L: vergrößerter Ausschnitt der HA 
Färbung der hLGD1-HA exprimierenden Zellen. Der gelbe Pfeil deutet auf die hLGD1 positiven 
Vesikel. Die pinken Pfeile in E, J und K kennzeichnen die hLGD1 markierten RAB7 positiven 
Vesikel. Es sind vergrößerte LAMP1 markierte Vesikel zu beobachten (F, I, türkise Pfeile). 
hLGD1 positive Vesikel sind mit RAB7 aber nicht mit den anderen endosomalen Markern 
assoziiert. Somit sind die hLGD1 markierten Vesikel späte Endosomen.  
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Abb. 2.20: Expression von hLGD1-HA und Markierung von CHMP4B in HeLa Zellen. A: 
Übersicht des exprimierten hLGD1-HA mit der CHMP4B Färbung. Das weiße Rechteck 
kennzeichnet den vergrößerten Bereich in B-D. B: vergrößerter Ausschnitt, welcher die 
CHMP4B Färbung, sowie die HA- und Kernfärbung kennzeichnet. C: CHMP4B Färbung. D: HA 
Färbung. Die hLGD1 positiven Vesikel sind auch mit CHMP4B markiert (pinke Pfeile).  

 
Die Untersuchung mit der CHMP4B Färbung zeigt, dass die hLGD1-HA positiven 
Vesikel mit CHMP4B assoziiert sind (s. Abb. 2.20 B-D, pinke Pfeile). Die hLGD1 
markierten Vesikel, die auch CHMP4B positiv sind, sind auch gleichzeitig RAB7 positiv 
(s. Abb. 2.20 B und Abb. 2.19 E). In den transfizierten Zellen scheint ein Teil der 
CHMP4B positiven Vesikel auch größer zu sein, als in nicht transfizierten Zellen (s. 
Abb. 2.20 C im Vergleich zu Abb. 2.18 C).  

Diese Ergebnisse zeigen eine Assoziation von hLGD1 mit spät endosomalen 
Kompartimenten, sowie auch gleichzeitig mit CHMP4B. Die Expression mit hLGD1 
scheint zudem den spät endosomalen/lysosomalen Transportweg in den Zellen zu 
beeinflussen.  
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2.4.2.2 hLGD2 ist ebenfalls an späten Endosomen mit CHMP4B assoziiert 

Die Expression von hLGD2-HA in HeLa Zellen zeigt, wie auch bei der endogenen 
Markierung von hLGD2, dass hLGD2-HA mit Vesikeln assoziiert ist (s. Abb. 2.21 J-L). 
Im Gegensatz zur endogenen hLGD2 Lokalisation ist bei der Überexpression von 
hLGD2-HA keine Kernlokalisation von hLGD2-HA zu erkennen (s. Abb 2.21 J-L). Die 
Lokalisation von hLGD2 ist je nach Zelle rein vesikulär (s. Abb. 2.21 J) oder aber auch 
vesikulär und diffus im Cytoplasma verteilt (s. Abb. 2.21 K, L). Möglicherweise spielt 
hierbei die Stärke oder die Zeit nach der Transfektion eine Rolle.  

Eine Analyse der hLGD2 positiven Vesikel mit RAB5 zeigt, dass diese nicht mit RAB5 
markiert sind (s. Abb. 2.21 D). Jedoch sind die hLGD2 markierten Vesikel mit RAB7 
assoziiert (s. Abb. 2.21 E). Die hLGD2 positiven Vesikel sind also wie auch die hLGD1 
positiven Vesikel, späte Endosomen. Die RAB7 Verteilung scheint im Vergleich zu 
nicht transfizierten Zellen neben der vesikulären Verteilung auch diffus im Cytoplasma 
vorzuliegen (s. Abb. 2.21 H).  

Die hLGD2-HA positiven Vesikel sind nicht mit LAMP1 assoziiert (s. Abb. 2.21 F) und 
somit keine Lysosomen. In der LAMP1 Färbung der transfizierten Zellen ist, wie auch 
bei der Expression von hLGD1-HA erkennbar, dass sich im Vergleich zu wildtypischen 
Zellen größere LAMP1 positive Vesikel zu bilden scheinen (s. Abb. 2.21 F, türkise 
Pfeile im Vergleich zu 2.17 F).  

Die hLGD2 positiven Vesikel sind zudem mit CHMP4B assoziiert (s. Abb. 2.22 B-D). 
Diese hLGD2 und CHMP4B markierten Vesikel sind ebenfalls RAB7 positiv (s. Abb. 
2.21 H, K). In diesen Zellen scheinen die CHMP4B und hLGD2-HA positiven Vesikel 
auch größer zu sein als die CHMP4B positiven Vesikel in wildtypischen Zellen (s. Abb. 
2.22 C im Vergleich zu 2.18 C). 

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass hLGD2 mit späten Endosomen und mit 
CHMP4B assoziiert ist. Des Weiteren hat die Expression von hLGD2 möglicherweise 
auch einen Einfluss auf den spät endosomal/lysosomalen Transportweg, da 
vergrößerte RAB7 und LAMP1 Endosomen auftreten.  
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Abb. 2.21: Expression von hLGD2-HA und Markierung der endosomalen Marker in HeLa 
Zellen. A-C: Übersicht vom exprimierten hLGD2-HA mit der jeweiligen Färbung der 
endosomalen Marker. Die weißen Rechtecke kennzeichnen, welche Bereiche in D-L vergrößert 
wurden. D-F: vergrößerter Ausschnitt, welcher die Färbung der endosomalen Marker, sowie die 
HA- und Kernfärbung zeigt. G: vergrößerter Ausschnitt der RAB5 Färbung. H: vergrößerter 
Ausschnitt der RAB7 Färbung. Die RAB7 Färbung scheint neben der vesikulären Verteilung 
auch diffus im Cytoplasma verteilt zu sein. I: vergrößerter Ausschnitt der LAMP1 Färbung. 
LAMP1 scheint im Vergleich zu nicht transfizierten Zellen mit größeren Vesikeln assoziiert zu 
sein (türkise Pfeile). J-L: vergrößerter Ausschnitt der HA Färbung der hLGD2-HA 
exprimierenden Zellen. hLGD2 positive Vesikel sind mit RAB7 assoziiert und sind somit späte 
Endosomen.  
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Abb. 2.22: Expression von hLGD2-HA und Markierung von CHMP4B in HeLa Zellen. A: 
Übersicht des exprimierten hLGD2-HA mit der CHMP4B Färbung. Das weiße Rechteck 
kennzeichnet den vergrößerten Bereich in B-D. B: vergrößerter Ausschnitt, welcher die 
CHMP4B Färbung, sowie die HA- und Kernfärbung markiert. C: CHMP4B Färbung. D: HA 
Färbung. Die hLGD2 positiven Vesikel sind mit CHMP4B assoziiert (pinke Pfeile).  

2.4.2.3 hLGD2 ohne verlängerten C-Terminus assoziiert nicht mit CHMP4B 
oder endosomalen Markern 

Da sowohl hLGD1 als auch hLGD2 positive Vesikel mit RAB7 und CHMP4B assoziiert 
sind, wurde als nächstes das Konstrukt hLGD2∆C815-HA getestet. Diesem fehlt die 
Verlängerung des C-terminalen Bereichs von hLGD2 und nun wurde untersucht, ob es 
ebenfalls mit CHMP4B und RAB7 assoziiert oder ob die Verlängerung des C-Terminus 
irgendeinen Einfluss auf diese Assoziation hat.  

hLGD2∆C815-HA ist ebenfalls punktuell im Cytoplasma lokalisiert (s. Abb. 2.23 J-L). 
Diese hLGD2∆C815-HA positiven Vesikel sind mit keinen der getesteten endosomalen 
Markern assoziiert (s. Abb. 2.23 D-F). Es ist ebenfalls keine Assoziation von 
hLGD2∆C815-HA mit CHMP4B erkennbar (s. Abb. 2.24 F).  

Die hLGD2∆C815-HA positiven Vesikel sind weder mit dem frühen oder dem spät 
endosomalen/lysosomalen Transportweg noch mit dem ESCRT-III Protein CHMP4B 
assoziiert. Demzufolge verhält sich hLGD2∆C815-HA anders als hLGD2-HA und 
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hLGD1-HA und die Verlängerung des C-Terminus von hLGD2 spielt möglicherweise 
eine Rolle bei der Assoziation von hLGD2 mit RAB7 und CHMP4B.  

 

 

Abb. 2.23: Expression von hLGD2∆C815-HA und Markierung der endosomalen Marker in 
HeLa Zellen. A-C: Übersicht vom exprimierten hLGD2∆C815-HA mit der jeweiligen Färbung 
der endosomalen Marker. D-F: vergrößerter Ausschnitt, welcher die Färbung der endosomalen 
Marker sowie die HA- und Kernfärbung kennzeichnet. G: vergrößerter Ausschnitt der RAB5 
Färbung. H: vergrößerter Ausschnitt der RAB7 Färbung. I: vergrößerter Ausschnitt der LAMP1 
Färbung. J-L: vergrößerter Ausschnitt der HA Färbung der hLGD2∆C815-HA exprimierenden 
Zellen. hLGD2∆C815-HA positive Vesikel sind nicht mit endosomalen Markern assoziiert.  
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Abb. 2.24: Expression von hLGD2∆C815-HA und Markierung von CHMP4B in HeLa 
Zellen. A: Übersicht des exprimierten hLGD2∆C815-HA mit der CHMP4B Färbung. Das weiße 
Rechteck kennzeichnet den vergrößerten Bereich in B-D. Der Ausschnitt wurde um 90° gedreht. 
B: vergrößerter Ausschnitt, welcher die CHMP4B Färbung sowie die HA- und Kernfärbung 
zeigt. C: CHMP4B Färbung. D: HA Färbung. Keine Assoziation von hLGD2∆C815-HA 
CHMP4B.  

2.4.2.4 Analyse der DM14 Domänen in HeLa Zellen 

hLGD1∆DM14(1-2) und hLGD1∆DM14(3-4) sind mit CHMP4B assoziiert 

Zur Charakterisierung der DM14 Domänen wurden zunächst hLGD1-Konstrukte 
untersucht, welche nur noch zwei DM14 Domänen besitzen. Dadurch konnte analysiert 
werden, ob zwei DM14 Domänen für eine Assoziation mit CHMP4B und RAB7 
ausreichen.  

Die Expression von hLGD1∆DM14(1-2)-HA zeigt, dass hLGD1∆DM14(1-2)-HA sowohl 
an Vesikeln als auch diffus im Cytoplasma lokalisiert ist (s. Abb. 2.25 J-L). Die 
hLGD1∆DM14(1-2)-HA positiven Vesikel sind nicht mit RAB5 markiert (s. Abb. 2.25 D). 
Allerdings scheinen sie an einigen Stellen sowohl mit RAB7 als auch mit LAMP1 zu 
assoziiert zu sein (s. Abb. 2.25 E, F, pinke Pfeile). Es sieht jedoch so aus als ob dies 
nur bei den größeren der hLGD1∆DM14(1-2)-HA positiven Vesikeln der Fall ist.  
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Auch hLGD1∆DM14(3-4)-HA sind sowohl an Vesikeln als auch diffus im Cytoplasma 
lokalisiert. Ebenfalls scheint auch hier eine diffuse Kernlokalisierung des Proteins 
vorzuliegen. (s. Abb. 2.26 J-L). Die hLGD1∆DM14(3-4)-HA positiven Vesikel sind 
weder RAB5 (s. Abb. 2.26 D), RAB7 (s. Abb. 2.26 E) noch LAMP1 (s. Abb. 2.26 F) 
positiv.  

 

 

Abb. 2.25: Expression von hLGD1∆DM14(1-2)-HA und Markierung der endosomalen 
Marker in HeLa Zellen. A-C: Übersicht des exprimierten hLGD1∆DM14(1-2)-HA mit der 
jeweiligen Färbung der endosomalen Marker. D-F: vergrößerter Ausschnitt, welcher die 
Färbung der endosomalen Marker oder von CHMP4B sowie die HA- und Kernfärbung zeigt. G: 
vergrößerter Ausschnitt der RAB5 Färbung. H: vergrößerter Ausschnitt der RAB7 Färbung. I: 
vergrößerter Ausschnitt der LAMP1 Färbung. J-L: vergrößerter Ausschnitt der HA Färbung der 
hLGD1∆DM14(1-2)-HA exprimierenden Zellen. hLGD1∆DM14(1-2)-HA positive Vesikel 
scheinen teilweise mit RAB7 und LAMP1 assoziiert zu sein.  
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Abb. 2.26: Expression von hLGD1∆DM14(3-4)-HA und Markierung der endosomalen 
Marker in HeLa Zellen. A-C: Übersicht des exprimierten hLGD1∆DM14(3-4)-HA mit der 
jeweiligen Färbung der endosomalen Marker. D-F: vergrößerter Ausschnitt, welcher die 
Färbung der endosomalen Marker sowie die HA- und Kernfärbung kennzeichnet. G: 
vergrößerter Ausschnitt der RAB5 Färbung. H: vergrößerter Ausschnitt der RAB7 Färbung. I: 
vergrößerter Ausschnitt der LAMP1 Färbung. J-L: vergrößerter Ausschnitt der HA Färbung der 
hLGD1∆DM14(3-4)-HA exprimierenden Zellen. hLGD1∆DM14(3-4)-HA positive Vesikel sind 
nicht mit den untersuchten endosomalen Markern assoziiert.  
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Abb. 2.27: Expression von hLGD1∆DM14(1-2)-HA und von hLGD1∆DM14(3-4)-HA sowie 
die Markierung von CHMP4B in HeLa Zellen. A-B: Übersicht der exprimierten hLGD1 
Konstrukte mit nur zwei DM14 Domänen sowie der Kern- und CHMP4B Färbung. C-D: 
vergrößerter Ausschnitt, welcher die Färbung von CHMP4B sowie die HA- und Kernfärbung 
markiert. E-F: vergrößerter Ausschnitt der CHMP4B Färbung. G: vergrößerter Ausschnitt der 
HA Färbung der hLGD1∆DM14(1-2)-HA exprimierenden Zellen. H: vergrößerter Ausschnitt der 
HA Färbung der hLGD1∆DM14(3-4)-HA exprimierenden Zellen. Sowohl hLGD1∆DM14(1-2)-HA 
als auch hLGD1∆DM14(3-4)-HA markierte Vesikel sind mit CHMP4B assoziiert (pinke Pfeile).  
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Die Vesikel, welche mit hLGD1∆DM14(1-2)-HA assoziiert sind, sind auch CHMP4B 
positiv (s. Abb. 2.27 C, pinke Pfeile). hLGD1∆DM14(3-4)-HA markierte Vesikel sind 
ebenfalls mit CHMP4B assoziiert (s. Abb. 2.27 D, pinke Vesikel). In den transfizierten 
Zellen scheint es vergrößerte CHMP4B positive Vesikel zu geben im Vergleich zu der 
nicht transfizierten Kontrolle (s. Abb. 2.27 E, F im Vergleich zu 2.18 C).  

Bei der Analyse von hLGD1 mit nur zwei DM14 Domänen fällt auf, dass je nachdem 
welche DM14 Domänen deletiert wurden, sich Unterschiede zwischen den DM14 
Domänen gezeigt haben. Wenn die ersten beiden DM14 Domänen deletiert wurden, ist 
vereinzelt eine Assoziation mit späten Endosomen und Lysosomen erkennbar. 
Letzteres steht im Gegensatz zu der Analyse der hLGD1 positiven Vesikel, diese 
zeigen keine Assoziation mit Lysosomen. Fehlen hingegen die letzten beiden DM14 
Domänen ist keine Assoziation mit dem endosomalen und lysosomalen Transport 
nachweisbar. Die Vesikel, welche mit hLGD1∆DM14(1-2)-HA oder hLGD1∆DM14(3-4)-
HA assoziiert sind, sind allerdings CHMP4B positiv. In diesem Punkt verhalten sich 
hLGD1∆DM14(1-2)-HA und hLGD1∆DM14(3-4)-HA wie hLGD1-HA und für eine 
Assoziation mit CHMP4B reichen zwei DM14 Domänen von hLGD1 aus.  

Die Expression von hLGD2∆DM14-HA führt zu stark vergrößerten Vesikeln 

Die hLGD1 Konstrukte mit nur zwei DM14 Domänen assoziieren immer noch mit 
CHMP4B. Als nächstes wurden hLGD Konstrukte analysiert, denen alle DM14 
Domänen deletiert wurden. Damit sollte festgestellt werden, ob diese auch noch mit 
CHMP4B assoziieren können.  

Es ist zu erkennen, das hLGD1∆DM14-HA vesikulär und diffus im Cytoplasma 
lokalisiert ist (s. Abb. 2.28 J-L). Jedoch ist keine Assoziation von hLGD1∆DM14-HA mit 
RAB5 erkennbar (s. Abb. 2.28 D). Außerdem besteht weder eine Assoziation von 
hLGD1∆DM14-HA mit RAB7 oder LAMP1 (s. Abb. 2.28 E, F). Die LAMP1 Färbung 
sieht jedoch im Vergleich zur untransfizierten Kontrolle nicht mehr ausschließlich 
vesikulär aus, sondern scheint zudem diffus im Cytoplasma verteilt vorzuliegen (s. Abb. 
2.28 F im Vergleich zu Abb. 2.17 H).  

hLGD1∆DM14-HA ist möglicherweise mit CHMP4B assoziiert (s. Abb. 2.29 B). 
Allerdings scheint in diesen Fällen hLGD1∆DM14-HA eher diffus im Cytoplasma 
verteilt zu sein (s. Abb. 2.29 B, D, pinke Pfeile). Aus diesem Grund könnte die 
erkennbare Assoziation durch die Überlagerung der Färbung zustande kommen und 
nicht durch eine tatsächliche Assoziation beider Proteine.  
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Abb. 2.28: Expression von hLGD1∆DM14-HA und Markierung der endosomalen Marker in 
HeLa Zellen. A-C: Übersicht des exprimierten hLGD1∆DM14-HA mit der jeweiligen Färbung 
der endosomalen Marker. D-F: vergrößerter Ausschnitt der Färbung der endosomalen Marker 
sowie der HA- und Kernfärbung. G: vergrößerter Ausschnitt der RAB5 Färbung. H: vergrößerter 
Ausschnitt der RAB7 Färbung. I: vergrößerter Ausschnitt der LAMP1 Färbung. J-L: vergrößerter 
Ausschnitt der HA Färbung der hLGD1∆DM14-HA exprimierenden Zellen. Die hLGD1∆DM14 
markierten Vesikel scheinen mit keinem der endosomalen Marker zu assoziieren.  
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Abb. 2.29: Expression von hLGD1∆DM14-HA und Markierung von CHMP4B in HeLa 
Zellen. A: Übersicht des exprimierten hLGD1∆DM14-HA mit der CHMP4B Färbung. Das weiße 
Rechteck kennzeichnet den vergrößerten Bereich in B-D. B: vergrößerter Ausschnitt, welcher 
die CHMP4B Färbung sowie die HA- und Kernfärbung zeigt. C: CHMP4B Färbung. D: HA 
Färbung. hLGD1∆DM14-HA scheint nicht wirklich mit CHMP4B zu assoziieren (pinke Pfeile).  
 

hLGD2∆DM14-HA ist cytoplasmatisch lokalisiert (s. Abb. 2.30 J-L). Besonders auffällig 
sind jedoch mehrere stark vergrößerte runde Vesikel, in denen das Lumen der Vesikel 
erkennbar ist und an deren Membran hLGD2∆DM14-HA lokalisiert ist (s. Abb. 2.30 J-L, 
pinke Pfeile).  

Diese vergrößerten Vesikel sind nicht mit RAB5 markiert (s. Abb. 2.30 D, G, pinke 
Pfeile). Eine Färbung mit dem spät endosomalen Marker RAB7 zeigt auch keine 
Assoziation mit RAB7 an den stark vergrößerten Vesikeln (s. Abb. 2.30 E, H, pinke 
Pfeile). Es scheint jedoch diffuser im Cytoplasma verteilt zu sein als in wildtypischen 
Zellen (s. Abb. 2.30 H im Vergleich zu 2.17 H). Allerdings sind die vergrößerten 
hLGD2∆DM14-HA positiven Vesikel mit LAMP1 assoziiert (s. Abb. 2.30 F, pinke 
Pfeile). Dabei scheint LAMP1 eher diffus im Cytoplasma verteilt zu sein, abgesehen 
von den vergrößerten hLGD2∆DM14-HA positiven Vesikeln (s. Abb. 2.30 I). Die 
Färbung mit CHMP4B weist keine Assoziation von hLGD2∆DM14-HA mit CHMP4B 
nach, auch nicht an den vergrößerten Vesikeln (s. Abb. 2.31 B).  
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Abb. 2.30: Expression von hLGD2∆DM14-HA und Markierung der endosomalen Marker in 
HeLa Zellen. A-C: Übersicht des exprimierten hLGD2∆DM14-HA mit der jeweiligen Färbung 
der endosomalen Marker. D-F: vergrößerter Ausschnitt, welcher die Färbung der endosomalen 
Marker sowie die HA- und Kernfärbung zeigt. G: vergrößerter Ausschnitt der RAB5 Färbung. H: 
vergrößerter Ausschnitt der RAB7 Färbung. I: vergrößerter Ausschnitt der LAMP1 Färbung. J-L: 
vergrößerter Ausschnitt der HA Färbung der hLGD2∆DM14-HA exprimierenden Zellen, welche 
zu stark vergrößerten hLGD2∆DM14-HA positiven Vesikeln führt. Diese sind mit LAMP1 
markiert, aber nicht mit RAB5 oder RAB7.  
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Abb. 2.31: Expression von hLGD2∆DM14-HA und Markierung von CHMP4B in HeLa 
Zellen. A: Übersicht des exprimierten hLGD2∆DM14-HA mit der CHMP4B Färbung. Das weiße 
Rechteck kennzeichnet den vergrößerten Bereich in B-D. B: vergrößerter Ausschnitt, welcher 
die CHMP4B Färbung sowie die HA- und Kernfärbung zeigt. C: CHMP4B Färbung. D: HA 
Färbung. Die hLGD2∆DM14-HA positiven Vesikel sind nicht mit CHMP4B assoziiert.  

 
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Überexpression von hLGD1∆DM14-HA 
und hLGD2∆DM14-HA den spät endosomalen/lysosomalen Transport beeinflusst, da 
LAMP1 diffuser im Cytoplasma lokalisiert ist und bei der Überexpression von 
hLGD2∆DM14-HA zusätzlich auch noch RAB7. Zudem führt die Überexpression von 
hLGD2∆DM14-HA zu einem dominant negativen Effekt, welcher sich durch stark 
vergrößerte Vesikel zeigt. Diese stark vergrößerten Vesikel sind mit LAMP1 markiert, 
nicht jedoch mit RAB7, welches ein Hinweis darauf sein könnte, dass dies Lysosomen 
sind.  

2.4.2.5 Analyse der C2 Domäne in HeLa Zellen 

Die Expression der hLGD∆C2-HA Konstrukte übt einen dominant negativen 
Effekt auf den endosomalen Transportweg aus 

Des Weiteren wurde analysiert, ob auch die hLGD Konstrukte ohne C2 Domäne einen 
Effekt auf den endosomalen Transportweg haben.  
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Die Expression von hLGD1∆C2-HA führt zu stark vergrößerten runden Vesikeln (s. 
Abb. 2.32 J-L). hLGD1∆C2-HA ist an der Membran dieser vergrößerten Vesikel (s. 
Abb. 2.32 J-L, pinke Pfeile) und sonst diffus im Cytoplasma und im Kern lokalisiert (s. 
Abb. 2.32 J-L).  

 

 

Abb. 2.32: Expression von hLGD1∆C2-HA und Markierung der endosomalen Marker in 
HeLa Zellen. A-C: Übersicht des exprimierten hLGD1∆C2-HA mit der jeweiligen Färbung der 
endosomalen Marker. D-F: vergrößerter Ausschnitt, welcher die Färbung der endosomalen 
Marker oder von CHMP4B sowie die HA- und Kernfärbung zeigt. G: vergrößerter Ausschnitt der 
RAB5 Färbung. H: vergrößerter Ausschnitt der RAB7 Färbung. RAB7 scheint diffuser im 
Cytoplasma lokalisiert zu sein. I: vergrößerter Ausschnitt der LAMP1 Färbung. LAMP1 scheint 
diffuser im Cytoplasma verteilt zu sein. J-L: vergrößerter Ausschnitt der HA Färbung der 
hLGD1∆C2-HA exprimierenden Zellen, in denen stark vergrößerte hLGD1∆C2-HA positive 
Vesikel zu erkennen sind (pinke Pfeile). Diese sind RAB7 und LAMP1 positiv und somit 
vermutlich späte Endosomen.  
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Wie auch die stark vergrößerten Vesikel von hLGD2∆DM14-HA sind diese Vesikel 
nicht RAB5 positiv (s. Abb. 2.32 D, G, pinke Pfeile). Die mit hLGD1∆C2-HA markierten 
Vesikel sind allerdings sowohl mit RAB7 als auch mit LAMP1 assoziiert (s. Abb. 2.32 E, 
F, H, I, pinke Pfeile). Außerdem ist auffällig, dass sowohl RAB7 als auch LAMP1 
wieder diffuser im Cytoplasma verteilt zu sein scheinen (s. Abb. 2.32 H, I). Außerdem 
wird die Lokalisation von CHMP4B verändert, wenn hLGD1∆C2-HA überexprimiert 
wird. CHMP4B akkumuliert dann zudem in den hLGD1∆C2-HA positiven Vesikeln (s. 
Abb. 2.33 B, pinker Pfeil).  

 

 

Abb. 2.33: Expression von hLGD1∆C2-HA und Markierung von CHMP4B in HeLa Zellen. 
A: Übersicht des exprimierten hLGD1∆C2-HA mit der CHMP4B Färbung. Das weiße Rechteck 
kennzeichnet den vergrößerten Bereich in B-D. B: vergrößerter Ausschnitt, welcher die 
CHMP4B Färbung sowie die HA- und Kernfärbung zeigt. C: CHMP4B Färbung. D: HA Färbung. 
Gelbe Pfeile deuten auf die Akkumulation von CHMP4B und die vergrößerten hLGD1∆C2-HA 
markierten Vesikel. CHMP4B akkumuliert in den hLGD1∆C2-HA positiven Vesikeln.  
 
Auch wenn hLGD2∆C2-HA exprimiert wird, sind stark vergrößerte Vesikel zu 
erkennen, an deren Membran hLGD2∆C2-HA lokalisiert ist. Das restliche Protein ist 
diffus im Cytoplasma verteilt (s. Abb. 2.34 J-L).  

Bei der näheren Analyse mit endosomalen Markern ist erkennbar, dass diese 
hLGD2∆C2-HA positiven Vesikel nicht RAB5 positiv sind (s. Abb. 2.34 D, G, pinke 
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Pfeile). Allerdings sind sie sowohl RAB7 als auch LAMP1 positiv (s. Abb. 2.34 E, F, H, 
I, pinke Pfeile). Die LAMP1 Verteilung sieht abgesehen von der Lokalisation an den 
stark vergrößerten Vesikeln wie bei den nicht transfizierten Zellen aus (s. Abb. 2.34 I 
im Vergleich zu Abb. 2.17 I). Jedoch scheint die RAB7 Verteilung verändert zu sein, da 
RAB7 diffuser im Cytoplasma verteilt vorliegt (s. Abb. 2.34 H im Vergleich zu Abb. 2.17 
H).  

 

Abb. 2.34: Expression von hLGD2∆C2-HA und Markierung der endosomalen Marker in 
HeLa Zellen. A-C Übersicht des exprimierten hLGD2∆C2-HA mit der jeweiligen Färbung der 
endosomalen Marker. D-F: vergrößerter Ausschnitt, welcher die Färbung der endosomalen 
Marker sowie die HA- und Kernfärbung zeigt. E: vergrößerter Ausschnitt der RAB5 Färbung. F: 
vergrößerter Ausschnitt der RAB7 Färbung. G-H: vergrößerter Ausschnitt der HA Färbung der 
hLGD2∆C2-HA exprimierenden Zellen, welche zu stark vergrößerten hLGD2∆C2-HA positiven 
Vesikeln führt. Diese sind RAB7 und LAMP1 positiv und somit wahrscheinlich späte 
Endosomen.  
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Abb. 2.35: Expression von hLGD2∆C2-HA und Markierung von CHMP4B in HeLa Zellen. 
A-B: Übersicht des exprimierten hLGD2∆C2-HA mit der CHMP4B Färbung. C-D: vergrößerter 
Ausschnitt, welcher die Färbung von CHMP4B sowie die HA- und Kernfärbung zeigt. E-F: 
vergrößerter Ausschnitt der CHMP4B Färbung. E: CHM4B ist nicht mit den stark vergrößerten 
hLGD2∆C2-HA positiven Vesikeln assoziiert (pinker Pfeil), CHMP4B ist in den stark 
vergrößerten hLGD2∆C2-HA positiven Vesikeln lokalisiert (türkiser Pfeil). F: Die stark 
vergrößerten hLGD2∆C2-HA positiven Vesikel sind CHMP4B positiv (gelber Pfeil) G-H: 
vergrößerter Ausschnitt der HA Färbung der hLGD2∆C2-HA exprimierenden Zellen, welche zu 
stark vergrößerten hLGD2∆C2-HA positiven Vesikeln führt. Die CHMP4B Lokalisation an den 
vergrößerten Vesikel ist unterschiedlich, CHMP4B ist zum Teil in den Vesikeln, an der 
Vesikelmembran oder zeigt keine Assoziation mit den vergrößerten Vesikeln.  
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Die Analyse der stark vergrößerten hLGD2∆C2-HA positiven Vesikel mit CHMP4B 
zeigt, dass die Assoziation von hLGD2∆C2-HA mit CHMP4B nicht eindeutig ist. 
CHMP4B ist zum Teil wie bei der Expression von hLgd1∆C2-HA in diesen 
vergrößerten Vesikeln lokalisiert (s. Abb. 2.35 C, E, türkiser Pfeil). Allerdings ist 
CHMP4B auch manchmal an der Membran der vergrößerten Vesikel lokalisiert (s. Abb. 
2.35 D, F, gelber Pfeil). In anderen Fällen ist es auch gar nicht mit hLGD2∆C2-HA oder 
den vergrößerten Vesikeln assoziiert (s. Abb. 2.35 C, E, pinker Pfeil).  

Um die CHMP4B Lokalisierung näher zu analysieren, wurden die stark vergrößerten 
Vesikel ausgezählt und die CHMP4B Lokalisation im Bezug auf die Vesikel näher 
bestimmt. Es wurde überprüft, ob CHMP4B in den Vesikeln, an der Vesikelmembran 
oder ganz unabhängig von den Vesikeln lokalisiert ist. Eindeutig ist die Akkumulation 
von CHMP4B in den hLGD1∆C2-HA positiven Vesikeln, dies ist ausnahmslos der Fall 
(100% von 76 ausgezählten Vesikeln). Die hLGD2∆C2-HA positiven Vesikel besitzen 
einen divergenten Phänotyp, allerdings scheinen ein Großteil der Vesikel keine 
Assoziation mit CHMP4B zu haben (57% von 236 ausgezählten Vesikeln). In 27% der 
Fälle ist CHMP4B an der Vesikelmembran lokalisiert und in nur 16 % der ausgezählten 
Vesikel akkumuliert CHMP4B in den Vesikeln (s. Abb. 2.36).  
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Abb. 2.36: Analyse der CHMP4B Lokalisation im Bezug auf die stark vergrößerten 
hLGD∆C2-HA positiven Vesikel. CHMP4B akkumuliert zu 100% in den hLGD1∆C2-HA 
positiven Vesikeln. CHMP4B lokalisiert zu 27% an der Vesikelmembran und zu 16% in den 
stark vergrößerten hLGD2∆C2-HA positiven Vesikeln. Zu 57% liegt keine Assoziation von 
CHMP4B mit den hLGD2∆C2-HA positiven Vesikeln. Bei der Überexpression von hLGD1∆C2-
HA wurden 76 Vesikel in 51 Zellen ausgezählt und bei der Überexpression von hLGD2∆C2-HA 
wurden 236 Vesikel in 80 Zellen ausgezählt.  

 
Zudem wurden auch weitere Zelllinien daraufhin untersucht, ob die Expression der 
hLGD∆C2-HA Konstrukte auch in diesen Zellen zu stark vergrößerten Vesikeln führt. 
Auch in den getesteten humanen U2OS und in den murinen Zelllinien (3T3 NIH, wt 
MEFs und mLGD2-/- MEFs) wurden die stark vergrößerten Vesikel beobachtet. Diese 
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waren positiv für den spät endosomalen Marker RAB7 (s. Anhang Abb. 7.7, Abb. 7.8 
und Abb. 7.9). Die Expression von hLGD1∆C2-HA führt auch in diesen Linien zu einer 
Akkumulation von CHMP4B in den Vesikeln (s. Anhang, Abb. 7.7 E und Abb. 7.8 G-I). 
Bei der Expression von hLGD2∆C2-HA ist auch wieder der divergente Phänotyp der 
CHMP4B Lokalisation erkennbar, CHMP4B zeigt zum einen keine Assoziation mit den 
hLGD2∆C2-HA positiven vergrößerten Vesikeln (s. Anhang Abb. 7.7 F), zum anderen 
jedoch ist es an der Vesikelmembran oder in den Vesikeln lokalisiert (s. Anhang, Abb. 
7.9 I, bzw. 7.7 F).  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Expression von hLGD∆C2-HA zu einem 
dominant negativen Effekt auf den endosomalen Transportweg führt. Es bilden sich 
stark vergrößerte späte Endosomen/Lysosomen. Dieser dominant negative Effekt auf 
den endosomalen Transportweg tritt in verschiedenen humanen und murinen Zelllinien 
auf. Dies zeigt, dass die hLGD∆C2 Konstrukte einen generellen Einfluss auf den 
endosomalen Transportweg haben. Zudem belegt dies wie wichtig die C2 Domäne für 
die hLGDs sowie deren Rolle im endosomalen Transportweg ist. Des Weiteren ist die 
Lokalisation von CHMP4B an den vergrößerten hLGD∆C2 positiven Vesikeln auffällig. 
CHMP4B befindet sich in den mit hLGD1∆C2 markierten stark vergrößerten späten 
Endosomen. Bei der Expression von hLGD2∆C2 liegt keine eindeutige Lokalisation 
von CHMP4B vor, es ist entweder ebenfalls in den Endosomen, an der 
Vesikelmembran oder ganz unabhängig von den stark vergrößerten späten 
Endosomen lokalisiert.  

2.4.3 Ubiquitinierte Proteine scheinen vor den hLGD2∆DM14-HA 
positiven Vesikeln zu akkumulieren 

Es konnte in den vorhergehenden Kapiteln festgestellt werden, dass die Expression 
der hLGDs ohne C2 Domäne sowie die Expression von hLGD2∆DM14 einen dominant 
negativen Effekt auf den spät endosomalen/lysosomalen Transportweg hat (s. Kap. 
2.4.2.5). Um diesen Effekt zu untersuchen, wurden die Konstrukte erneut in HeLa 
Zellen exprimiert und zudem ubiquitinierte Proteine in der Zelle mittels des FK2 
Antikörpers angefärbt. Der FK2 Antikörper erkennt poly- und monoubiquitinierte 
Proteine, jedoch kein freies Ubiquitin. Wenn Proteine ubiquitiniert werden, dient die 
Ubiquitinierung unter anderem als Abbausignal und die Proteine werden zum Teil 
durch den endosomalen Transportweg degradiert (Übersicht in Clague und Urbé, 
2010). Diese stark vergrößerten Vesikel, welche durch die Expression einiger hLGD 
Deletionskonstrukte verursacht werden, könnten möglicherweise die Aufnahme in die 
Vesikel oder den Abbau der ubiquitinierten Proteine beeinträchtigen.  

Die untransfizierte Kontrolle zeigt, dass die ubiquitinierten Proteine zum größten Teil 
diffus im Cytoplasma und im Kern verteilt zu sein scheinen. Zum Teil sind die 
ubiquitinierten Proteine punktuell im Cytoplasma lokalisiert (s. Abb. 2.37 G). Diese sind 
jedoch nicht mit RAB5 oder RAB7 assoziiert (s. Anhang Abb. 7.10 D und 7.10 E) und 
somit weder frühe noch späte Endosomen.  
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Abb. 2.37: Expression von hLGD1-HA und hLGD2-HA in HeLa Zellen und die Markierung 
der ubiquitinierten Proteine mittels des FK2 Antikörpers. A-C zeigen eine Übersicht der 
untransfizierten Zellen sowie exprimiertes hLGD1-HA oder hLGD2-HA mit der Färbung der 
ubiquitinierten Proteine. D-F: vergrößerte Ausschnitte, welche die Färbung der jeweiligen 
exprimierten Proteine sowie die FK2 Färbung und die Kernfärbung zeigen. G-I: vergrößerte 
Ausschnitte zeigen die Färbung der ubiquitinierten Proteine. J-L: vergrößerte Ausschnitte 
zeigen die HA Färbung der jeweils exprimierten Proteine. Die Expression von hLGD1-HA und 
hLGD2-HA führt zu einer vermehrten Akkumulation ubiquitinierter Proteine an Vesikeln. Zum 
Teil sind die ubiquitinierten Proteine mit hLGD1 assoziiert (pinke Pfeile).  

 
Wenn in HeLa Zellen hLGD1-HA exprimiert wird, dann ist zu beobachten, dass die 
ubiquitinierten Proteine vermehrt in vesikelartigen Strukturen akkumulieren. In einigen 
Fällen sind die ubiquitinierten Proteine mit hLGD1-HA assoziiert (s. Abb. 2.37 E, H, K, 
pinke Pfeile). Auch die Expression von hLGD2-HA führt dazu, dass die ubiquitinierten 
Proteine vermehrt an Vesikeln lokalisiert sind (s. Abb. 2.37 F). Es gibt jedoch keine 
Assoziation der hLGD2-HA positiven Vesikel mit den ubiquitinierten Proteinen (s. Abb. 
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2.37 F). Die Akkumulation von ubiquitinierten Proteinen deutet auf einen 
Degradationsdefekt hin, welcher durch die Überexpression der hLGDs ausgelöst wird.  

 
Als nächstes wurden die Deletionskonstrukte analysiert, welche den spät endosomalen 
Transportweg negativ beeinflussen. Wenn hLGD1∆C2-HA in HeLa Zellen exprimiert 
wird, sind die ubiquitinierten Proteine genau wie bei der Expression von hLGD1-HA 
vermehrt an Vesikeln lokalisiert (s. Abb. 2.38 G). Des Weiteren ist zu erkennen, dass 
die ubiquitinierten Proteine an der Membran der vergrößerten hLGD1∆C2-HA positiven 
Vesikeln lokalisiert sind (s. Abb. 2.38 G, türkise Pfeile). Dies ist jedoch nicht bei allen 
Vesikeln zu beobachten (s. Anhang Abb. 7.10 F, I). Auch die Expression von 
hLGD2∆C2-HA führt dazu, dass die ubiquitinierten Proteine vermehrt an Vesikeln 
lokalisiert sind (s. Abb. 2.38 F, H). Des Weiteren ist zu erkennen, dass sich 
ubiquitinierte Proteine an der Membran einiger vergrößerten Vesikel befinden (s. Abb. 
2.38 H, türkiser Pfeil). Wie auch bei der Expression von hLGD1∆C2 ist dies nicht bei 
allen vergrößerten Vesikeln zu beobachten (s. Abb. 2.38 H, gelber Pfeil). Die 
Lokalisation ubiquitinierter Proteine an der Vesikelmembran war zu erwarten, da sich 
ubiquitinierte Proteine an späten Endosomen befinden, bevor sie deubiquitiniert 
werden, um anschließend internalisiert zu werden (Übersicht in Clague und Urbé, 
2010). Das Fehlen ubiquitinierter Proteine an der Membran einiger stark vergrößerter 
Vesikel, könnte zum einen bedeuten, dass die Proteine schon deubiquitiniert wurden. 
Ein anderer Grund könnte sein, dass die Färbung zu schwach ist und sie nicht 
detektiert werden können.  

Wenn hingegen hLGD2∆DM14-HA exprimiert wird, lagern sich keine ubiquitinierten 
Proteine an der Membran der vergrößerten Vesikel an, sondern akkumulieren 
anscheinend vor den Vesikeln (s. Abb. 2.38 F, I, weiße, bzw. gelbe Pfeile). Dies wird 
auch in der orthogonalen Ansicht des Z-Stapels ersichtlich (s. Abb. 2.39, türkise Pfeile). 
Jedoch ist diese Akkumulation nicht in allen Zellen zu beobachten (s. Abb. 2.39, türkise 
Pfeile). Möglicherweise ist die Transfektionsstärke oder die Dauer der Transfektion 
eine Ursache hierfür.  

Diese Ergebnisse zeigen, dass durch die Expression der hLGDs oder ihrer getesteten 
Deletionskonstrukte die ubiquitinierten Proteine in der Zelle akkumulieren. Dies weist 
auf einen Abbaudefekt der ubiquitinierten Proteine hin. Auffällig ist auch, dass bei 
einem Verlust der DM14 Domänen von hLGD2, die ubiquitinierten Proteine um die 
vergrößerten Vesikel herum zu akkumulieren scheinen. Möglicherweise ist Aufnahme 
der ubiquitinierten Proteine verlangsamt oder ganz gestört.  
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Abb. 2.38: Expression von hLGD1∆C2-HA, hLGD2∆C2-HA und hLGD2∆DM14-HA in HeLa 
Zellen und die Markierung der ubiquitinierten Proteine mittels des FK2 Antikörpers. A-C 
zeigen eine Übersicht der exprimierten Proteine mit der Färbung der ubiquitinierten Proteine, 
sowie die Kernfärbung. D-F: vergrößerte Ausschnitte, welche die Färbungen der jeweiligen 
exprimierten Proteine sowie die FK2 Färbung und die Kernfärbung zeigen. G-I: vergrößerte 
Ausschnitte zeigen die Färbung der ubiquitinierten Proteine alleine. J-L: vergrößerte 
Ausschnitte zeigen die HA Färbung der jeweils exprimierten Proteine. Die Expression von 
hLGD1∆C2-HA, hLGD2∆C2-HA und hLGD2∆DM14-HA führt zu einer vermehrten Akkumulation 
der ubiquitinierten Proteine an Vesikeln. Zum Teil scheinen die ubiquitinierten Proteine auch an 
der Membran der stark vergrößerten hLGD1∆C2-HA, bzw der hLGD2∆C2-HA positiven Vesikel 
lokalisiert zu sein (G und H, türkise Pfeile). Bei Expression von hLGD2∆DM14-HA scheinen die 
ubiquitinierten Proteine vor den vergrößerten Vesikeln zu akkumulieren (I, gelbe Pfeile).  
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Abb. 2.39: Expression von hLGD2∆DM14-HA in HeLa Zellen und die Markierung der 
ubiquitinierten Proteine mit der orthogonalen Ansicht des Z-Stapels. In der orthogonalen 
Ansicht des Z-Stapels ist ersichtlich, dass sich die ubiquitinierten Proteine (rot) an den stark 
vergrößerten Vesikeln akkumulieren (türkise Pfeile).  

 

Insgesamt weist die Untersuchung der hLGDs in humanen Zellen eine Beteiligung 
dieser am endosomalen Transportweg nach. Dies ist zum einen durch die veränderte 
Lokalisation der endosomalen Marker, wie die vergrößerten Vesikel oder auch eine 
diffusere Verteilung bei der Überexpression der hLGDs und einiger Deletionskonstrukte 
erkennbar (s. Tab. 2.3). Zudem übt die Expression der hLGD∆C2s sowie 
hLGD2∆DM14 einen dominant negativen Effekt auf den endosomalen Transportweg 
aus, welcher zu stark vergrößerten Endosomen führt. Des Weiteren ist auch die 
Lokalisation des ESCRT-III Proteins CHMP4B verändert. Bei der Expression von 
hLGD1∆C2-HA gelangt CHMP4B in die Vesikel und zum Teil auch bei der Expression 
von hLGD2∆C2-HA. Allerdings variiert die Lokalisation von CHMP4B bei der 
Expression von hLGD2∆C2-HA sehr stark und es scheint am häufigsten keine 
Assoziation mit CHMP4B vorzuliegen. Ein weiteres Indiz für die Beteiligung der hLGDs 
am endosomalen Transportweg ist die Akkumulation ubiquitinierter Proteine in der 
Zelle. Außerdem scheinen sich bei der Expression von hLGD2∆DM14 die 
ubiquitinierten Proteine an den stark vergrößerten Vesikeln anzulagern. Dies spricht für 
eine Störung oder verlangsamte Aufnahme der ubiquitinierten Proteine in die 
Endosomen.  
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Tab. 2.3: Übersicht der Analyse der hLGDs in HeLa Zellen.  

Konstrukt Lokalisation 
vergrößerte 

Vesikel 

Lokalisation 
endosomaler 

Marker 

hLGD1-HA diffus, versikulär 
(positiv für RAB7, 
CHMP4B) 

nein LAMP1 und 
CHMP4B positive 
Vesikel vergrößert 

hLGD1∆DM14-HA diffus, teilweise 
vesikulär 

nein RAB7 vesikulär und 
zum Teil diffus 

hLGD1∆DM14(1-2)-HA diffus, teilweise 
vesikulär (CHMP4B 
positiv und zum 
Teil RAB7, LAMP1 
positiv) 

nein wildtypisch 

hLGD1∆DM14(3-4)-HA diffus, teilweise 
vesikulär (CHMP4B 
positiv) 

nein wildtypisch 

hLGD1∆C2-HA diffus bis auf die 
vergrößerten 
Vesikel 

ja, positiv für 
RAB7 und 
LAMP1 

CHMP4B in den 
vergrößerten 
Vesikeln 

hLGD2-HA diffus, versikulär 
(positiv für RAB7, 
CHMP4B) 

nein LAMP1 und 
CHMP4B positive 
Vesikel vergrößert, 
RAB7 diffus verteilt 

hLGD2∆C815-HA vesikulär nein wildtypisch 

hLGD2∆DM14-HA diffus bis auf die 
vergrößerten 
Vesikel 

ja, positiv für 
LAMP1 

RAB7 und LAMP1 
diffus 

hLGD2∆C2-HA diffus bis auf die 
vergrößerten 
Vesikel 

ja, positiv für 
RAB7 und 
LAMP1 

CHMP4B nicht 
eindeutig lokalisiert, 
RAB7 diffus 
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2.5 Das eine mentale Retardierung auslösende Allel von 
hLGD2 

Ein Allel von CC2D1A (hLGD2) führt beim Menschen zu einer autosomal rezessiven 
nicht syndromischen mentale Retardierung (NSMR). Bisher sind nur der Genotyp und 
die Sequenz des Proteins bekannt. Eine genauere Analyse der Funktion des 
verkürzten Proteins ist bislang noch nicht erfolgt.  

Bei der zur mentalen Retardierung führenden Mutation ist ein Bereich von 3589 
Nukleotiden deletiert, welcher in Intron 13 anfängt und in Intron 16 aufhört. Dabei 
werden die Aminosäuren 408 bis 547 entfernt. Des Weiteren erfolgt eine 
Leserrasterverschiebung direkt hinter der Deletionsstelle und es wird ein Nonsense 
Peptid von 30 Aminosäuren generiert mit einem vorzeitigen Stoppkodon an Position 
438 des mutanten Proteins. Das daraus resultierende Protein besitzt nach der dritten 
DM14 Domäne ein aus 30 Aminosäuren bestehendes Nonsense-Peptid auf das ein 
Stoppkodon folgt (s. Abb. 2.40) (Basel-Vanagaite et al., 2006). Dieses verkürzte 
hLGD2 besteht nur noch aus den ersten drei DM14 Domänen, demzufolge fehlen die 
vierte DM14 Domäne sowie die C2 Domäne.  

 

 

Abb. 2.40: Schematische Darstellung des mutierten hLGD2 Allels. Der weiße Kasten deutet 
den mutierten Bereich an (Basel-Vanagaite et al., 2006).  
 

In dieser Arbeit wurde diese Mutation in Hinblick auf ihre Funktionalität, Stabilität, 
Lokalisation in Drosophila melanogaster sowie in humanen Zellen analysiert. Dazu 
wurde zunächst ein hLGD2MR Konstrukt generiert, welches wie das humane Allel 
aufgebaut ist. Für eine tiefer gehende Analyse folgten später weitere 
Deletionskonstrukte von hLGD1 und Lgd. Es wurden Konstrukte mit und ohne Non-
Sense Peptid generiert. Im Folgenden werden diese verschiedenen Konstrukte unter 
dem Begriff mentale Retardierungskonstrukte zusammengefasst. Eine schematische 
Darstellung der mentalen Retardierungskonstrukte zeigt Abbildung 2.41.  
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Abb. 2.41: Schematische Darstellung der hLGDs sowie der mentalen 
Retardierungskonstrukte. Das Non-sense Peptid ist lila gekennzeichnet.  

2.5.1 hLGD2MR ist in Drosophila melanogaster nicht funktional 

Die bisherigen Analysen des Allels von CC2D1A (hLGD2), welches zur mentalen 
Retardierung führt, beschränken sich auf die Untersuchung des Phänotyps sowie die 
Analyse des Genotyps und des dazugehörigen Proteins. Es ist allerdings noch nicht 
untersucht worden, ob das Protein noch eine Restfunktion besitzt und wie es zu der 
mentalen Retardierung beiträgt.  

Um Einblicke in die Funktionsweise des Allels zu bekommen, erfolgte die Generierung 
eines Konstruktes, welches wie das Allel aufgebaut ist und anschließend in Fliegen 
exprimiert werden kann. Dazu wurde die Leserasterverschiebung genauso wie sie in 
dem Allel vorkommt in die cDNA von hLGD2 eingebaut. Das Konstrukt wurde hLGD2MR 
genannt. Da es zu einem frühzeitigen Stoppkodon führt, wurde das Protein nicht C-
terminal sondern N-terminal mit HA markiert. Frühere Untersuchungen haben gezeigt, 
dass weder eine N-terminale noch eine C-terminale Markierung einen Einfluss auf die 
Funktion von Lgd hat (Troost et al., 2012).  

Zur Überprüfung der Restfunktion wurde wie in Kapitel 2.2 ein Rettungsexperiment im 
lgd mutanten Hintergrund mit dem Konstrukt lgdP HA-hLGD2MR durchgeführt. Dabei 
kam es sowohl zur Aktivierung des Notchreporters Gbe+Su(H)-lacZ in der gesamten 
Flügelimaginalscheibe als auch zu einer Verbreiterung der Wg Expressionsdomäne (s. 
Abb. 2.41 C, weiße Pfeile). Wg wurde stark ektopisch aktiviert (s. Abb. 2.41 I). Wobei 
diese ektopische Aktivierung nicht so stark ausgeprägt ist, wie in der Kontrolle, bei der 
im lgd mutanten Hintergrund kein Rettungskonstrukt exprimiert wurde (s. Abb. 2.41 I im 
Vergleich zu H). Dies jedoch liegt vermutlich an der variablen Wg Expression (Klein, 
2003), da zudem der Notchreporter Gbe+Su(H)-lacZ in der gesamten 
Flügelimaginalscheibe aktiv ist (s. Abb. 2.41 L). Die Tiere sterben in einem frühen 
puppalem Stadium und die Scheiben überproliferieren, wie es auch bei lgd mutanten 
Tieren der Fall ist. Dies belegt, dass HA-hLGD2MR keine Funktion in der Fliege ausübt.  
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Abb. 2.41: Rettung des lgd mutanten Phänotyps durch die Expression von lgdP HA-
hLGD2MR. A, D, G, J: wildtypische Kontrolle. B, E, H, K: lgd mutanter Hintergrund ohne 
Rettungskonstrukt. C, F, I, J: Expression von lgdP HA hLGD2MR und deren Auswirkung auf die 
Aktivität des Notch Signalweges. I: stark verbreiterte Wg Expressionsdomäne. L: ubiquitäre 
Expression von Gbe+Su(H)-lacZ. hLGD2MR ist nicht mehr funktional. 
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Das Protein, welches die mentale Retardierung im Menschen auslöst, hLGD2MR scheint 
zu einem kompletten Funktionsverlust zu führen. Allerdings können nur bedingt 
Rückschlüsse aus diesem Experiment gezogen werden, da auch hLGD2 nicht die volle 
Funktion von Lgd in der Fliege übernehmen kann, im Gegensatz zu hLGD1. 

2.5.2 Die Expression von LgdMR und hLGD1MR kann den lgd mutanten 
Phänotyp nicht retten 

Das Protein HA-hLGD2MR übt in der Fliege keine Funktion mehr aus. Ein Grund dafür 
könnte die geringere Konservierung der Sequenz von hLGD2 zu Lgd sein. Im 
Gegensatz dazu weist hLGD1 eine stärkere Konservierung zu Lgd auf (s. Kap. 2.1). 
Um dies als Grund auszuschließen, wurden hLGD1 und Lgd Konstrukte generiert, die 
wie das mentale Retardierungsallel aufgebaut sind (lgdP HA-hLGD1MR und lgdP HA-
lgdMR).  

Bei dem Rettungsexperiment im lgd mutanten Hintergrund zeigt sich sowohl mit dem 
Konstrukt lgdP HA-hLGD1MR als auch mit dem Konstrukt lgdP HA-lgdMR eine 
Verbreiterung der Wg Expressionsdomäne und eine Aktivierung von Gbe+Su(H)-lacZ 
in der gesamten Flügelimaginalscheibe (s. Abb. 2.42 D und C).  

Die ektopische Aktivierung von Wg ist nicht so stark ausgeprägt, wie in der Kontrolle, in 
der kein Rettungskonstrukt im lgd mutanten Hintergrund exprimiert wurde (s. Abb. 2.42 
K, L im Vergleich zu J). Dies ist aber eher durch die variable Ausprägung der 
ektopischen Wg Expression begründet (Klein, 2003) als durch eine mögliche 
Restfunktion der Proteine. Dafür spricht, dass das sensitivere Notch 
Reportergenkonstrukt Gbe+Su(H)-lacZ in der gesamten Flügelscheibe aktiviert wurde 
(s. Abb. 2.42 O, P). Dies belegt die ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges, 
welche wiederum auf einen Verlust von Lgd hindeutet. Zumal auch die 
Flügelimaginalscheiben überproliferieren und die Tiere in einem frühen puppalem 
Stadium sterben, wie es bei lgd mutanten Tieren der Fall ist. Demzufolge sind auch die 
mentalen Retardierungskonstrukte von hLGD1 und Lgd nicht mehr funktional und die 
geringere Konservierung von hLGD2 ist nicht der Grund für den Funktionsverlust der 
mentalen Retardierungskonstrukte. Eine andere Ursache für diesen könnte das 
Nonsense-Peptid sein, welches das Protein negativ beeinträchtigen könnte.  
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Abb. 2.42: Rettung des lgd mutanten Phänotyps durch die Expression von lgdP HA-lgdMR 
und lgdP HA-hLGD1MR. A, E, I, M: wildtypische Kontrolle. B, F, J, N: lgd mutanter Hintergrund 
ohne Rettungskonstrukt. C, G, K, O: Expression von lgdP HA-lgdMR und deren Auswirkung auf 
die Aktivität des Notch Signalweges. K: stark verbreiterte Wg Expressionsdomäne. O: 
ubiquitäre Expression von Gbe+Su(H)-lacZ. D, H, L, P: Expression von lgdP HA-hLGD1MR und 
deren Auswirkung auf die Aktivität des Notch Signalweges. L: stark verbreiterte Wg 
Expressionsdomäne. P: ubiquitäre Expression von Gbe+Su(H)-lacZ. Die mentalen 
Retardierungskonstrukte von hLGD1 und Lgd sind nicht mehr funktional.  
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2.5.3 Das Nonsense-Peptid hat keinen Einfluss auf die Funktionalität der 
Proteine 

Es besteht die Möglichkeit, dass das Nonsense-Peptid einen Einfluss auf die 
Funktionalität der mentalen Retardierungskonstrukte hat. So könnte es möglicherweise 
zu einer geänderten Proteinfaltung kommen oder wichtige Proteinbindungsstellen 
blockiert werden. Zum Ausschluss eines möglichen Einflusses auf die Funktionalität 
der Proteine durch das Nonsense-Peptid wurden Konstrukte hergestellt, denen das 
Nonsense-Peptid fehlt. Dabei wurde direkt nach der dritten DM14 Domäne ein 
Stoppkodon generiert und zwar sowohl bei den hLGDs als auch bei Lgd.  

Die Analyse der Konstrukte lgdP HA-hLGD1DM14(1-3), lgdP HA-hLGD2DM14(1-3) 
sowie lgdP HA-lgdDM14(1-3) erfolgte in Rettungsexperimenten im lgd mutanten 
Hintergrund. Es zeigt sich bei allen drei Konstrukten eine stark verbreiterte 
Expressionsdomäne von Wg und auch eine Aktivität von Gbe+Su(H)-lacZ in der 
gesamten Flügelimaginalscheibe (s. Abb. 2.43 B, C, D). Die ektopische Aktivierung von 
Wg ist nicht so stark ausgeprägt, wie in der Kontrolle, in der kein Rettungskonstrukt im 
lgd mutanten Hintergrund exprimiert wurde (s. Abb. 2.43 J, K, L im Vergleich zu I). Eine 
Erklärung dafür ist eher die variable Ausprägung der ektopischen Wg Expression 
(Klein, 2003) als eine mögliche Restfunktion der Proteine. Die Annahme wird dadurch 
unterstützt, dass das sensitivere Notch Reportergenkonstrukt Gbe+Su(H)-lacZ in der 
gesamten Flügelscheibe aktiviert wurde (s. Abb. 2.43 N, O, P). Da dies auch bei Lgd 
Verlust der Fall ist (s. Abb. 2.43 M), kann davon ausgegangen werden, dass die 
Konstrukte lgdP HA-hLGD1DM14(1-3), lgdP HA-hLGD2DM14(1-3) sowie lgdP HA-
lgdDM14(1-3) keine Funktion mehr besitzen. Zudem sterben die Tiere, wie auch die lgd 
mutanten Tiere, in einem frühen puppalem Stadium.  

Auch ohne das Nonsense-Peptid sind die mentalen Retardierungskonstrukte nicht 
funktional. Dieses scheint somit auf die Funktion der Proteine keinen Einfluss zu 
haben. Allerdings fehlt allen Konstrukten die C2 Domäne, welches ein möglicher Grund 
für die fehlende Funktion der Proteine sein könnte. Denn wie zuvor beschrieben, sind 
hLGD1 und hLGD2 ohne C2 Domäne nicht funktional, wobei bei hLGD2∆C2 dies 
durch die Instabilität des Proteins verursacht sein könnte. Mögliche Ursachen für den 
Funktionsverlust der mentalen Retardierungskonstrukte könnten auch wie bei Lgd 
ohne C2 Domäne eine Fehllokalisation oder die Instabilität der Proteine sein.  
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Abb. 2.43: Rettung des lgd mutanten Phänotyps durch die Expression von lgdP HA-
lgdDM14(1-3), lgdP HA-hLGD1DM14(1-3) und lgdP HA-hLGD2DM14(1-3): A, E, I, M: lgd 
mutanter Hintergrund ohne Rettungskonstrukt. B, F, J, N: Expression von lgdP HA-lgdDM14(1-
3) und deren Auswirkung auf die Aktivität des Notch Signalweges. J: stark verbreiterte Wg 
Expressionsdomäne. N: ubiquitäre Expression von Gbe+Su(H)-lacZ.. C, G, K, O: Expression 
von lgdP HA-hLGD1DM14(1-3) und deren Auswirkung auf die Aktivität des Notch Signalweges. 
K: stark verbreiterte Wg Expressionsdomäne. O: ubiquitäre Expression von Gbe+Su(H)-lacZ. D, 
H, L, P: Expression von lgdP HA-hLGD2DM14(1-3) und deren Auswirkung auf die Aktivität des 
Notch Signalweges. L: stark verbreiterte Wg Expressionsdomäne. P: ubiquitäre Expression von 
Gbe+Su(H)-lacZ. Auch die mentalen Retardierungskonstrukte ohne Nonsense-Peptid sind nicht 
mehr funktional und somit beeinflusst das Nonsense-Peptid nicht die Funktion der Proteine.  
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2.5.4 Analyse des Funktionsverlustes der mentalen 
Retardierungskonstrukte 

Die mentalen Retardierungskonstrukte sind in D. melanogaster nicht mehr funktional. 
Im Folgenden wurden die möglichen Ursachen für den Funktionsverlust näher 
untersucht. Zum einen wurde die Lokalisation der mentalen Retardierungskonstrukte 
wie bei den hLGD∆C2s auch untersucht, indem die Konstrukte in der 
Flügelimaginalscheibe überexprimiert werden. Zum anderen wurde ebenfalls die 
Stabilität der mentalen Retardierungskonstrukte analysiert. Als Letztes wurde getestet, 
ob die mentalen Retardierungskonstrukte noch mit Shrub interagieren können, da 
zuvor die genetische Interaktion zwischen den hLGDs und Shrub nachgewiesen wurde 
(s. Kap. 2.2.2). Ein Verlust der Interaktion könnte eventuell zu dem Funktionsverlust 
der mentalen Retardierungskonstrukte führen.  

2.5.4.1 Die mentalen Retardierungskonstrukte von Lgd und hLGD1 sind 
nuklear und cytoplasmatisch lokalisiert 

Zunächst wurde die subzelluläre Lokalisation der mentalen Retardierungskonstrukte in 
D. melanogaster untersucht, da dies eine mögliche Ursache für die fehlende Funktion 
sein könnte. Wenn bei Lgd die C2 Domäne fehlt, ist das Protein im Kern lokalisiert und 
deswegen ist es nicht mehr funktional (Troost et al., 2012). Allerdings führt wie oben 
beschrieben eine Deletion der C2 Domäne der hLGDs nicht zu einer Fehllokalisation. 
Aus diesem Grund wird zunächst die Lokalisation von HA-LgdMR analysiert. Dazu wird 
derselbe Versuchsansatz wie in Kapitel 2.2.5.1 gewählt.  

HA-LgdMR befindet sich sowohl im Cytoplasma als auch im Kern und wird gleichmäßig 
in der gesamten Zelle exprimiert (s. Abb. 2.44 C, D, pinke Pfeile). Eine Lokalisation im 
Kern war zu erwarten, da sich Lgd∆C2 ebenfalls im Kern und dem LgdMR Konstrukt die 
C2 Domäne fehlt. Allerdings gibt es dennoch Unterschiede in der Lokalisation, Lgd∆C2 
befindet sich hauptsächlich im Kern und LgdMR scheint zu gleichen Teilen sowohl im 
Kern als auch im Cytoplasma lokalisiert zu sein. Demzufolge könnte eine geänderte 
Lokalisation eine Rolle bei dem Funktionsverlust spielen, allerdings reicht eine geringe 
Menge Lgd im Cytoplasma aus, um den lgd mutanten Phänotyp zu retten (Troost et al., 
2012). Im Expressionsbereich von HA-LgdMR sind vergrößerte N(extra) Vesikel 
erkennbar (s. Abb. 2.44 F, gelber Pfeil). Dies deutet auf eine Störung im endosomalen 
Transportweg hin. Zudem scheint es auch vergrößerte Rab7-YFP Vesikel in diesem 
Bereich zu geben (s. Abb. 2.44 K, gelber Pfeil). Der frühe endosomale Transport, 
welcher durch Rab5-CFP markiert wurde, scheint jedoch nicht betroffen zu sein (s. 
Abb. 2.44 J, gelber Pfeil).  
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Abb. 2.44: Lokalisation von HA-LgdMR. A,B: Übersicht über die Expression von HA-LgdMR im 
ptc-Streifen inklusive der Kern- und N(extra) Färbung. Der weiße Kasten kennzeichnet den 
Bereich, welcher in C-F vergrößert wurde. C: Übersicht des vergrößerten Bereichs. D: Detektion 
von HA-LgdMR. E: Kernfärbung. F: Färbung von N(extra). G, H: Übersicht über die Rab5-CFP 
und Rab7-YFP Färbung. I: Detektion von HA-LgdMR. J: Rab5-CFP Färbung. K: Rab7-YFP 
Färbung. Die pinken Pfeile deuten auf die Lokalisation der Proteine. Die gelben Pfeile 
kennzeichnen die vergrößerten Vesikel. Links oben in der Abbildung ist der Genotyp der 
untersuchten Larven dargestellt. Des Weiteren sind über jeder Zeile die verwendeten 
Konstrukte schematisch dargestellt. HA-LgdMR ist sowohl cytoplasmatisch als auch nuklear 
lokalisiert.  

 
Da die Lokalisation von HA-LgdMR unterschiedlich zu Lgd∆C2 ist, spielt nicht nur die C2 
Domäne bei der Lokalisation eine Rolle, sondern möglicherweise auch der Bereich 
zwischen der dritten DM14 Domäne und der C2 Domäne. Vielleicht ist dies auch bei 
hLGD1MR und hLGD2MR der Fall. Um dies näher zu analysieren, wurden auch diese 
Konstrukte im Hinblick auf ihre Lokalisation untersucht. Es zeigt sich, dass sich HA-
hLGD1MR genauso wie HA-LgdMR sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern befinden 
(s. Abb. 2.45 C, D, grüne Pfeile).  

HA-hLGD2MR hingegen ist weiterhin rein cytolasmatisch lokalisiert (s. Abb. 2.45 I, J, 
grüne Pfeile). Die Expression der HA-hLGDMR Konstrukte scheint keinen Einfluss auf 
den endosomalen Transportweg zu haben, da es zu keiner Veränderung der N(extra) 
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positiven Vesikel kommt (s. Abb. 2.45 F, L). Auch die Verteilung von Rab5-CFP und 
Rab7-YFP ist nicht verändert (s. Anhang Abb. 7.11).  
 

 

Abb. 2.45: Lokalisation von HA-hLGD1MR und HA-hLGD2MR. A, B G,H: Übersicht über die 
Expression der Konstrukte im ptc-Streifen inklusive der Kern- und N(extra) Färbung in 
verschiedenen Vergrößerungen. Die weißen Kästen in B und H kennzeichnen die Bereiche, 
welche in C und I vergrößert wurden. D,J: Detektion der exprimierten Proteine. E, K: 
Kernfärbung. F, L: Färbung von N(extra). Die grünen Pfeile deuten auf die Lokalisation der 
Proteine. Links oben in der Abbildung ist der Genotyp der untersuchten Larven dargestellt. HA-
hLGD1MR ist sowohl im Cytoplasma als auch im Kern lokalisiert. HA-hLGD2MR befindet sich 
ausschließlich im Cytoplasma. Die Lokalisationsanalyse von HA-hLGD2MR entstand in 
Zusammenarbeit mit Shekufe Kharabi-Masouleh (Kharabi-Masouleh, 2012).  
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Um auszuschließen, dass die veränderte Lokalisation von HA-hLGD1MR und HA-LgdMR 

nicht auf das Nonsense-Peptid zurückzuführen ist, wurden auch die Konstrukte UAS 
HA-hLGD1DM14(1-3) und UAS HA-lgdDM14(1-3) auf ihre Lokalisation hin betrachtet. 
Des Weiteren wurde auch noch die Lokalisation von UAS HA-hLGD2DM14(1-3) 
getestet.  

HA-hLGD1DM14(1-3) und HA-LgdDM14(1-3) befinden sich ebenfalls sowohl im 
Cytoplasma als auch im Nukleus (s. Abb. 2.46 C, D, I, J, grüne Pfeile). Im Gegensatz 
zu der Expression von HA-LgdMR sind im Expressionsbereich von HA-LgdDM14(1-3) 
keine vergrößerten N(extra) Vesikel erkennbar (s. Abb. 2.46 F). Außerdem ist auch 
keine Veränderung der Rab5-CFP und Rab7-YFP Vesikel zu beobachten (s. Anhang 
Abb. 7.12).  

Genau wie bei HA-hLGD2MR ist auch bei HA-hLGD2DM14(1-3) keine Änderung seiner 
Lokalisation zu beobachten. Das Protein ist weiterhin cytoplasmatisch lokalisiert. (s. 
Abb. 2.46 O, P). Weder die Expression von HA-hLGD1DM14(1-3) noch die von HA-
hLGD2DM14(1-3) üben einen Einfluss auf den endosomalen Transportweg aus. 
Sowohl die N(extra) als auch die Rab5 und Rab7 Verteilung wird von der Expression 
nicht beeinflusst (s. Abb. 2.46 L, R, sowie Anhang Abb. 7.12).  

 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das Nonsense-Peptid keinen Einfluss 
auf die Lokalisation der Proteine hat. Jedoch ist das Nonsense-Peptid bei LgdMR 

möglicherweise der Grund dafür, dass der endosomale Transportweg gestört wird, da 
bei der Expression von HA-LgdDM14(1-3) keine Störung des endosomalen 
Transportweges auftritt. Bei Lgd hat der Bereich ab dem Ende der dritten DM14 
Domäne inklusive der C2 Domäne eine Funktion bei der Lokalisation des Proteins. Die 
Lokalisation von hLGD1 könnte hingegen nur von dem Bereich abhängig sein, welcher 
nach der dritten DM14 Domäne beginnt bis hin zu dem Anfang der C2 Domäne, da 
hLGD1∆C2 wie hLGD1 cytoplasmatisch lokalisiert ist. Bei hLGD2 hingegen scheint 
keiner der untersuchten Bereiche eine Rolle bei der Lokalisation des Proteins zu 
spielen. Des Weiteren wurden auch zusätzlich noch die Konstrukte UAS 
hLGD2∆DM14-HA und UAS hLGD2∆C815-HA untersucht. Auch diese Konstrukte 
befinden sich im Cytoplasma (s. Anhang Abb. 7.5). Dies bedeutet, dass weder die 
DM14 Domänen, die C2 Domäne noch die Verlängerung des C-Terminus eine Rolle in 
der Lokalisation von hLGD2 spielen. Der einzige Bereich, welcher bisher nicht 
untersucht wurde, ist der N-terminale Bereich des Proteins vor den DM14 Domänen. 
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Abb. 2.46: Lokalisation der mentalen Retardierungskonstrukte ohne Nonsense-Peptid. A, 
B, G, H, M, N: Übersicht über die Expression der Konstrukte im ptc-Streifen inklusive der Kern- 
und N(extra) Färbung in verschiedenen Vergrößerungen. Der weiße Kasten kennzeichnet den 
Bereich, welcher in C, I und O vergrößert wurde. D, J, P: Detektion der exprimierten Proteine. 
E, K, Q: Kernfärbung. F, L, R: Färbung von N(extra). Die grünen Pfeile deuten auf die 
Lokalisation der Proteine. HA-LgdDM14(1-3) und HA-hLGD1DM14(1-3) sind sowohl 
cytoplasmatisch als auch im Kern lokalisiert. HA-hLGD2DM14(1-3) befindet sich nur im 
Cytoplasma.  

2.5.4.2 Leichte Unterschiede in der Expressionsstärke der mentalen 
Retardierungskonstrukte 

Zuvor konnte nachgewiesen werden, dass sich sowohl bei Lgd als auch bei hLGD2 der 
Verlust der C2 Domäne negativ auf die Stabilität der Proteine auswirkt (Troost et al., 
2012, s. Kap. 2.2.5.2). Da bei den mentalen Retardierungskonstrukten ebenfalls die C2 
Domäne deletiert ist, könnte sich dies auf die Stabilität der Proteine auswirken und 
möglicherweise eine Ursache des Funktionsverlustes der Proteine sein.  

Die Analyse der Stabilität der mentalen Retardierungskonstrukte erfolgte in 
Zusammenarbeit mit Daisy Moll während ihrer Bachelorarbeit (Moll, 2013). Dazu 
wurden Proteinlysate aus homozygoten L3 Larven gewonnen, welche die jeweiligen 
Konstrukte unter Kontrolle des lgdP exprimierten. Außerdem wurden die Konstrukte im 
wildtypischen Hintergrund exprimiert. Je Konstrukt wurde Proteinlysat von zehn Larven 
mithilfe eines Western Blots analysiert.  

Es konnten alle aufgetragenen Konstrukte über ihre HA-Markierung detektiert werden 
(s. Abb. 2.47). Lgd und LgdMR werden vergleichbar stark exprimiert. Lgd DM14(1-3) 
hingegen scheint etwas schwächer exprimiert zu werden. Dies könnte auf eine 
geringere Stabilität des Proteins hindeuten. Es ist auffällig, dass die mentalen 
Retardierungskonstrukte von hLGD1 im Vergleich zu Lgd deutlich schwächer 
exprimiert werden. Dies lässt eine geringere Stabilität der Proteine vermuten und 
konnte auch schon in Kapitel 2.2.5.2 beobachtet werden. Die mentalen 
Retardierungskonstrukte von hLGD2 werden unterschiedlich stark exprimiert. Im 
Vergleich zu hLGD2DM14(1-3) scheint hLGD2MR schwächer exprimiert zu werden (s. 
Abb. 2.47). Dies lässt vermuten, dass das Nonsense-Peptid einen Einfluss auf die 
Stabilität des Proteins hat. Jedoch ist bei den mentalen Retardierungskonstrukten von 
Lgd genau der umgekehrte Fall zu beobachten. Dabei sieht es so aus als ob das 
Protein ohne Nonsense-Peptid instabiler ist. Möglicherweise übt das Nonsense-Peptid 
je nach Protein einen unterschiedlichen Einfluss auf die Stabilität aus.  

Wie auch bei der Analyse der hLGD1 und hLGD2 Deletionskonstrukte zeigen alle 
mentalen Retardierungskonstrukte höhere Banden als die berechneten (s. Anhang 
Tab. 7.1).  
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Abb. 2.47: Analyse der Stabilität der mentalen Retardierungskonstrukte mithilfe eines 
Western Blots. Zur Untersuchung der Stabilität der Proteine wurde Proteinlysat von zehn 
Larven aufgetragen. Die Konstrukte wurden durch die HA-Markierung mittels α-HA (1:3000) 
detektiert (Belichtungszeit: 30 min). Als Ladekontrolle diente Tubulin (α-Tubulin: 1:100.000) 
(Belichtungszeit: 10 min). Das Proteinlysat von w--Larven wurde als Negativkontrolle verwendet. 
Es konnten alle Konstrukte detektiert werden, wobei die hLGD1 Konstrukte deutlich schwächere 
Banden als die restlichen Proteine aufweisen. Die Proteine weisen alle größere Proteingrößen 
als die berechneten auf. Diese Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit Daisy Moll (Moll, 2013).  
 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass alle mentalen Retardierungskonstrukte 
gebildet werden und es in der Stabilität im Vergleich zu den jeweiligen „full-length“ 
Proteinen zum Teil leichte Abweichungen gibt. So scheint LgdDM14(1-3) im Vergleich 
zu Lgd und LgdMR leicht schwächer exprimiert zu werden. hLGD2MR scheint ebenfalls 
etwas schwächer exprimiert zu werden als hLGD2DM14(1-3). Jedoch ist die 
Expression immer noch stärker als die Expression von hLGD1.  

2.5.4.3 Die mentalen Retardierungskonstrukte interagieren direkt mit Shrub 

In den Kapiteln 2.5.1 bis 2.5.3 wurde nachgewiesen, dass die mentalen 
Retardierungskonstrukte in Drosophila melanogaster keine Funktionalität mehr 
besitzen. Eine Ursache könnte eine fehlende Interaktion dieser Konstrukte mit Shrub 
sein. Zuvor konnte allerdings mithilfe einer Co-Immunoprezipitation gezeigt werden, 
dass die humanen mentalen Retardierungskonstrukte noch mit CHMP4B und 
CHMP4C interagieren (Lindner, 2013). Zur Analyse einer möglichen Interaktion der 
mentalen Retardierungskonstrukte mit Shrub, dem CHMP4 Ortholog aus Drosophila 
melanogaster, wurden als Nächstes Pulldown-Experimente durchgeführt. Damit wird 
der Nachweis einer direkten Interaktion möglich.  
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Für den Pulldown wurde MBP-markiertes Shrub verwendet und die möglichen 
Interaktionspartner wurden His6 markiert. Als Positivkontrolle diente His6-Lgd, da 
bekannt ist, dass Shrub direkt mit Lgd interagiert (Troost et al., 2012). Als 
Negativkontrolle wurden die His6 markierten Proteine nur mit MBP inkubiert, damit 
ausgeschlossen werden kann, dass die Proteine unspezifisch an MBP binden und 
nicht an den potenziellen Interaktionspartner Shrub.  

Als erstes wurde der Pulldown mit den mentalen Retardierungskonstrukten von Lgd 
durchgeführt, da Shrub und Lgd natürliche Interaktionspartner sind. Dazu wurden 
jeweils His6-Lgd, His6-LgdMR oder His6-LgdDM14(1-3) über MBP-Shrub präzipitiert. Im 
anschließenden Western Blot zeigt sich, dass His6-Lgd, aber auch His6-LgdMR und His6-
LgdDM14(1-3) präzipitiert werden konnten (s. Abb 2.48, weiße Sterne). Trotz der 
starken Hintergrundfärbung sind die Banden deutlich erkennbar. Vor allem bei His6-Lgd 
sind mehrere Banden zu erkennen, was auf eine mögliche Degradation des Proteins 
hindeutet. Die Banden der kompletten Proteine sind jedoch immer noch am stärksten 
und werden durch die weißen Sterne kenntlich gemacht. Die Spezifität der Interaktion 
zwischen His6-Lgd, His6-LgdMR oder His6-LgdDM14(1-3) mit Shrub wurde dadurch 
belegt, dass in der Negativkontrolle keines der Konstrukte präzipitiert wurde (s. Abb. 
2.48). Wie auch bei His6-Lgd sind bei MBP-Shrub mehrere Banden detektiert worden.  
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Abb. 2.48: Analyse der Interaktion von MBP-Shrub mit den mentalen 
Retardierungskonstrukten von Lgd mithilfe eines Pulldowns. Die Detektion der Proteine 
erfolgte durch einen Western Blot. Zunächst wurden die His6-Lgd Proteine über anti-Lgd 
(1:3000) detektiert (Belichtungszeit 2h). Da MBP-Shrub und die mentalen 
Retardierungskonstrukte fast gleich groß sind, wurde vor der Inkubation mit anti-MBP (1:5000) 
der gebundenen Lgd Antikörper von der Membran entfernt (Belichtungszeit:1 min). Die Lgd 
Proteine im Input sowie die präzipitierten Lgd Proteine wurden mit weißen Sternen markiert. 
Besonders bei His6-Lgd sind mehrere Banden erkennbar, was auf eine mögliche Degradation 
des Proteins hindeutet. Der untere Blot weist das eingesetzte MBP, bzw. MBP-Shrub nach. 
MBP-Shrub ist weiß umrahmt und zeigt wie auch His6-Lgd viele Banden, auch dies könnten 
Abbauprodukte sein. Sowohl His6-Lgd als auch seine mentalen Retardierungskonstrukte 
konnten präzipitiert werden. Die mentalen Retardierungskonstrukte interagieren also noch direkt 
mit Shrub.  

 
Als nächstes erfolgte die Analyse der möglichen Interaktion zwischen His6-hLGD1, 
His6-hLGD1MR oder His6-hLGD1DM14(1-3) mit MBP-Shrub. Es konnte in Kapitel 2.2.2. 
nachgewiesen werden, dass hLGD1 genetisch mit Shrub interagiert. In dem Pulldown 
kann nun überprüft werden, ob diese Interaktion direkt ist.  

Dazu wurden jeweils His6-hLGD1, His6-hLGD1MR oder His6-hLGD1DM14(1-3) über 
MBP-Shrub präzipitiert. Alle hLGD1 Konstrukte konnten im Western Blot detektiert 
werden (s. Abb. 2.49, weiße Sterne). Es sind jedoch viele Banden zu sehen, allerdings 
sind die Banden der kompletten Proteine am stärksten, welche durch die weißen 
Sterne gekennzeichnet sind. In der Negativkontrolle sind ganz schwache Banden auf 
Höhe von His6-hLGD1 zu beobachten (s. Abb. 2.49, rote Sterne). Allerdings sind keine 
Banden auf der Höhe der mentalen Retardierungskonstrukte zu erkennen, deshalb ist 
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die Interaktion von Shrub mit den mentalen Retardierungskonstrukten von hLGD1 
spezifisch. Möglicherweise hat eine unspezifische Bindung stattgefunden oder die 
Proben wurden mit His6-hLGD1 kontaminiert. Es kann also nicht ausgeschlossen 
werden, dass His6-hLGD1 an das MBP gebunden hat und nicht an Shrub. Die direkte 
Interaktion von His6-hLGD1MR oder His6-hLGD1DM14(1-3) mit Shrub hingegen konnte 
nachgewiesen werden. 

 

Abb. 2.49: Untersuchung der Interaktion von MBP-Shrub mit den mentalen 
Retardierungskonstrukten von hLGD1 mithilfe eines Pulldowns. Die Detektion der Proteine 
erfolgte über einen Western Blot. Zunächst wurden die His6-hLGD1 Proteine mittels anti-HA 
(1:3000) detektiert (Belichtungszeit: 2h). Vor der Detektion von MBP-Shrub bzw MBP mit anti-
MBP (1:5000) wurde der gebundenen HA Antikörper entfernt (Belichtungszeit: 10 min). Die 
hLGD1 Proteine im Input sowie die präzipitierten hLGD1 Proteine sind mit weißen Sternen 
markiert. Bei allen His6 markierten Proteinen sind mehrere Banden erkennbar, was auf eine 
mögliche Degradation der Proteine hindeutet. In der Negativkontrolle ist bei allen drei 
Konstrukten eine schwache Bande auf Höhe von His6-hLGD1 bei circa 130 kDa erkennbar (rote 
Sterne). Der untere Blot weist das eingesetzte MBP, bzw. MBP-Shrub nach. MBP-Shrub ist 
weiß umrahmt und zeigt wie die anderen Proteine viele Banden, auch dies könnten 
Abbauprodukte sein. Sowohl His6-hLGD1 als auch seine mentalen Retardierungskonstrukte 
konnten präzipitiert werden. Die mentalen Retardierungskonstrukte interagieren also noch direkt 
mit Shrub.  

 
Als letztes erfolgte die Untersuchung der möglichen Interaktion zwischen His6-hLGD2, 
His6-hLGD2MR oder His6-hLGD2DM14(1-3) mit Shrub. Zur näheren Analyse der zuvor 
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nachgewiesenen genetischen Interaktion zwischen hLGD2 und Shrub (s. Kap. 2.2.2) 
wurde ein Pulldown zum Beleg einer möglichen direkten Interaktion durchgeführt.  

Dazu wurden jeweils His6-hLGD2, His6-hLGD2MR oder His6-hLGD2DM14(1-3) über 
MBP-Shrub präzipitiert. Alle getesteten hLGD2 Konstrukte konnten präzipitiert werden 
(s. Abb. 2.50, weiße Sterne). Allerdings sind mehrere Banden erkennbar. Jedoch sind 
die Banden der kompletten Proteine (weiße Sterne) deutlich stärker als die darunter 
liegenden Banden. In der Negativkontrolle ist eine Bande auf Höhe von His6-hLGD2 
präzipitiert worden (roter Stern), auf der Höhe von His6-hLGD2MR oder His6-
hLGD2DM14(1-3) jedoch nicht (s. Abb. 2.50). Die Interaktion von His6-hLGD2MR oder 
His6-hLGD2DM14(1-3) mit Shrub ist also spezifisch und direkt. Möglicherweise hat 
His6-hLGD2 an das MBP gebunden und nicht an Shrub.  

 

Abb. 2.50: Analyse der Interaktion von MBP-Shrub mit den mentalen 
Retardierungskonstrukten von hLGD2 mithilfe eines Pulldowns. Die Detektion der Proteine 
erfolgte über einen Western Blot. Zunächst wurden die His6-hLGD1 Proteine mittels anti 
CC2D1A (1:2000) detektiert (Belichtungszeit: 30 min). Da MBP-Shrub und die mentalen 
Retardierungskonstrukte fast gleich groß sind, wurde vor der Inkubation mit anti-MBP (1:5000) 
der gebundene CC2D1A Antikörper von der Membran entfernt (Belichtungszeit: 1 min). Die 
hLGD2 Proteine im Input sowie die präzipitierten hLGD2 Proteine sind mit weißen Sternen 
markiert. In der Negativkontrolle ist bei His6-hLGD2 eine Bande von ungefähr 130 kDa 
erkennbar (roter Stern). Der untere Blot zeigt das eingesetzte MBP, bzw. MBP-Shrub. MBP-
Shrub ist weiß umrahmt. Bei allen His6 markierten Proteinen sowie MBP-Shrub sind mehrere 
Banden zu beobachten, was auf eine mögliche Degradation der Proteine hindeutet. Sowohl 
His6-hLGD2 als auch seine mentalen Retardierungskonstrukte konnten präzipitiert werden. Die 
mentalen Retardierungskonstrukte interagieren also noch direkt mit Shrub.  
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Diese Ergebnisse belegen, dass alle mentalen Retardierungskonstrukte noch direkt mit 
Shrub interagieren können und dass der Funktionsverlust nicht durch eine fehlende 
Interaktion mit Shrub bedingt ist. Das Nonsense-Peptid hat keinen Einfluss auf die 
Interaktion.  

2.5.5 Analyse der mentalen Retardierungskonstrukte in humanen Zellen 

Nach der Untersuchung der mentalen Retardierungskonstrukte in Drosophila 
melanogaster und einer proteinbiochemischen Analyse erfolgte eine weitere 
Untersuchung in humanen Zellen. Da diesen Konstrukten die C2 Domäne fehlt, 
könnten bei der Expression der mentalen Retardierungskonstrukte stark vergrößerte 
Vesikel auftreten, wie auch bei der Expression der hLGD∆C2 Konstrukte (s. Kap. 
2.4.2.5). Dazu wurden die Konstrukte in humanen HeLa Zellen exprimiert und 
anschließend mit den endosomalen Markern RAB5, RAB7 und LAMP1 sowie dem 
ESCRT-III Protein CHMP4B analysiert.  

Zunächst wurden die mentalen Retardierungskonstrukte mit dem Nonsense-Peptid 
analysiert. Wie zuvor auch schon bei der Expression in der Flügelimaginalscheibe zu 
beobachten war (s. Kap. 2.5.4.1), ist HA-hLGD1MR sowohl im Cytoplasma als auch im 
Kern lokalisiert (s. Abb. 2.51 J-L, pinke Pfeile). Zudem ist es mit vesikulären Strukturen 
assoziiert (s. Abb. 2.51 J-L). Allerdings treten keine stark vergrößerten Vesikel auf wie 
bei der Expression von hLGD1∆C2-HA. Die HA-hLGD1MR positiven Vesikel sind mit 
keinen der endosomalen Marker assoziiert (s. Abb. 2.51 D-F). Die mit LAMP1 
assoziierten Vesikel scheinen jedoch im Vergleich zu denen in untransfizierten Zellen 
größer zu sein (s. Abb. 2.51 F, I (türkise Pfeile) im Vergleich zu 2.17 D (Kontrolle)). 
Dies weist daraufhin, dass die Expression von HA-hLGD1MR den spät 
endosomalen/lysosomalen Transportweg stört.  

Es ist auch keine Assoziation mit CHMP4B erkennbar (s. Abb. 2.52 C). Da die Vesikel 
weder mit den endosomalen Markern noch mit CHMP4B assoziiert sind, wurde 
zusätzlich noch Calnexin, ein ER-Marker und Syntaxin, ein Marker des Golgi-Apparats 
analysiert. Weder mit Calnexin noch mit Syntaxin gibt es eine Assoziation mit hLGD1MR 

(s. Anhang s. Abb. 7.13 und 7.15). HA-LgdMR verhält sich wie HA-hLGD1MR, es ist 
sowohl im Cytoplasma als auch im Kern an vesikelartigen Strukturen lokalisiert und 
assoziiert weder mit endosomalen Markern noch mit CHMP4B, Calnexin oder Syntaxin 
(s. Anhang Abb. 7. 17 und 7.18) 
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Abb. 2.51: Expression von HA-hLGD1MR und Markierung der endosomalen Marker in 
HeLa Zellen. A-C: Übersicht des exprimierten HA-hLGD1MR mit der jeweiligen Färbung der 
endosomalen Marker. D-F: vergrößerter Ausschnitt, welcher die Färbung der endosomalen 
Marker sowie die HA- und Kernfärbung zeigt. G: vergrößerter Ausschnitt der RAB5 Färbung. H: 
vergrößerter Ausschnitt der RAB7 Färbung. I: vergrößerter Ausschnitt der LAMP1 Färbung. J-L: 
vergrößerte Ausschnitte der HA Färbung der HA-hLGD1MR exprimierenden Zellen. HA-
hLGD1MR positive Vesikel sind nicht mit endosomalen Markern assoziiert.  
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Abb. 2.52: Expression von HA-hLGD1MR und von HA-hLGD2MR sowie die Markierung von 
CHMP4B in HeLa Zellen. A-B: Übersicht der exprimierten hLGDMR Konstrukte sowie der Kern- 
und CHMP4B Färbung. C-D: vergrößerter Ausschnitt, welcher die Färbung von CHMP4B sowie 
die HA- und Kernfärbung markiert. E-F: vergrößerter Ausschnitt der CHMP4B Färbung. G: 
vergrößerter Ausschnitt der HA Färbung der HA-hLGD1MR exprimierenden Zellen. Der türkise 
Pfeil weist auf die Lokalisation von HA-hLGD1MR im Kern. H: vergrößerter Ausschnitt der HA 
Färbung der HA-hLGD2MR exprimierenden Zellen. Weder mit HA-hLGD1MR noch mit HA-
hLGD2MR markierte Vesikel sind mit CHMP4B assoziiert.  
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Abb. 2.53: Expression von HA-hLGD2MR und Markierung der endosomalen Marker in 
HeLa Zellen. A-C: Übersicht des exprimierten HA-hLGD2MR mit der jeweiligen Färbung der 
endosomalen Marker. D-F: vergrößerter Ausschnitt, welcher die Färbung der endosomalen 
Marker sowie die HA- und Kernfärbung zeigt. G: vergrößerter Ausschnitt der RAB5 Färbung. H: 
vergrößerter Ausschnitt der RAB7 Färbung. I: vergrößerter Ausschnitt der LAMP1 Färbung. J-L: 
vergrößerte Ausschnitte der HA Färbung der HA-hLGD2MR exprimierenden Zellen. HA-
hLGD2MR positive Vesikel sind nicht mit den untersuchten endosomalen Markern assoziiert. 
Jedoch sind vergrößerte LAMP1 positive Vesikel zu beobachten (türkiser Pfeil) 

 
Auch die Lokalisation von HA-hLGD2MR ist an vesikulären Strukturen zu beobachten, 
welche jedoch im Gegensatz zu HA-hLGD1MR nur auf das Cytoplasma beschränkt sind 
(s. Abb. 2.53 J-L). Dies ist konform mit den Ergebnissen der Lokalisation von HA-
hLGD2MR in Drosophila melanogaster (s. Kap. 2.5.4.1). Auch die HA-hLGD2MR 

positiven Vesikel sind weder mit RAB5 (s. Abb. 2.53 D) oder RAB7 (s. Abb. 2.53 E) 
assoziiert. Des Weiteren ist HA-hLGD2MR nicht mit LAMP1 (s. Abb. 2.53 F) assoziiert. 
Es treten allerdings vergrößerte LAMP1 positive Vesikel auf (s. Abb. 53 I, türkiser 
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Pfeil). Dies deutet auf eine Störung des spät endosomalen/lysosomalen 
Transportweges hin.  

HA-hLGD2MR ist auch nicht mit CHMP4B assoziiert (s. Abb. 2.52 D) und scheint zudem 
hier eher diffus im Cytoplasma verteilt vorzuliegen. Außerdem ist keine Assoziation von 
HA-hLGD2MR mit Calnexin oder Syntaxin (s. Anhang Abb. 7.13 und 7.15) zu 
beobachten.  

 

Die mentalen Retardierungskonstrukte mit Nonsense-Peptid sind also alle an 
vesikulären Strukturen lokalisiert, wobei diese jedoch nicht mit dem 
endosomalen/lysosomalen Transport und auch nicht mit CHMP4B assoziiert sind. Des 
Weiteren sind sie auch nicht mit dem Golgi-Apparat oder dem ER assoziiert. Es scheint 
also keine Störung in der Modifikation oder in der Bildung des Proteins vorzuliegen, 
weshalb sie in dem ER oder Golgi-Apparat zurückgehalten werden könnten. Die 
mentalen Retardierungskonstrukte mit Nonsense-Peptid üben auch keinen dominant 
negativen Effekt auf den endosomalen Transportweg aus, wie die hLGDs ohne C2 
Domäne.  

Zusätzlich wurden noch die mentalen Retardierungskonstrukte ohne Nonsense-Peptid 
analysiert. Denn möglicherweise übt das Nonsense-Peptid einen Einfluss auf die 
Funktionalität, Faltung oder Lokalisation des Proteins aus.  

Die Expression von HA-hLGD1DM14(1-3) führt wie auch von HA-hLGD1MR, zu einer 
cytoplasmatischen und nuklearen Lokalisation von HA-hLGD1DM14(1-3) an 
vesikulären Strukturen (s. Abb. 2.54 J-L). Diese vesikulären Strukturen sind ebenfalls 
weder mit RAB5, RAB7 noch mit LAMP1 assoziiert (s. Abb. 2.54 D, E). Allerdings 
zeigen sich wie bei der Expression von HA-hLGD2MR oder HA-hLGD1MR vergrößerte 
mit LAMP1 assoziierte Vesikel. Dies deutet auf eine Störung im spät 
endosomalen/lysosomalen Transportweg hin. Es ist auch keine Assoziation mit 
CHMP4B (s. Abb. 2.55 C), Syntaxin oder Calnexin (s. Anhang Abb. 7.14 C und 7.16 C) 
erkennbar.  

HA-lgdDM14(1-3) ist ebenfalls sowohl im Cytoplasma als auch im Kern an vesikulären 
Strukturen lokalisiert (s. Anhang Abb. 7.19 J-L). Diese sind, wie auch alle anderen 
mentalen Retardierungskonstrukte, nicht mit endosomalen Markern assoziiert (s. 
Anhang Abb. 7.19 D, E). Zudem ist auch keine Assoziation mit CHMP4B (s. Anhang 
Abb. 7.20 C), Syntaxin (s. Anhang Abb. 7.20 E) oder Calnexin (s. Anhang Abb. 7.20 D) 
erkennbar.  
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Abb. 2.54: Expression von HA-hLGD1DM14(1-3) und Markierung der endosomalen Marker 
in HeLa Zellen. A-C: Übersicht des exprimierten HA-hLGD1DM14(1-3) mit der jeweiligen 
Färbung der endosomalen Marker. D-F: vergrößerter Ausschnitt, welcher die Färbung der 
endosomalen Marker sowie die HA- und Kernfärbung zeigt. G: vergrößerter Ausschnitt der 
RAB5 Färbung. H: vergrößerter Ausschnitt der LAMP1 Färbung. I: vergrößerter Ausschnitt der 
CHMP4B Färbung. J-L: vergrößerte Ausschnitte der HA Färbung der HA-hLGD1DM14(1-3) 
exprimierenden Zellen. HA-hLGD1DM14(1-3) positive Vesikel sind nicht mit den getesteten 
endosomalen Markern assoziiert. 
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Abb. 2.55: Expression von HA-hLGD1DM14(1-3) und von HA-hLGD2DM14(1-3) sowie die 
Markierung von CHMP4B in HeLa Zellen. A-B: Übersicht der exprimierten HA-hLGD DM14(1-
3) Konstrukte sowie der Kern- und CHMP4B Färbung. C-D: vergrößerter Ausschnitt, welcher 
die Färbung von CHMP4B sowie die HA- und Kernfärbung markiert. E-F: vergrößerter 
Ausschnitt der CHMP4B Färbung. G: vergrößerter Ausschnitt der HA Färbung der HA-
hLGD1DM14(1-3) exprimierenden Zellen. Der türkise Pfeil weist auf die Lokalisation von HA-
hLGD1DM14(1-3) im Kern. H: vergrößerter Ausschnitt der HA Färbung der HA-hLGD2DM14(1-
3) exprimierenden Zellen. Weder mit HA-hLGD1DM14(1-3) noch mit HA-hLGD2DM14(1-3) 
markierte Vesikel sind mit CHMP4B assoziiert.  
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HA-hLGD2DM14(1-3) befindet sich im Cytoplasma (s. Abb. 2.56). Allerdings scheint es 
eher diffus vorzuliegen und nicht mit vesikulären Strukturen assoziiert zu sein (s. Abb. 
2.56 J-L). Durch das Fehlen des Nonsense Peptids könnte möglicherweise die 
Lokalisation an Vesikeln gestört werden. Es liegt also weder eine Assoziation von HA-
hLGD2DM14(1-3) mit RAB5, RAB7, LAMP1 oder CHMP4B vor (s. Abb. 2.56 D-F, Abb. 
2.55 D). Außerdem ist auch keine Assoziation mit Syntaxin oder Calnexin erkennbar (s. 
Anhang Abb. 7.14 D und 7.16 D).  

 

Abb. 2.56: Expression von HA-hLGD2DM14(1-3) und Markierung der endosomalen Marker 
in HeLa Zellen. A-C: Übersicht des exprimierten HA-hLGD2DM14(1-3) mit der jeweiligen 
Färbung der endosomalen Marker. D-F: vergrößerter Ausschnitt, welcher die Färbung der 
endosomalen Marker sowie die HA- und Kernfärbung zeigt. G: vergrößerter Ausschnitt der 
RAB5 Färbung. H: vergrößerter Ausschnitt der RAB7 Färbung. I: vergrößerter Ausschnitt der 
LAMP1 Färbung. J-L: vergrößerte Ausschnitte der HA Färbung der HA-hLGD2DM14(1-3) 
exprimierenden Zellen. HA-hLGD2DM14(1-3) ist diffus im Cytoplasma lokalisiert und mit keinem 
der analysierten endosomalen Marker assoziiert.  
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Aus den Ergebnissen lässt sich schlussfolgern, dass die mentalen 
Retardierungskonstrukte keinen dominant negativen Effekt auf den endosomalen 
Transportweg ausüben, obwohl ihnen die C2 Domäne fehlt. Die Expression von HA-
hLGD1MR, HA-hLGD2MR sowie HA-hLGD1DM14(1-3) scheinen jedoch den spät 
endosomalen/lysosomalen Transportweg zu stören, welches an den vergrößerten 
LAMP1 positiven Vesikeln zu beobachten ist. Es ist allerdings keine Assoziation der 
mentalen Retardierungskonstrukte mit den endosomalen Markern, dem Golgi-Apparat 
oder dem ER erkennbar. So könnte die vesikelartige Lokalisation der Proteine 
möglicherweise auf Proteinakkumulationen im Cytoplasma zurückzuführen sein. 
Obwohl die mentalen Retardierungskonstrukte noch mit dem CHMP4B Ortholog Shrub 
interagieren können (s. Kap. 2.5.4.3) und eine Interaktion der mentalen 
Retardierungskonstrukte mit CHMP4B in Co-IPs belegt werden konnte (Lindner, 2013), 
ist keine Assoziation der mentalen Retardierungskonstrukte mit CHMP4B in HeLa 
Zellen nachweisbar. Außerdem hat das Nonsense Peptid keinen erkennbaren Einfluss 
auf das Protein, nur bei HA-hLGD2DM14(1-3) scheint das Fehlen des Nonsense-
Peptids die vesikelartige Lokalisation des Proteins zu verhindern.  
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3 Diskussion 

3.1 Analyse der hLGDs und ihrer Domänen 

3.1.1 Funktionalität  
Die humanen LGDs gehören einer konservierten Proteinfamilie an (Jaekel und Klein, 
2006). Im Laufe der in dieser Arbeit durchgeführten Struktur-/Funktionsanalyse in 
Drosophila melanogaster (D.m.) wurde nachgewiesen, dass die Konservierung nicht 
nur strukturell sondern auch funktional ist. Durch die endogene Expression von hLGD1 
im lgd mutanten Hintergrund entwickeln sich adulte und fertile Fliegen. Im Gegensatz 
dazu entstehen durch die endogene Expression von hLGD2 nur „pharate adults“. 
Daraus kann geschlossen werden, dass hLGD1 funktional stärker konserviert ist als 
hLGD2 (s. Kap. 2.2.1). Dies ist durch die größere Sequenzähnlichkeit von hLGD1 zu 
Lgd zu erklären. Diese ist stärker ausgeprägt als die von hLGD2 zu Lgd, welches unter 
anderem an der Verlängerung des C-Terminus von hLGD2 liegt (s. Abb. 2.1). Diese 
Verlängerung fehlt sowohl hLGD1 als auch Lgd. 

Diese Annahme wird auch durch die Funktionsanalyse des gekürzten hLGD2 Proteins 
(hLGD2∆C815) unterstützt, bei dem die Verlängerung des C-Terminus fehlt. Wie auch 
bei hLGD2 entwickeln sich diese Fliegen bis ins „pharate adult“ Stadium, wenn 
hLGD2∆C815 im lgd mutanten Hintergrund exprimiert wird. Im sensitivierten 
Hintergrund, in dem lgd homozygot und shrub heterozygot mutant vorliegt, zeigt sich, 
dass dieses verkürzte Protein in D. m. eine größere Restfunktion als das komplette 
hLGD2 besitzt (s. Abb. 2.6). Dieses Experiment belegt zudem, dass hLGD2 in vivo 
genetisch mit Shrub interagiert. Unter anderem Usami et al (2012) wiesen nach, dass 
die Interaktion zwischen hLGD2 und dem Shrub-Ortholog CHMP4B direkt ist.  

Die Verlängerung des C-Terminus von hLGD2 beeinflusst somit negativ die 
Funktionalität von hLGD2 in D.m.. Jedoch ist das verkürzte hLGD2 Protein nicht wie 
hLGD1 voll funktional. Der Sequenzvergleich zwischen hLGD2∆C815 und hLGD1 zeigt 
auch, dass sich die beiden Sequenzen ähnlicher sind, als hLGD2 zu hLGD1, welche 
nur zu 41 % identisch sind. Allerdings sind dennoch Unterschiede in den Sequenzen 
beim Vergleich von hLGD1 mit hLGD2∆C815 zu erkennen. So liegt nur eine 
Sequenzähnlichkeit von 63% vor, welches die Ursache für die geringere Funktionalität 
von hLGD2∆C815 in D. m. sein könnte (s. Anhang Abb. 7.1).  

Um Aufschluss über die Funktion der Domänen von hLGD1 und hLGD2 zu erlangen, 
wurden verschiedene Deletionskonstrukte generiert und analysiert. Wie auch bei Lgd 
sind die DM14 Domänen für die Funktion von hLGD1 bzw. hLGD2 essentiell, da der 
lgd mutante Phänotyp nicht unterdrückt werden kann, wenn diese fehlen (s. Abb. 2.7) 
(Troost et al., 2012). Da über die DM14 Domänen der hLGDs deren Interaktion mit 
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CHMP4B stattfindet (Usami et al., 2012; Lindner, 2013), könnte dies durch das Fehlen 
der DM14 Domänen unterbunden werden und daraus der Funktionsverlust resultieren.  

Eine Hypothese besagt, dass Shrub und Lgd im Cytoplasma miteinander interagieren 
(Troost et al., 2012). So verhindern die hLGDs nach Usami et al. (2012) sowie 
Martinelli et al. (2012) die Polymerisierung von CHMP4B. Die Inhibition der 
Polymerisierung könnte dadurch verursacht werden, dass die hLGDs N-terminal an 
Bereiche der ersten und zweiten Helixes von CHMP4B binden (Martinelli et al., 2012). 
Im N-Terminus des CHMP4B-Orthologs Snf7 befindet sich ein Motiv, welches für die 
Membranbindung von Snf7 verantwortlich ist (Buchkovich et al., 2013). Durch die 
Bindung von hLGD1 oder hLGD2 an CHMP4B könnte das Motiv maskieren werden, 
welches für die Membranbindung zuständig ist. Um diese Annahme zu verifizieren 
könnte eine Kristallisation des hLGD-CHMP4B Komplexes durchgeführt werden. 

Des Weiteren sind die DM14 Domänen von hLGD1 redundant, da zwei DM14 
Domänen ausreichend sind, um den lgd mutanten Phänotyp zu unterdrücken (s. Abb. 
2.8). Es liegt jedoch keine vollständige Unterdrückung des Phänotyps vor. Die daraus 
resultierenden Fliegen entwickeln sich nur bis zum „pharate adult“ Stadium. Ob dies 
auch auf hLGD2 zutrifft, bedarf noch weiterer Analyse. Allerdings sind sowohl bei Lgd 
als auch hLGD1 zwei DM14 Domänen für eine Restfunktion ausreichend, sodass die 
Vermutung nahe liegt, dass dies auch bei hLGD2 der Fall ist. Andererseits muss dabei 
bedacht werden, dass hLGD2 im Gegensatz zu hLGD1 in D. m. nicht vollständig 
funktional ist.  

Nicht nur bei hLGD1 sondern auch bei Lgd sind die DM14 Domänen redundant (Troost 
et al., 2012). Während der Struktur-/Funktionsanalyse von Lgd wurden auch mehrere 
Kombinationen aus jeweils zwei DM14 Domänen getestet, welches den Schluss zuließ, 
dass für die Funktion von Lgd in D. m. die zweite DM14 Domäne eine größere Rolle zu 
haben scheint (Troost et al., 2012). Im Gegensatz dazu ist eine Differenzierung in der 
Funktionalität der DM14 Domänen von hLGD1 selbst im sensitiviertem Hintergrund 
nicht erkennbar (s. Abb. 2.9). Falls es einen Unterschied zwischen den DM14 
Domänen gibt, ist dieser möglicherweise nicht erkennbar, da dies in Drosophila 
melanogaster getestet wurde und nicht in einem System, welches den Bedingungen 
des humanen Organismus näher steht. Zudem zeigt sich bei der Expression von 
hLGD1 mit nur zwei DM14 Domänen im sensitivierten Hintergrund, dass hLGD1 
genetisch mit Shrub interagiert. Auch für eine Interaktion zwischen hLGD1 und dem 
Shrub-Ortholog CHMP4B konnte nachgewiesen werden, dass sie direkt ist (Lindner, 
2013; Usami et al., 2012).  

Zur weitergehenden Analyse der hLGDs wurden die C2 Domänen entfernt. Diese sind 
wie auch die DM14 Domänen für die Funktion der hLGDs in D. m. essentiell, da auch 
hier der lgd mutante Phänotyp nicht unterdrückt werden kann (s. Abb. 2.10). Auch bei 
Lgd ist die C2 Domäne essentiell. So wird dessen Funktionsverlust durch eine 
Fehllokalisation in den Kern und Instabilität des Proteins verursacht (Troost et al., 



 Diskussion 

106 

2012). Diese möglichen Ursachen des Funktionsverlusts wurden in Bezug auf die 
hLGDs ebenfalls untersucht.  

3.1.2 Stabilität 
In dieser Arbeit wurde die Stabilität der hLGDs und ihrer Deletionskonstrukte in D. m. 
unter Kontrolle des endogenen Promotors mittels Western Blot analysiert. Da alle 
Konstrukte unter demselben Promotor und an derselben Stelle im Genom integriert 
wurden, können die Ergebnisse nicht auf Positionseffekte zurückgeführt werden. Bei 
der Analyse zeigt sich ein Unterschied zwischen hLGD1 und hLGD2. So ist hLGD2 im 
Vergleich zu Lgd ungefähr gleich stabil (s. Abb. 2.15). hLGD1 hingegen scheint 
instabiler als Lgd und hLGD2 zu sein (s. Abb. 2.14). Dennoch reicht die geringere 
Menge an hLGD1 aus, dass sich adulte und fertile Fliegen entwickeln. So konnte mit 
hLGD1 unter Kontrolle des endogenen Promotors in Heterozygose ein Stamm im lgd 
mutanten Hintergrund etabliert werden. Somit reicht eine geringe Proteinmenge an 
hLGD1 aus, um die Funktion von Lgd in D. m. zu erfüllen. Im Gegensatz dazu reicht 
die größere Proteinmenge von hLGD2 nicht aus, um die Funktion von Lgd in D. m. zu 
ersetzen. Dies verdeutlicht die Unterschiede der hLGDs in der Funktion in D. m.  

Zudem scheint die Verlängerung des C-Terminus von hLGD2 keinen Einfluss auf die 
Stabilität zu haben, da hLGD2 und hLGD2∆C815 eine vergleichbare Stabilität 
aufweisen (s. Abb. 2.15). 

Es zeigen sich ebenfalls Unterschiede zwischen hLGD1 und hLGD2, wenn die DM14 
Domänen deletiert wurden. hLGD1∆DM14 zeigt keinen Unterschied in der Stabilität im 
Vergleich zu hLGD1 (s. Abb. 2.14). Dies stimmt auch mit Lgd überein, dessen Verlust 
der DM14 Domänen keinen Einfluss auf seine Stabilität hat (Troost et al., 2012). Im 
Gegensatz dazu ist hLGD2∆DM14 im Western Blot nicht detektierbar und scheint 
somit instabiler als hLGD2 zu sein (s. Abb. 2.15). Es konnte ausgeschlossen werden, 
dass weder eine falsche Insertion des Deletionskonstruktes in den Vektor noch eine 
mangelnde Detektion des Proteins durch den Antikörper für die fehlende Detektion von 
hLGD2∆DM14 verantwortlich ist (s. Anhang Abb. 7.4). Demzufolge ist davon 
auszugehen, dass diese auf der Instabilität des Proteins beruht. Zudem war bei 
Überexpression der Proteine eine deutlich verringerte Detektion von hLGD2∆DM14 im 
Vergleich zu hLGD2∆C815 zu beobachten (s. Anhang Abb. 7.4). Die Instabilität von 
hLGD2∆DM14 könnte eine Ursache für den Funktionsverlust des Proteins sein.  

Auch die C2 Domäne beeinflusst die Stabilität der hLGDs unterschiedlich. Obwohl 
hLGD1 strukturell und funktional ähnlicher zu Lgd ist als hLGD2, beeinflusst der Verlust 
der C2 Domäne von hLGD1 die Stabilität des Proteins nicht (s. Abb. 2.14). hLGD2 wird 
wie Lgd im Gegensatz zu hLGD1 durch das Fehlen der C2 Domäne instabiler (s. Abb. 
2.15). Bei NES-Lgd∆C2 konnte die Instabilität des Proteins durch das Exprimieren 
mehrerer Kopien kompensiert werden und es zeigte wieder eine Restfunktion (Troost 
et al., 2012). Dieses könnte auch mit hLGD2∆C2, bzw. mit hLGD2∆DM14 durchgeführt 
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werden, um zu überprüfen, ob die Instabilität des Proteins alleine den Funktionsverlust 
verursacht.  

Bei der Analyse der Stabilität von hLGD1 und hLGD2 sowie deren Deletionskonstrukte 
war die Differenz zwischen den berechneten und den tatsächlichen Proteingrößen 
auffällig. So sind im Western Blot alle Proteine größer als sie berechnet wurden (s. 
Anhang Tab. 7.1). Dies könnte auf posttranslationale Modifikationen der Proteine, wie 
zum Beispiel Phosphorylierungen, zurückzuführen sein. So wiesen Nakamura et al 
(2010) nach, dass hLGD2 durch den Cyclin B1-cyclin abhängige Kinase1 (cdk1) 
Komplex während der Mitose phosphoryliert wird und damit eine Rolle während der 
Regulation der Mitose spielen könnte. Dabei wird hLGD2 an S208 phosphoryliert, 
welches zwischen der ersten und zweiten DM14 Domäne lokalisiert ist (Nakamura et 
al., 2010). Es wurden zudem auch vier potentielle Sumoylierungsstellen sowie mehrere 
Phosphorylierungsstellen gefunden (Rogaeva und Albert, 2007). Da hLGD2 viele 
verschiedene Funktionen gezeigt wurden, könnten die verschiedenen 
posttranslationale Modifikationsstellen der Regulation von hLGD2 dienen und es so je 
nach Kontext seine Aufgabe erfüllen.  

Die Ergebnisse der Stabilitätsanalyse zusammenfassend kann gesagt werden, dass 
hLGD1 und seine Deletionskonstrukte generell instabiler als Lgd oder hLGD2 sind. 
Untereinander ist die Stabilität der Proteine allerdings vergleichbar. So bewirkt weder 
der Verlust der DM14 Domänen noch der C2 Domäne von hLGD1 eine Instabilität von 
hLGD1. So kann eine Instabilität der Proteine als Ursache für den Funktionsverlust 
ausgeschlossen werden. Dagegen weisen hLGD2 und Lgd eine vergleichbare Stabilität 
auf. Sowohl die DM14 Domänen als auch die C2 Domäne von hLGD2 beeinflussen die 
Stabilität des Proteins negativ. Diese Instabilität könnte die Funktionalität der Proteine 
negativ beeinflussen und ihren Funktionsverlust in D. m. erklären. Die Ergebnisse 
zeigen Unterschiede in der Funktion der C2 Domäne bei den hLGDs. So übernimmt 
die C2 Domäne bei hLGD2, wie auch bei Lgd, eine Funktion in der Stabilität des 
Proteins, bei hLGD1 jedoch nicht.  

3.1.3 Lokalisation 
Neben der Stabilität beeinflusst die C2 Domäne von Lgd auch dessen Lokalisation in 
der Zelle (Troost et al., 2012). Lgd ist ein cytoplasmatisches Protein (Jaekel und Klein, 
2006; Childress et al., 2006). So sind auch die hLGDs sowohl in D. m. als auch in 
humanen Zellen bei Überexpression im Cytoplasma lokalisiert (s. Abb. 2.12, 2.19, 
2.21). Jedoch ist das endogene hLGD2 in humanen Zellen zusätzlich auch im Kern 
erkennbar (s. Abb. 2.16). Dies stimmt überein mit den Ergebnissen von Ou et al. 
(2003), welche zeigten, dass hLGD2 als Transkriptionsfaktor wirkt. Auch während der 
Mitose besitzt hLGD2 eine Funktion, indem es an der Zentriolentrennung beteiligt ist 
(Nakamura et al., 2009). Allerdings erklärt dies nicht, warum die nukleare Lokalisation 
nur bei endogenem hLGD2 zu beobachten ist. Eventuell ist bei einer Überexpression 
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von hLGD2 dieses stärker im Cytoplasma vertreten und so wird die schwächere 
Expression im Nukleus vom Apotome herausgefiltert und ist nicht mehr zu detektieren.  

Auch hLGD2∆C815 befindet sich sowohl in D. m. als auch in humanen Zellen im 
Cytoplasma (s. Abb. 2.23, Anhang Abb. 7.5). Sowohl die DM14 Domänen von hLGD1 
als auch von hLGD2, haben keinen Einfluss auf die Lokalisation des jeweiligen 
Proteins, was die cytoplasmatische Lokalisation der Proteine zeigt (s. Abb. 2.28, 2.30, 
Anhang Abb. 7.5).  

Im Gegensatz zu Lgd beeinflusst die C2 Domäne der hLGDs die Lokalisation des 
Proteins nicht. So befinden sich die hLGDs auch trotz des Verlustes der C2 Domäne 
weiterhin im Cytoplasma (s. Abb. 2.13, 2.32, 2.34).  

Hinsichtlich der Ergebnisse der Struktur-/Funktionsanalyse kann zusammenfassend 
gesagt werden, dass die hLGDs funktional konserviert sind. Des Weiteren beeinflusst 
die Verlängerung des C-Terminus von hLGD2 dessen Funktionalität negativ. Zudem 
sind die DM14 Domänen der hLGDs essentiell für deren Funktion und wirken in hLGD1 
in einer redundanten Art und Weise. Für die fehlende Funktion könnte die fehlende 
Interaktion der hLGDs mit Shrub eine Rolle spielen. Bei hLGD2∆DM14 könnte zudem 
die Instabilität des Proteins eine Rolle spielen. Neben den DM14 Domänen ist auch die 
C2 Domäne essentiell für die Funktion der hLGDs. Der Funktionsverlust von 
hLGD2∆C2 könnte durch die Instabilität der Proteine verursacht werden. Dieses kann 
bei hLGD1∆DM14, bzw. hLGD1∆C2 als Ursache ausgeschlossen werden. In diesen 
Analysen lassen sich auch Unterschiede in der Funktion der DM14 Domänen sowie 
der C2 Domäne zwischen den hLGDs und Lgd erkennen. So beeinflusst bei Lgd und 
bei hLGD2 die C2 Domäne die Stabilität des Proteins, bei hLGD1 jedoch nicht. Nur die 
DM14 Domänen von hLGD2 zeigen ebenfalls eine Funktion in der Stabilität des 
Proteins. Weiter hat keine der untersuchten Domänen bzw. Bereiche der hLGDs einen 
Einfluss auf die Lokalisation und demzufolge ist die Lokalisation keine Ursache für den 
Funktionsverlust dieser Proteine. Da keine der untersuchten Ursachen für den 
Funktionsverlust bei fehlender C2 Domäne von hLGD1 verantwortlich ist, hat die C2 
Domäne von hLGD1 eine andere bisher unbekannte essentielle Funktion.  

3.1.4 Genetische Interaktion der hLGDs untereinander 
In zuvor durchgeführten Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass Lgd mit 
sich selbst interagiert (Sandra Jäckel, unveröffentlichte Daten). Allerdings erfolgte 
diese Analyse mittels einer Co-Immunopräzipitation und daraus kann kein Rückschluss 
auf die Art der Interaktion gezogen werden. Betreffend einer möglichen Interaktion 
zwischen hLGD1 und hLGD2 gibt es bisher inkonsistente Ergebnisse. Einerseits 
konnte mittels einer Co-Immunopräzipitation keine Heterodimerisierung zwischen 
hLGD1 und hLGD2 festgestellt werden (Lindner, 2013). Andererseits belegte die FRET 
Analyse (FRET: Förster-Resonanzenergietransfer), dass hLGD1 und hLGD2 doch 
miteinander interagieren (Migdal, 2012). Im Zuge dieser Arbeit konnte eine genetische 
Interaktion von hLGD2 sowohl mit hLGD1 als auch mit Lgd belegt werden (s. Tab. 2.2). 
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So entwickeln sich adulte Fliegen bei gemeinsamer Expression von hLGD2 entweder 
mit hLGD1∆DM14(1-2), bzw. hLGD1∆DM14(3-4) oder NES-Lgd∆C2. Die Expression 
von hLGD2 alleine hingegen führt nur zu „pharate adults“, wie auch die Expression von 
hLGD1∆DM14(1-2), bzw. hLGD1∆DM14(3-4) oder NES-Lgd∆C2 alleine. Jedoch ist 
durch dieses Experiment nicht nachzuweisen, ob eine direkte oder indirekte Interaktion 
vorliegt. Da laut der FRET-Analyse beide Proteine jedoch miteinander interagieren 
deutet dies auf eine direkte Interaktion hin, da für eine nachgewiesene Interaktion 
zweier Proteine mittels der FRET-Analyse die Proteine maximal 10 nm voneinander 
entfernt sein dürfen (Berney und Danuser, 2003). Möglicherweise interagieren beide 
Proteine über ihre DM14 Domänen, da für die DM14 Domänen nachgewiesen wurde, 
dass sie Protein-Protein Interaktionen vermitteln (Martinelli et al., 2012; Usami et al., 
2012; Troost et al., 2012). Um diese These zu verifizieren müssen weitere 
Untersuchungen durchgeführt werden, wie beispielsweise Co-IPs, Pulldowns oder 
FRET-Analysen.  

3.1.5 Einfluss der hLGDs auf den endosomalen Transportweg in 
humanen Zellen 

Für Lgd aus Drosophila melanogaster konnte eine Beteiligung am endosomalen 
Transportweg unter anderem durch seine Interaktion mit dem ESCRT-III Protein Shrub 
gezeigt werden (Troost et al., 2012). Es ist auch nachgewiesen worden, dass die 
humanen LGDs mit den Shrub-Orthologen CHMP4A-C interagieren (Tsang et al., 
2006; Usami et al., 2012). Wie genau die hLGDs an dem endosomalen Transportweg 
beteiligt sind, ist jedoch bislang unbekannt und wurde in dieser Arbeit untersucht.  

Der Bezug der hLGDs zum endosomalen Transportweg zeigt sich eindeutig bei ihrer 
Überexpression in humanen Zellen. So sind hLGD1 bzw. hLGD2 an späten 
Endosomen lokalisiert, welche auch mit CHMP4B assoziiert sind (s. Abb. 2.19-22). Es 
ist weder bei hLGD1 noch bei hLGD2 eine Assoziation mit frühen Endosomen 
erkennbar (s. Abb. 2.19, 2.21). Nur Chang et al (2011) beobachteten, dass hLGD2 mit 
RAB5 co-lokalisiert. In diesem Experiment wurden allerdings sowohl hLGD2-EGFP als 
auch RAB5-dsRed in HEK 293T Zellen überexprimiert. Dabei kann sowohl die 
Überexpression als auch die verhältnismäßig große Markierung beider Proteine die 
Ursache dafür sein, dass der endosomale Transportweg so stark gestört ist, dass eine 
Assoziation miteinander zu beobachten ist, obwohl diese unter Umständen nicht 
vorhanden ist. 

Endogenes hLGD2 ist ebenfalls punktuell im Cytoplasma lokalisiert, zeigt jedoch im 
Gegensatz zur Überexpression keine Assoziation mit Endosomen, Lysosomen oder 
CHMP4B (s. Abb. 2.17, 2.18). Auch in mouse embryonic fibroblasts (MEFs) befindet 
sich LGD2 punktuell im Cytoplasma und ist nicht mit endosomalen Markern oder 
CHMP4B assoziiert, eine Assoziation mit Syntaxin und Calnexin (Marker für den Golgi-
Apparat bzw. des Endoplasmatischen Retikulums) ist ebenfalls nicht erkennbar 
(Lindner, 2013). Zudem hat weder der Verlust von LGD1 in mLGD1 defizienten MEFs 



 Diskussion 

110 

noch der Verlust von LGD2 in mLGD2 defizienten MEFs einen Einfluss auf den 
endosomalen Transportweg (Scheider, 2014; Lindner, 2013). Möglicherweise sind die 
LGDs redundant und können im Bezug auf den endosomalen Transportweg die 
Funktion des jeweiligen anderen übernehmen. Die Analyse von MEFs, welche sowohl 
mLgd1 als auch mLgd2 defizient sind, könnte eine Auswirkung auf den endosomalen 
Transportweg zeigen. Allerdings ist in mLgd2 defizienten MEFs, welche zusätzlich mit 
siRNA gegen mLGD1 behandelt wurden, keine Veränderungen im endosomalen 
Transportweg zu beobachten (unveröffentlichte Daten, Nadja Drusenheimer). Jedoch 
bedeutet die Behandlung mit der siRNA nur eine Herunterregulation von mLGD1 und 
keinen kompletten Verlust. Somit könnte die verbliebene Menge an mLGD1 
ausreichen, um seine Funktion zu erfüllen. So konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, 
dass eine geringe Menge an hLGD1 ausreicht, um den lgd mutanten Phänotyp zu 
unterdrücken. Denn trotz einer geringeren Stabilität von hLGD1 im Vergleich zu Lgd 
entwickeln sich adulte und fertile Fliegen, wenn hLGD1 in Heterozygose in lgd 
mutanten Fliegen exprimiert wird (s. Kap. 2.2.1). Auch in der Maus ist eine Kopie Lgd2 
ausreichend. So überleben Lgd1-/-; Lgd2+/- mutante Mäuse, welche fertil sind und 
keinen Phänotyp zeigen. Dies zeigt, dass eine geringe Menge an LGD Protein 
ausreichend ist, um die Funktion in vivo zu erfüllen (unveröffentlichte Daten, Nadja 
Drusenheimer).  

Die Interaktion der hLGDs mit den CHMP4s weist auf die Beteiligung der hLGDs am 
endosomalen Transportweg hin (Lindner, 2013; Usami et al., 2012). In humanen Zellen 
zeigt sich eine direkte Assoziation der hLGDs mit dem endosomalen Transportweg 
durch ihre Assoziation mit späten Endosomen sowie CHMP4B nur, wenn sie 
überexprimiert werden. Die Überexpression der LGDs könnte den endosomalen 
Transportweg stören. Dadurch könnte die Assoziation der hLGDs mit späten 
Endosomen und CHMP4B erst erkennbar werden. Eine Störung oder die verlangsamte 
Reifung der Endosomen kann zu einem Degradationsdefekt bzw. einer Verlangsamung 
der Degradation führen. Dafür spricht, dass bei Überexpression der hLGDs eine 
vermehrte Akkumulation ubiquitinierter Proteine im Cytoplasma zu beobachten ist (s. 
Abb. 2.4.3).  

Die Assoziation der hLGDs mit späten Endosomen und CHMP4B könnte entweder auf 
einer direkten oder indirekten Interaktion beruhen. So konnte mithilfe einer PLA-
Analyse (PLA: Proximity ligation assay) in MEF-Zellen nachgewiesen werden, dass 
endogenes mLGD2 direkt mit RAB7 und CHMP4B interagiert (Fischer, 2013). Die 
direkte Interaktion der hLGDs mit CHMP4A-C konnte in vitro sowohl im Pulldown als 
auch mittels FRET-Analyse in 3T3 Zellen verifiziert werden (Lindner, 2013; Usami et 
al., 2012; Migdal, 2012). Da die PLA-Analyse ebenfalls eine Interaktion von mLGD2 mit 
Vps4 gezeigt hat, welche jedoch mit anderen Methoden nicht bestätigt werden konnte 
(Fischer, 2013), sollte eine mögliche Interaktion von hLGD2 mit RAB7 weiter mithilfe 
anderer Methoden, wie mittels Pulldown oder FRET-Analyse untersucht werden. Die 
FRET-Analysen haben den Vorteil, dass sie in humanen Zellen durchgeführt werden 
können, welches den Bedingungen im humanen Organismus am nächsten kommt. Der 
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Nachteil dieser Methode liegt allerdings darin, dass die Proteine stark überexprimiert 
und mit einer großen Markierung versehen werden, welches ein Einfluss auf das 
Verhalten der Proteine haben kann.  

3.1.5.1 Analyse des verlängerten C-Terminus 

hLGD2 ohne verlängerten C-Terminus (hLGD2∆C815) ist punktuell im Cytoplasma 
lokalisiert und ist im Gegensatz zu hLGD1 oder hLGD2 weder mit späten Endosomen 
noch mit CHMP4B assoziiert (s. Abb. 2.23, 2.24). Dies könnte darauf hindeuten, dass 
hLGD2∆C815 in Bezug auf den endosomalen Transportweg keine Funktionalität mehr 
aufweist. Andererseits zeigt sich bei dem Rettungsexperiment in Drosophila 
melanogaster, dass hLGD2∆C815 in diesem funktional ist und sogar eine größere 
Restfunktionalität besitzt als hLGD2. Allerdings sind dies Ergebnisse aus einem 
anderen Modellorganismus und somit nur bedingt auf humane Zellen oder gar den 
humanen Organismus übertragbar. Dabei könnte es eine Rolle spielen, dass es in D. 
m. nur ein Lgd Homolog gibt und nicht wie in humanen Zellen zwei. Möglicherweise ist 
der verlängerte C-Terminus wichtig für nicht redundante Funktionen von hLGD2, 
welche dann von hLGD2∆C815 nicht mehr erfüllt werden können. So ist es in D. m. 
noch funktional, andererseits kann in humanen Zellen keine Assoziation mit späten 
Endosomen oder CHMP4B stattfinden. So konnte in früheren Veröffentlichungen 
gezeigt werden, dass hLGD2∆C815 nicht mehr mit Zentriolen interagiert, aber dennoch 
in der Lage ist, sich am PDK1/Akt-Signalweg zu beteiligen (Nakamura et al., 2009).  

Da hLGD2∆C815 ist nicht mit späten Endosomen assoziiert ist, könnte dies daraufhin 
deuten, dass die Assoziation von hLGD2 mit späten Endosomen über die 
Verlängerung des C-Terminus von hLGD2 vermittelt werden könnte. Möglicherweise 
gelangt hLGD2 durch die Interaktion mit anderen Proteinen an die späten Endosomen, 
wofür die Verlängerung des C-Terminus von hLGD2 von Bedeutung sein könnte. Die 
Analyse der Proteinsequenz von hLGD2 mittels des Programms PredictProtein zeigte, 
dass sich in der C-terminalen Verlängerung mehrere potentielle Protein-
Bindungsstellen befinden, worüber eine mögliche Interaktion stattfinden könnte. (s. 
Anhang Abb. 7.21). Wahrscheinlich wurde diese Interaktion erst in höheren 
Organismen mit der Entstehung des zweiten LGD Homologs entwickelt, um eine 
stärkere Regulation des endosomalen Transports, bzw. der ILV (ILV: intraluminale 
Vesikel) Bildung zu ermöglichen. Diese Annahme erklärt, weshalb dieses Protein in D. 
m. eine Restfunktion besitzt, aber keine Assoziation mit dem endsosomalen 
Transportweg in humanen Zellen zu beobachten ist.  

Bei der Überexpression von hLGD2∆C815 ist kein Einfluss auf die wildtypische 
Lokalisation von RAB7 erkennbar. Im Gegensatz dazu ist bei allen anderen 
Überexpressionen von hLGD2 oder dessen Deletionskonstrukte die RAB7 Verteilung 
verändert (s. Tab. 2.3). RAB7 ist dabei diffus und weniger vesikulär im Cytoplasma 
vorhanden. Die veränderte RAB7 Lokalisation könnte darauf hindeuten, dass hLGD2 
an der Regulation von RAB7 beteiligt ist, welches entweder über eine direkte 
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Interaktion oder durch andere Interaktionspartner stattfinden könnte. Falls hLGD2 über 
seinen verlängerten C-Terminus an der Regulation von RAB7 beteiligt ist, wäre bei 
dessen Verlust zu erwarten, dass es die RAB7 Verteilung beeinflusst. Möglicherweise 
ist dies nicht der Fall, da noch endogenes hLGD2 vorhanden ist. Um dies zu 
überprüfen, könnte hLGD2∆C815 in mLgd2 defizienten MEFs exprimiert werden. 
Gegen die These einer Beteiligung von hLGD2 an der RAB7 Verteilung spricht, dass in 
mLgd2 defizienten MEF Zellen die RAB7 Verteilung wildtypisch ist. Falls eine direkte 
Interaktion zwischen hLGD2 und RAB7 vorliegt und über die Verlängerung des C-
Terminus vermittelt wird, könnte durch das Fehlen dieser, die Interaktion nicht mehr 
stattfinden und auch die RAB7 Verteilung nicht beeinflusst werden.  

3.1.5.2 Analyse der DM14 Domänen 

Die Expression der hLGD Konstrukte ohne DM14 Domänen zeigten einen 
unterschiedlichen Einfluss auf den endosomalen Transportweg. So beschränkte sich 
der Einfluss der Expression von hLGD1∆DM14 in humanen Zellen nur auf eine 
geänderte RAB7 Lokalisation, welches neben der vesikulären Verteilung auch diffus im 
Cytoplasma vorliegt (s. Abb. 2.28). Auch die hLGD1∆DM14 Lokalisation selbst ist im 
Vergleich zu hLGD1 weniger punktuell sondern eher diffus (s. Abb. 2.28).  

Im Gegensatz dazu löst die Expression von hLGD2∆DM14 einen dominant negativen 
Effekt auf den endosomalen Transportweg aus, welcher sich in stark vergrößerten 
Vesikeln äußert (s. Abb. 2.30). Dies deutet darauf hin, dass hLGD2 an der Regulation 
des endosomalen Transportweges beteiligt ist.  

hLGD2∆DM14 ist an der Membran der stark vergrößerten Vesikel lokalisiert. Neben 
der Lokalisation an der Vesikelmembran ist es diffus im Cytoplasma verteilt. Auch die 
späten endosomalen Marker, RAB7 und LAMP1, liegen eher diffus verteilt vor, wobei 
LAMP1 auch an der Membran der stark vergrößerten Vesikel lokalisiert ist (s. Abb. 
2.30). Die Anwesenheit von LAMP1 und die Abwesenheit von RAB7 an der 
Vesikelmembran könnte darauf hindeuten, dass dieses Lysosomen sind (Chavrier et 
al., 1990). Diese Annahme könnte durch weitere Untersuchungen bestätigt werden, 
wie z. B. die Expression von hLGD2∆DM14 in humanen Zellen, die mit einem 
LysoSensor analysiert werden. Dabei würde sich der LysoSensor Yellow/Blue DND-
160 von life technologies eignen, da dieser überwiegend gelb und in weniger sauren 
Organellen blau leuchtet (Diwu et al., 1999). Zudem könnten elektronenmikroskopische 
Aufnahmen diese vergrößerten Vesikel charakterisieren. So unterscheiden sich 
Lysosomen von späten Endosomen durch eine größere Elektronendichte (Tooze und 
Hollinshead, 1992). Des Weiteren könnte eine Antikörperfärbung gegen den Mannose-
6-Phosphat Rezeptor durchgeführt werden, da dieser nur in späten Endosomen zu 
finden ist (Brown et al., 1986).  

Der dominant negative Effekt auf den endosomalen Transportweg in HeLa Zellen, 
welcher durch die Expression von hLGD2∆DM14 verursacht wurde, hat anscheinend 
keinen Einfluss auf die CHMP4B Lokalisation. Die CHMP4B Lokalisation in den 
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hLGD2∆DM14 exprimierenden Zellen ist wildtypisch (s. Abb. 2.31). Eine Erklärung 
dafür, dass der Verlust der DM14 Domänen keinen Einfluss auf die CHMP4B 
Verteilung hat, könnte sein, dass in den Zellen noch endogenes hLGD2 und hLGD1 
vorhanden ist. Eine Untersuchung von mLgd2 defizienten MEFs mit der Expression 
von hLGD2∆DM14 könnte klären, ob trotz des Verlustes der DM14 Domänen von 
hLGD2 die CHMP4B Lokalisation immer noch wildtypisch vorliegt. Andererseits hat der 
Verlust von mLGD2 generell keinen Einfluss auf die Verteilung von CHMP4B (Lindner, 
2013). Möglicherweise übernimmt mLGD1 die Funktion von mLGD2, weshalb keine 
Auswirkungen erkennbar sind. Trotz der wildtypischen Verteilung von CHMP4B ist 
keine Assoziation mit hLGD2∆DM14 erkennbar, wie es bei der Expression von hLGD2 
zu beobachten ist (s. Abb. 2.31). Dies ist dadurch zu erklären, dass die Interaktion von 
CHMP4B mit hLGD2 über die DM14 Domänen stattfindet (Usami et al., 2012), welche 
nicht mehr stattfinden kann, sobald diese fehlen.  

Die Markierung ubiquitinierter Proteine in den hLGD2∆DM14 exprimierenden Zellen, 
ließ erkennen, dass in einigen Zellen die ubiquitinierten Proteine vor den vergrößerten 
Vesikeln akkumulierten (s. Abb. 2.38). Dies könnte darauf hindeuten, dass die 
Überexpression von hLGD2∆DM14 einen Degradationsdefekt verursacht, sodass 
weniger oder gar keine ubiquitinierten Proteine in die Endosomen aufgenommen 
werden können oder die Aufnahme stark verlangsamt ist. Allerdings ist dieser 
Phänotyp nicht in allen Zellen zu beobachten. Um diese vergrößerten Vesikel, bzw. 
den möglichen Degradationsdefekt weiter zu charakterisieren, könnten 
elektronenmikroskopische Analysen zeigen, ob in den stark vergrößerten Vesikeln 
noch ILVs ausgebildet werden.  

Im Gegensatz zur Funktion in D. m. sind Unterschiede in den DM14 Domänen zu 
erkennen, wenn sie in humanen Zellen untersucht werden. So ist hLGD1∆DM14(1-2), 
jedoch nicht hLGD1∆DM14(3-4), teilweise mit späten Endosomen assoziiert (s. Abb. 
2.25, 2.26). Beide Proteine zeigen noch eine Assoziation mit CHMP4B, somit scheinen 
zwei DM14 Domänen für diese Interaktion ausreichend zu sein (s. Abb. 2.27). Diese 
Annahme wird durch das Rettungsexperiment unterstützt, indem nachgewiesen wurde, 
dass für die genetische Interaktion zwischen hLGD1 und dem CHMP4B-Ortholog 
Shrub zwei DM14 Domänen ausreichend sind (s. Abb. 2.9). Außerdem ist bekannt, 
dass für die direkte Interaktion zwischen CHMP4B und hLGD1 zwei DM14 Domänen 
ausreichend sind (Lindner, 2013). Möglicherweise wird die Interaktion durch das 
Vorhandensein von vier DM14 Domänen stabiler. Die dritte oder vierte DM14 Domäne 
scheint für die Assoziation mit späten Endosomen eine Rolle zu spielen. Dies steht in 
Übereinstimmung damit, dass Usami et al. (2012) und Martinelli et al. (2012) belegten, 
dass für die Interaktion von hLGD2 mit CHMP4B die dritte DM14 Domäne eine große 
Rolle spielt. Allerdings wurde diese Untersuchung mithilfe eines verkürzten hLGD2 
Proteins durchgeführt. Nakamura et al. (2008) hingegen wiesen nach, dass für die 
Bindung von hLGD2 an PDK1 der Bereich rund um die vierte DM14 Domäne am 
bedeutendsten ist. Im Gegensatz dazu spielt bei Lgd die zweite DM14 Domäne für 
seine Funktion in D. m. eine herausragende Rolle (Troost et al., 2012). Diese 
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unterschiedlichen Ergebnisse sprechen dafür, dass je nach Funktion von LGD 
unterschiedliche DM14 Domänen wichtig sein könnten. Andererseits könnten aber 
auch die Unterschiede zwischen hLGD1 und hLGD2 für die differierende Bedeutung 
der verschiedenen DM14 Domänen eine Rolle spielen. Zumal gerade für hLGD2 viele 
verschiedene Funktionen nachgewiesen wurden, für hLGD1 hingegen sind zurzeit nur 
seine Funktion als Transkriptionsfaktor sowie seine Interaktion mit CHMP4B bekannt. 
Eventuell ist diese Differenzierung in den DM14 Domänen erst durch die zunehmende 
Komplexität und Vielfalt der Aufgaben der hLGDs in höheren Organismen entstanden. 

3.1.5.3 Analyse der C2 Domäne 

Die Expression von hLGD1∆C2, bzw. hLGD2∆C2 in humanen Zellen verursacht einen 
dominant negativen Effekt auf den endosomalen Transportweg, so sind wie auch bei 
der Expression von hLGD2∆DM14 stark vergrößerte Vesikel erkennbar. Im Gegensatz 
zu diesen sind die hLGD∆C2 positiven Vesikel, sowohl mit RAB7 als auch mit LAMP1 
markiert (s. Abb. 2.32 und Abb. 2.34). Dies könnte darauf hindeuten, dass die 
hLGD∆C2s mit späten Endosomen assoziiert sind und nicht wie die hLGD2∆DM14 
positiven Vesikel eher mit Lysosomen. Um diese These zu verifizieren sind weitere 
Untersuchungen durchzuführen. So könnten, wie bei der weiteren Analyse der 
vergrößerten Vesikel, welche durch die Expression von hLGD2∆DM14 verursacht 
werden, elektronenmikroskopische Aufnahmen oder eine Antikörperfärbung mit dem 
Mannose-6P-Rezeptor durchgeführt werden.  

Sowohl hLGD2∆DM14 als auch die hLGD∆C2s befinden sich an der Membran der 
vergrößerten späten Endosomen. Durch die Antikörperfärbung ist nicht ersichtlich, ob 
hLGD2∆DM14 bzw. die hLGD∆C2s direkt an der Membran der Endosomen lokalisiert 
sind oder ob die Membranassoziation durch Interaktionspartner vermittelt wird.  

Eine Membranassoziation von hLGD2 zeigten auch Al-Tawashi et al. (2012). Allerdings 
bindet in diesem Fall hLGD2 an die Plasmamembran und nicht an die 
Endosomenmembran. Dabei dient hLGD2 als Adapterprotein, welches PDK1 an die 
Membran führt und so die Signalweiterleitung des Akt-Signalweges stattfinden kann. 
Auch Chen et al. (2012) belegten eine Membranassoziation von hLGD2 durch dessen 
Beteiligung am RIG1-Signalweg. Dort unterstützt hLGD2 an der Endosomenmembran 
die Aktivierung der Immunantwort.  

Auch für die C2 Domäne von Lgd wurde gezeigt, dass sie an Phospholipide in 
Membranen bindet (Gallagher und Knoblich, 2006). So befindet sich nach der 
Fraktionierung von Proteinen wildtypisches Lgd sowohl in der unlöslichen 
Membranfraktion als auch in der löslichen Cytoplasma Fraktion. Lgd aus lgd08 
mutanten Fliegen, denen die C2 Domäne fehlt, ist nur in der löslichen Fraktion 
lokalisiert (Gallagher und Knoblich, 2006). Zudem wurde mithilfe eines „PIP-Stripes“ 
nachgewiesen, dass die C2 Domäne von Lgd an monophosphoryliertes Phosphatidyl 
inositol bindet (Gallagher und Knoblich, 2006). Lgd bindet dabei an PI3P, PI4P sowie 
an PI5P. Es konnte für PI3P und PI4P gezeigt werden, dass sie mit frühen Endosomen 
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und sekretorischen Vesikeln assoziiert sind (Czech, 2003). Allerdings konnte dies in 
vivo in Zellen der Flügelimaginalscheibe nicht nachgewiesen werden (Troost et al., 
2012). Möglicherweise ist die AK-Färbung zu schwach, um dies nachzuweisen. 
Eventuell ist nur ein geringer Teil von Lgd mit Membranen assoziiert, welcher nicht in 
einer Antikörperfärbung nachgewiesen werden kann (Troost et al., 2012).  

Die Membranassoziation von hLGD2∆DM14 könnte also über die C2 Domäne 
vermittelt werden, allerdings erklärt dies nicht die Membranlokalisation der hLGD∆C2s. 
Möglicherweise ist die Bindung der hLGD∆C2s an der Membran nicht direkt, sondern 
wird über Adapterproteine vermittelt. Da die Assoziation von hLGD2 mit späten 
Endosomen möglicherweise über die C-terminale Verlängerung von hLGD2 stattfindet, 
könnten darüber sowohl hLGD2∆DM14 als auch hLGD2∆C2 weiterhin mit der 
Endosomenmembran assoziiert sein. Die Assoziation von hLGD1∆C2 mit der 
Endsosomenmembran könnte über seine Interaktion mit hLGD2 oder über eine 
mögliche gemeinsame Interaktion mit CHMP4B vermittelt werden. Die hLGDs könnten 
CHMP4B gemeinsam im Cytoplasma im inaktiven Zustand halten. Durch die Bindung 
von hLGD2 an CHMP4B könnten beide an die späten Endosomen gelangen und 
CHMP4B könnte in einen aktiven Zustand übergehen.  

Die CHMP4B Verteilung ist bei der Expression von hLGD2∆DM14 in HeLa Zellen nicht 
gestört. Im Gegensatz dazu ist bei der Expression der hLGD∆C2 Konstrukten die 
veränderte CHMP4B Lokalisation auffällig. So befindet sich CHMP4B in hLGD1∆C2 
exprimierenden Zellen in den stark vergrößerten Vesikeln (s. Abb. 2.33). Diese 
Lokalisation von CHMP4B konnte bisher in anderen Untersuchungen noch nicht 
beobachtet werden. Die Lokalisation der endosomalen Marker RAB5, RAB7 und 
LAMP1 hingegen ist nicht verändert (s. Abb. 2.32).  

Auch die Expression von hLGD2∆C2 führt zu keiner wildtypischen CHMP4B 
Lokalisation. Allerdings ist der Phänotyp divergenter als bei der Expression von 
hLGD1∆C2. So ist CHMP4B zum Teil wie bei der Expression von hLGD1∆C2 in den 
vergrößerten Vesikel oder an der Vesikelmembran lokalisiert oder aber zum größten 
Teil unabhängig von den Vesikeln wildtypisch verteilt (s. Abb. 2.36). Auch RAB7 ist, im 
Gegensatz zu einer normalerweise wildtypischen vesikulären Verteilung, diffus im 
Cytoplasma lokalisiert. Diese Phänotypen bei der Expression der hLGD∆C2s treten 
nicht nur in HeLa Zellen sondern auch in murinen wt und ko MEFs, 3T3, sowie in den 
humanen U2OS Zellen auf (s. Anhang Abb. 7.7-9). Dies belegt, dass ein genereller 
Phänotyp vorliegt, welcher unabhängig von den Zelltypen ist und über verschiedene 
Organismen konserviert ist.  

Neben ihrer Bindung an Phospholipide ist die C2 Domäne auch an Protein-Protein 
Interaktionen beteiligt. Dies wurde unter anderem für die C2 Domänen von Nedd4L, 
PKC sowie PKC-ε nachgewiesen (Benes et al., 2005). Auch für die C2 Domäne von 
hLGD2 belegten Zhao, Li et al. (2010) die Fähigkeit Protein-Protein-Interaktionen zu 
vermitteln, indem sie die Interaktion von hLGD2 über die C2 Domäne mit dem E2 
Enzym Ubc13 während des NF-kB Signalweges nachwiesen. Im endosomalen 
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Transportweg hingegen könnte über die C2 Domäne der hLGDs die CHMP4B 
Verteilung an, bzw. in den vergrößerten Vesikeln gesteuert werden. Möglicherweise 
spielt dabei eine Interaktion mit einem unbekannten Interaktionspartner eine Rolle, 
wobei die Interaktion über die C2 Domäne der hLGDs vermittelt werden könnte. Diese 
Interaktion wiederum könnte die CHMP4B Verteilung an den späten Endosomen 
regulieren. Ein möglicher Interaktionspartner der hLGDs könnte CHMP5 sein (Lindner, 
2013, Bernhard Migdal, unveröffentlichte Daten). CHMP5 ist Teil des 
Rekrutierungskomplexes, der den Zusammenschluss von Vps4 mit ESCRT-III reguliert 
(Shim et al., 2008). Dabei ist der Vps4 Komplex für den Zerfall des ESCRT-III 
Komplexes verantwortlich (Babst et al., 1997). Möglicherweise sind die hLGDs an der 
Regulation des Zerfalls des ESCRT-III Komplexes beteiligt. So könnte CHMP5 an die 
hLGDs binden, welche wiederum an CHMP4B binden und dieses dann aus der aktiven 
Form in die inaktive Form überführen. Allerdings interagiert CHMP5 in FRET-Analysen 
mit allen Deletionskonstrukten der hLGDs, also auch mit den hLGD∆C2s (Bernhard 
Migdal, unveröffentlichte Daten). So sind weitere Untersuchungen dieser möglichen 
Interaktion notwendig, um ein dezidierteres Bild des Zusammenspiels zwischen den 
hLGDs, CHMP4B sowie CHMP5 zu bekommen. Mittels Pulldown Experimenten 
könnten erstmal die direkten Interaktionen zwischen den hLGDs und CHMP5 bestätigt 
werden. Falls alle Domänen der hLGDs mit CHMP5 interagieren, wären 
Affinitätsstudien hilfreich, um zu ermitteln, ob die C2 Domänen der hLGDs präferenziell 
an CHMP5 binden. Falls die Interaktion mit CHMP5 über die C2 Domänen der hLGDs 
stattfindet, könnte dies eine Erklärung für die Fehllokalisation von CHMP4B in die 
vergrößerten Endosomen sein. Der divergente Phänotyp bezüglich der CHMP4B 
Verteilung in Zellen, in denen hLGD2∆C2 überexprimiert wurde, könnte dadurch 
verursacht werden, dass zwar sowohl hLGD1 als auch hLGD2 an CHMP4B binden. 
Dabei könnte aber zunächst die Bindung von hLGD1 erfolgen und in einem weiteren 
Schritt erst von hLGD2 entweder mit CHMP4B oder mit hLGD1. Es könnte sein, dass 
hLGD1 in diesem Fall hLGD2 besser ersetzen kann als umgekehrt.  

Die stark vergrößerten Vesikel, welche bei der Expression von hLGD2∆DM14 sowie 
bei den hLGD∆C2s auftreten, weisen auf eine Beteiligung der hLGDs an der 
Regulation des endosomalen Transportweges hin. Auch der Verlust oder die 
Expression anderer Mitwirkenden am endsomalen Transportweg, bzw. deren 
konstitutiv aktiven Varianten, führen zu stark vergrößerten Vesikeln. So treten bei 
Expression der konstitutiv aktiven Form von RAB5 in HeLa Zellen durch eine 
gesteigerte Endosomenfusion stark vergrößerte frühe Endosomen auf (Ceresa et al., 
2001). Bei einem Regulator des spät endosomalen Transportweges Cullin-3 löst 
dessen Verlust eine starke Vergrößerung der späten Endosomen aus (Huotari et al., 
2012). Zudem führt die Überexpression von ESCRT-III Proteinen, bei denen die 
autoinhibitorischen Region deletiert wurde, ebenfalls zu vergrößerten Vesikeln (Shim et 
al., 2007). Eventuell werden die stark vergrößerten Vesikel dadurch verursacht, dass 
bei Verlust der DM14 Domäne von hLGD2, bzw. bei Verlust der C2 Domäne der 
hLGDs CHMP4B nicht in seiner inaktiven Form gehalten werden kann und dieses 
dadurch wie bei der Deletion der autoinhibitorischen Region in aktiver Form vorliegt.  
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Um nähere Aussagen zu den vergrößerten Vesikeln, welche durch die Überexpression 
von hLGD2∆DM14 sowie der hLGD∆C2s verursacht werden, zu treffen, müssen diese 
weiter charakterisiert werden. Dazu könnten mithilfe elektronenmikroskopischer 
Aufnahmen analysiert werden, ob noch ILV ausgebildet werden und wie generell die 
Morphologie dieser vergrößerten Vesikel aussieht. Zudem könnte eine Immunogold-
Färbung gegen CHMP4B zeigen, wo dieses in den vergrößerten Vesikeln lokalisiert ist. 
Es könnte sich z. B in oder außerhalb der ILVs befinden, falls welche gebildet werden. 
Da der Ausfall aber auch die Überexpression von Lgd in D. m. zu einer ektopischen 
Aktivierung des Notch-Signalweges führt, könnte ein uptake-Assay mit U2OS-N1 
Zellen durchgeführt werden, um zu überprüfen, ob auch die hLGDs in humanen Zellen 
den Notch-Signalweg beeinflussen. Die U2OS-N1 Zellen exprimieren stabil den Notch1 
Rezeptor, in dessen extrazellulären Domäne sich eine HA-Markierung befindet 
(Chastagner et al., 2008). So kann darüber der Notch-Rezeptor bei seinem Weg durch 
den endosomalen Transport verfolgt werden. Zusätzlich kann analysiert werden, wo 
sich der Notch-Rezeptor befindet, wenn die stark vergrößerten Vesikel auftreten.  

Die Markierung ubiquitinierter Proteine in hLGD∆C2 exprimierenden Zellen zeigte wie 
auch bei der Expression von hLGD1 sowie hLGD2 vergrößerte Akkumulationen 
ubiquitinierter Proteine in der Zelle, welches auf eine Verzögerung oder Störung der 
Proteindegradation hindeutet. Zudem waren bei einigen vergrößerten Vesikel die 
ubiquitinierten Proteine an der Vesikelmembran lokalisiert (s. Abb. 2.38). Dies ist 
vermutlich noch unverpackte Fracht, welche noch deubiquitiniert werden muss, bevor 
es internalisiert wird. (Übersicht in Clague und Urbé, 2010). An anderen stark 
vergrößerten Vesikeln sind keine ubiquitinierten Proteine erkennbar. Möglicherweise 
sind diese bereits internalisiert. Zum anderen könnten aber auch nicht genügend 
ubiquitinierte Proteine an der Membran lokalisiert sein, um sie detektieren zu können. 
Für diese Begründung spricht auch die Beobachtung, dass die ubiquitinierten Proteine, 
welche an der Vesikelmembran ersichtlich sind, äußerst schwach zu detektieren sind.  

Der Einfluss der exprimierten hLGD Konstrukte auf den endosomalen Transportweg 
wird auch bei der Betrachtung der endogenen endosomalen Marker ersichtlich (s. Tab. 
2.3). Abgesehen von der Expression von hLGD1, welche zu vergrößerten CHMP4B 
und LAMP1 markierten Vesikeln führt, ist die Verteilung dieser endosomalen Marker 
vesikulär wildtypisch. Wobei die Lokalisation von CHMP4B bei der Expression von 
hLGD1∆C2 verändert ist, indem CHMP4B in den stark vergrößerten hLGD1∆C2 
markierten späten Endosomen akkumuliert. Die Expression von hLGD1 und seinen 
Deletionskonstrukten hat nur bei der Expression von hLGD1∆DM14 einen Einfluss auf 
den spät endosomalen Marker RAB7, welcher neben der vesikulären Verteilung 
außerdem diffus in der Zelle lokalisiert ist. Eine veränderte RAB7 Lokalisierung ist bei 
der Expression aller hLGD2 Deletionskonstrukte auffällig, bis auf die Expression von 
hLGD2∆C815, bei welchem RAB7 wildtypisch verteilt ist. Bei veränderter RAB7 
Lokalisation ist es vermehrt diffus verteilt. Bei der Expression von hLGD2∆DM14 ist 
neben der diffusen Lokalisation von RAB7 auch LAMP1 diffus verteilt. Auch bei der 
Expression von hLGD2 ist nicht nur RAB7 diffus verteilt, sondern es sind auch 
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vergrößerte CHMP4B und LAMP1 markierte Vesikel zu erkennen. Diese vergrößerten 
CHMP4B oder LAMP1 positiven Vesikel sind spezifisch für die Expression von hLGD1, 
bzw. hLGD2, da sie bei den anderen Deletionskonstrukten nicht auftreten. Auch bei der 
Expression des Leervektors sind keine vergrößerten CHMP4B markierten Vesikel 
erkennbar (nicht gezeigte Daten). Die experimentellen Bedingungen wurden so gut wie 
möglich an die endogenen Bedingungen angepasst. Da aber Markierungen, 
Überexpression und Tumorzelllinien biotechnologische Werkzeuge sind, kann niemals 
ausgeschlossen werden, dass es sich um Bedingungen handelt die die endogenen 
Verhältnisse nicht widerspiegeln. So ist die Kultivierung der Zellen ein sehr artifizielles 
System und die untersuchten Zellen sind zudem Tumorzellen. Aufgrund ihrer Rolle 
während der Zellteilung, kann ein Defekt der ESCRT-Komplexe zur Tumorgenese 
beitragen (Übersicht in Mattissek und Teis, 2014). Betrifft dies, die zur Analyse 
genutzten Zellen, könnten die Ergebnisse beeinflusst werden. Außerdem wird bei der 
hier verwendete Transfektionsmethode, der Lipofektion, der endosomale Transportweg 
genutzt, um die DNA in die Zelle aufzunehmen. Um auszuschließen, dass dies das 
Ergebnis auch beeinflussen könnte, müssten die Experimente mit einer anderen 
Transfektionsmethode wiederholt werden, wie z. B. durch Elektroporation. Andererseits 
wurden alle Experimente mit derselben Methode durchgeführt, demzufolge sind die 
Ergebnisse untereinander vergleichbar. Trotz dieses artifiziellen Systems geben die in 
dieser Arbeit erzielten Ergebnisse in Zusammenhang mit der Literatur eine Reihe von 
Hinweisen auf die Funktion der hLGDs. Durch weitere Experimente in anderen 
Organismen oder Zelllinien mit andersartigen Manipulationen könnten diese Schlüsse 
gestützt werden.  

Die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse in humanen Zellen bestätigen, dass die 
hLGDs eine regulatorische Funktion im endosomalen Transportweg besitzen. So 
scheint die Expression der hLGDs und ihrer Deletionskonstrukte den spät 
endosomalen/lysosomalen Transportweg zu stören. Des Weiteren übt die Expression 
der hLGD∆C2s sowie von hLGD2∆DM14 einen dominant negativen Effekt auf den spät 
endosomalen/lysosomalen Transportweg aus, welcher sich in stark vergrößerten 
Vesikeln äußert und teilweise zu einer geänderten CHMP4B Verteilung führt. Zudem 
scheint die Expression von hLGD2 und seinen Deletionskonstrukten die RAB7 
Verteilung zu beeinflussen. Die genaue Wirkungsweise der hLGDs muss in weiteren 
Untersuchungen weiter analysiert werden.  

3.2 Analyse eines mentale Retardierung auslösenden Allels 
von hLGD2 

Eine Beteiligung an der Neurodegeneration zeigt sich auch bei einem Allel von LGD2, 
welches im Menschen eine nicht syndromische autosomal rezessive mentale 
Retardierung (NSMR) auslöst. Die davon betroffenen Patienten haben grundsätzlich 
eine verzögerte Entwicklung. Ihr Intelligenzquotient liegt unter 70, ihre 
Aufmerksamkeitsspanne ist verkürzt und ihre Sprache ist unverständlich. Ab gesehen 
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davon, weisen die Patienten mit NSMR keine schwerwiegenden physischen 
Abnormalitäten, Dysmorphismen oder neurologische Abnormalitäten auf (American 
Psychiatric Association, 2000).  

Bei dieser Mutation führt eine Leserasterverschiebung in hLGD2 zu einem Protein, 
welches aus den ersten drei DM14 Domänen besteht und einem direkt daran 
anschließenden Nonsense-Peptids von 30 Aminosäuren (Basel-Vanagaite et al., 
2006). Diesem verkürzten hLGD2 Protein fehlt demzufolge die vierte DM14 Domäne 
sowie die C2 Domäne. Da die Ursache, für die mentale Retardierung unbekannt ist, 
wurde dieses Allel in dieser Arbeit im Hinblick auf grundlegende Eigenschaften sowie 
seinen Einfluss auf den endosomalen Transportweg näher analysiert.  

Die dem Allel nachgebildeten Konstrukte der hLGDs sind sowohl mit als auch ohne 
Nonsense-Peptid in D. m. nicht funktional (s. Abb. 2.41-43). Da auch die Konstrukte 
von Lgd nicht funktional sind, spricht dies dafür, dass dieses Allel von hLGD2 zu einem 
kompletten Funktionsverlust führt. Im Gegensatz dazu postulierten Zhao et al. (2010), 
dass dieses möglicherweise hypomorph ist, da es in einem NF-kB Luciferaseassay 
immer noch circa 20% der Aktivität des kompletten hLGD2 beibehält. Die Aktivität von 
NF-kB spielt während der Entwicklung des Zentralnervensystem eine Rolle und ist 
auch bei Lernprozessen und im Gedächtnis involviert (Meffert und Baltimore, 2005; 
Kaltschmidt et al., 2005). Eine Erklärung für die mentale Retardierung könnte ein 
vermindert aktiviertes NF-kB sein. Die widersprüchlichen Ergebnisse bei der 
Funktionalität der Konstrukte in D. m. und in Bezug auf die Aktivität von NF-kB könnten 
damit zusammenhängen, dass noch eine Restfunktion von hLGD2 in Bezug auf die 
NF-kB Aktivität vorhanden ist, jedoch die Funktion von Lgd in D. m. nicht mehr 
übernehmen kann. Zudem wurden diese Ergebnisse in vitro gewonnen, was wiederum 
das Ergebnis beeinflussen kann. Im Gegensatz dazu zeigten Manzini et al. (2014), 
dass eine amorphe Mutation von LGD2 denselben Phänotyp wie das Allel von hLGD2 
hat, welches die mentale Retardierung auslöst.  

Mögliche Ursachen für die fehlende bzw. eingeschränkte Funktionalität könnten in der 
fehlenden C2 Domäne des eine mentale Retardierung auslösenden Allels liegen. Bei 
einem Verlust der C2 Domäne von Lgd ist das Protein im Nukleus und nicht mehr 
cytoplasmatisch lokalisiert (Troost et al., 2012). Auch bei den nachgebildeten mentalen 
Retardierungskonstrukten sowohl mit als auch ohne Nonsense-Peptid von Lgd sind 
diese sowohl in D.m. als auch in humanen Zellen im Nukleus lokalisiert (s Abb. 2.44, 
2.46, Anhang Abb. 7.17, 7.19). Allerdings befinden sie sich ebenfalls im Cytoplasma, 
dies ist bei dem alleinigen Verlust der C2 Domäne nicht zu beobachten. Der Verlust 
der vierten DM14 Domäne oder dem Bereich zwischen der vierten DM14 Domäne und 
der C2 Domäne scheint demzufolge auch einen Einfluss auf die Lokalisation des 
Proteins zu haben. Da jedoch bei einem Verlust aller DM14 Domänen keine 
Veränderung in der Lokalisation auftritt (Troost, 2012), ist wahrscheinlich der Bereich 
zwischen den DM14 Domänen und der C2 Domäne für diesen Unterschied 
verantwortlich. Die mentalen Retardierungskonstrukte von hLGD1 befinden sich 
ebenfalls wie die von Lgd sowohl im Cytoplasma als auch im Kern (s Abb. 2.45, 2.46, 
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2.51, 2.54). Da hLGD1 ohne C2 Domäne rein cytoplasmatisch lokalisiert ist, scheint 
auch bei hLGD1 der Bereich zwischen den DM14 Domänen und der C2 Domäne einen 
Einfluss auf die Lokalisation des Proteins zu haben. Bei Lgd ist in dem Bereich 
zwischen der letzten DM14 Domäne und der C2 Domäne eine potentielle 
Proteinbindungsstelle (s. Anhang Abb. 7.21). Möglicherweise wird die Lokalisation über 
Interaktionspartner an dieser Bindungsstelle vermittelt. Diese potentielle 
Proteinbindungsstelle ist bei hLGD1 jedoch nicht vorhanden (s. Anhang Abb. 7.21). Im 
Gegensatz zu den mentalen Retardierungskonstrukten von Lgd und hLGD1 sind die 
mentalen Retardierungskonstrukte von hLGD2 in D. m. und auch in humanen Zellen 
weiterhin rein cytoplasmatisch lokalisiert (s. Abb. 2.45, 2.46, 2.53, 2.55).  

Die Analyse der C2 Domäne von Lgd in D. m. konnte zeigen, dass Lgd auch ohne C2 
Domäne noch eine Restfunktion besitzt, nur die veränderte Lokalisation im Nukleus 
und eine Instabilität des Proteins beeinträchtigt seine Funktion (Troost et al., 2012). 
Jedoch zeigen die mentalen Retardierungskonstrukte im Vergleich zu ihren jeweiligen 
full-length Proteinen keine starken Unterschiede in der Stabilität (s. Abb. 2.47). 
LgdDM14(1-3) scheint eine geringfügigere Stabilität im Vergleich zum kompletten Lgd 
zu haben. hLGD2MR hingegen scheint etwas instabiler zu sein als das Pendant ohne 
Nonsense-Peptid. Aber diese geringfügigen Unterschiede in der Stabilität der Proteine 
scheint nicht die Ursache für ihre Funktionslosigkeit zu sein. Dies zeigt sich daran, 
dass Lgd∆C2 trotz Instabilität eine Restfunktion übernehmen kann, sobald durch das 
Anhängen eines Nuklearexportsignals Lgd∆C2 cytoplasmatisch lokalisiert ist. Durch 
das Ausgleichen der Instabilität durch mehrere Kopien von NES-Lgd∆C2 wird die 
Funktionalität des Proteins erhöht (Troost et al., 2012). Wie zuvor schon beschrieben 
reicht eine geringe Proteinmenge von Lgd, bzw. hLGD1 oder hLGD2 aus, um deren 
Funktion im jeweiligen Organismus zu erfüllen. Da die mentalen Retardierungs-
konstrukte jedoch nur geringfügig, bzw. gar nicht instabiler sind, verursachen die 
leichten Unterschiede in der Stabilität vermutlich nicht alleine den Funktionsverlust 
oder haben gar keinen Einfluss darauf.  

Durch die Analyse der mentalen Retardierungskonstrukte im Hinblick auf den 
endosomalen Transportweg in humanen Zellen konnte gezeigt werden, dass diese mit 
keinen der getesteten endosomalen Markern assoziiert sind (s. Abb. 2.51, 2.53, 2.54, 
2.56, Anhang Abb. 7.17, 7.19). Eine mögliche Ursache hierfür könnte sein, dass den 
mentalen Retardierungskonstrukten von hLGD2 die C-terminale Verlängerung fehlt, 
welche möglicherweise benötigt wird, um hLGD2 an die späten Endosomen zu 
bringen.  

Auch wenn keine Assoziation der mentalen Retardierungskonstrukte mit endosomalen 
Markern erkennbar ist, scheint die Expression von hLGD1MR, hLGD1DM14(1-3) sowie 
hLGD2MR den spät endosomalen/lysosomalen Transportweg zu stören, da vergrößerte 
mit LAMP1 markierte Vesikel auftreten (s. Abb. 2.51, 2.54, 2.53). 

Obwohl keine Assoziation der mentalen Retardierungskonstrukte in humanen Zellen 
mit CHMP4B erkennbar ist (s. Abb. 2.52, 2.55, Anhang Abb. 7.18, 7.20), können sie 
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dennoch mit dem CHMP4B-Orthologen Shrub in einem Pulldown interagieren (s. Abb. 
2.48-50). Auch eine Interaktion der mentalen Retardierungskonstrukte der hLGDs mit 
CHMP4B und CHMP4C konnten zuvor schon in einer Co-Immunopräzipitation, bzw. 
mittels FRET-Analysen nachgewiesen werden (Lindner, 2013; Migdal, 2012). Diese 
Interaktion wurde jedoch nur in vitro nachgewiesen und es ist bislang nicht bekannt, ob 
diese auch in vivo stattfindet.  

Es könnte sein, dass CHMP4B durch die Bindung der mentalen Retardierungs-
konstrukte im inaktiven Zustand im Cytoplasma gehalten wird. Da die hLGDs unter 
Umständen nicht weiter an andere Interaktionspartner binden können, da ihnen 
entscheidende Domänen fehlen könnten, kann CHMP4B möglicherweise nicht in 
seinen aktiven Zustand übergehen und polymerisieren. Aus diesem Grund treten auch 
bei Expression der mentalen Retardierungskonstrukte keine stark vergrößerten Vesikel 
auf, obwohl die C2 Domäne deletiert wurde (s. Abb. 2.51, 2.53, 2.54, 2.56, Anhang 
Abb. 7.17, 7.19). Da diese möglicherweise darauf beruhen, dass CHMP4B aktiviert 
bleibt. Gegen diese These spricht, dass kein endosomaler Phänotyp erkennbar ist. 
Allerdings deuten Ergebnisse mit Knockout-Mäusen daraufhin, dass die mLGDs 
teilweise redundant wirken. So überleben Tiere, welche defizient für mLgd1 sind, und 
zeigen keine phänotypischen Veränderungen (Scheider, 2014). Sind die Tiere 
hingegen defizient für mLgd2 sterben sie kurz nach der Geburt, vermutlich aufgrund 
eines Atmungsdefekts (Jäckel, 2010; Zhao et al., 2010). Es gibt Hinweise darauf, dass 
Tiere, welche sowohl für mLgd1 als auch für mLgd2 defizient sind, schon früh während 
der Embryonalentwicklung sterben. Auch Tiere, welche Defizienzen des ESCRT-III 
Komplexes tragen, wie z. B. CHMP5 oder CHMP4B sterben bei E11, bzw. E8 
(Übersicht in Schmidt und Teis, 2012). So ist möglicherweise kein endosomaler 
Phänotyp zu beobachten, weil die mentalen Retardierungskonstrukte zwar CHMP4B 
teilweise inaktiv halten, dies aber durch das homologe hLGD, bzw. die endogenen 
hLGDs kompensiert werden kann.  

Die Interaktion zwischen den hLGDs und dem ESCRT-III Proteinen CHMP4s zeigt sich 
auch darin, dass sowohl der Verlust von Shrub (CHMP4-Ortholog) als auch der von 
hLGD2 zu einem vergleichbaren neurologischen Phänotyp führt. So verursacht der 
Verlust von Shrub ein verkleinertes abgedecktes dendritisches Feld, indem es zu 
verkürzten Dendriten mit einer starken Verzweigung kommt (Sweeney et al., 2006). 
Auch ein Verlust von hLGD2 bedingt eine Reduktion der dendritischen Komplexität und 
der Anzahl der Dendriten (Manzini et al., 2014), so werden weniger Dendriten gebildet 
und auch die totale Dendritenlänge ist geringer im Vergleich zu wildtypischen 
Neuronen (Al-Tawashi et al., 2012). Zudem ist die Anzahl der gebildeten Synapsen in 
Lgd2 mutanten Neuronen geringer als in wildtypischen Neuronen (Al-Tawashi et al., 
2012). Dieser neuronale Phänotyp könnte die mentale Retardierung verursachen. 
Möglicherweise ist dafür ein Defekt im endosomalen Transportweg verantwortlich, da 
sowohl der Ausfall von Shrub als auch von hLGD2 sich phänotypisch ähneln. 
Andererseits zeigten Manzini et al. (2014), dass der neuronalen Phänotyp bei einem 
Verlust von LGD2 durch eine gesteigerte NF-kB Aktivierung verursacht wird.  



 Diskussion 

122 

Eine andere oder weitere Ursache wie die mentale Retardierung ausgelöst werden 
könnte, ist die Beteiligung von hLGD2 am NF-kB Signalweg. So führt sowohl der 
Verlust als auch die Überexpression von hLGD2 zu einer gesteigerten NF-kB 
Aktivierung (Manzini et al., 2014). Der NF-kB Signalweg spielt eine Rolle bei der 
Gehirnentwicklung (Meffert und Baltimore, 2005; Kaltschmidt et al., 2005). So könnte 
ein Defekt im NF-kB Signalweg die Symptome der mentalen Retardierung erklären. Ein 
weiterer Aspekt, welcher die mentale Retardierung auslösen könnte, ist die Beteiligung 
von hLGD2 am Akt-Signalweg (Nakamura et al., 2008). Dieser ist im zentralen 
Nervensystem involviert, indem er an der Regulation des neuronalen Zellüberlebens 
und der synaptischen Plastizität beteiligt ist (Dudek et al., 1997; Wang et al., 2003). Für 
die Bindung von hLGD2 an PDK1 ist die vierte DM14 Domäne wichtig, welche jedoch 
bei dem mentale Retardierung auslösenden Allel fehlt.  

Die ausgelöste mentale Retardierung beim Menschen belegt, dass die Funktion von 
LGD2 im Gehirn eine wichtige Rolle spielt, die nicht durch LGD1 ersetzt werden kann. 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass dieses untersuchte Allel von hLGD2 
wahrscheinlich einen kompletten Funktionsverlust des Proteins zur Folge hat. Im 
Gegensatz zu dem Verlust von LGD2 in Mäusen führt der Verlust von LGD2 im 
Menschen nicht zur Letalität. Dies lässt annehmen, dass es funktionelle Unterschiede 
zwischen LGD1 und LGD2 in Maus und Mensch gibt, die sich bislang noch nicht 
erklären lassen. Zudem zeigt sich, dass hLGD2 in der Neurogenese involviert ist. 
Welche Funktion hLGD2 dort hat, ist bislang noch nicht bekannt und bedarf noch 
weiterer Analysen.  

 

Bei der zusammenfassenden Betrachtung der einzelnen Teilexperimente dieser Arbeit 
lässt sich folgendes Fazit ziehen. Zum einen konnte nachgewiesen werden, dass die 
hLGDs cytoplasmatische und funktional stark konservierte Proteine sind. Zum anderen 
weisen die Ergebnisse darauf hin, dass das eine mentale Retardierung auslösende 
Allel von hLGD2 einen kompletten Funktionsverlust zur Folge hat. Die in dieser Arbeit 
zudem generierten Ergebnisse zeigen die hLGDs als Regulatoren des endosomalen 
Transportweges. Dieser ist ein sehr essentieller Prozess in der Zelle, welcher mit 
wachsender Komplexität der Organismen stärker reguliert werden muss. Bei dieser 
Regulation könnte LGD ein wichtiger Faktor sein. So existiert in Saccharomyces 
cerevisiae kein Lgd, aber in weiter entwickelten Organismen, wie z. B. in D. m. 
entstand ein Lgd-Homolog. In höheren Organismen wie Maus oder Mensch 
entwickelten sich zwei LGD-Homologe, welche sich durch die Verlängerung des C-
Terminus von hLGD2 unterscheiden. Dieses kann entscheidend zur stärkeren und 
differenzierteren Regulation des endosomalen Transportweges beitragen. Die in dieser 
Arbeit gewonnenen Erkenntnisse deuten auf eine differenziertere Rolle der hLGDs in 
der Regulation des endosomalen Transportweges hin, möglicherweise über die 
Regulation von CHMP4B.  
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Möglicherweise ist hLGD2 an der Regulation des Übergangs von späten Endosomen 
zu Lysosomen beteiligt. Vor allem scheinen die hLGDs über ihre Interaktion mit den 
CHMP4s aber an der ILV Bildung beteiligt zu sein. Durch weitere Charakterisierung der 
regulatorischen Rolle der hLGDs am endosomalen Transportweg könnte ein besseres 
Verständnis für diesen dazu beitragen die Ursachen von Krankheiten zu finden, an 
denen der endosomale Transportweg oder die ESCRTs beteiligt sind, wie 
Tumorbildung oder Neurodegeneration.  
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4 Zusammenfassung/Summary 
hLGD1 und hLGD2 (hLGD: humanes lethal (2) giant discs) gehören einer konservierten 
Proteinfamilie an. Sie besitzen vier N-terminal gelegene DM14 Domänen und eine C-
terminalen C2 Domäne. Lgd aus Drosophila melanogaster hat eine Funktion im 
endosomalen Transportweg und interagiert mit dem ESCRT-III Protein Shrub. Diese 
Interaktion ist auch für die hLGDs bekannt, welche mit den Shrub-Orthologen CHMP4A-C 
interagieren.  

In dieser Arbeit sollten grundlegende Eigenschaften der hLGDs sowie deren Einfluss auf 
den endosomalen Transportweg analysiert werden. Zudem sollte auch das eine mentale 
Retardierung auslösende Allel hLGD2MR näher charakterisiert werden. Dazu wurden 
proteinbiochemische Untersuchungen sowie Analysen in Drosophila melanogaster und in 
humanen Zellen durchgeführt.  

Es konnte gezeigt werden, dass neben der Struktur auch die Funktion der hLGDs 
konserviert ist, so unterdrücken sowohl hLGD1 als auch hLGD2 den lgd mutanten 
Phänotyp in Drosophila melanogaster. Die Struktur-Funktionsanalyse wies nach, dass die 
DM14 Domänen und die C2 Domäne der hLGDs essentiell sind. Sowohl die DM14 
Domänen als auch die C2 Domäne von hLGD2 besitzen eine Funktion in der Stabilität des 
Proteins. Bei hLGD1 hat die C2 Domäne eine andere bislang unbekannte Funktion. Wie 
auch Lgd sind die hLGDs cytoplasmatische Proteine.  

Durch die Überexpression der hLGDs und ihrer Deletionskonstrukte konnte gezeigt 
werden, dass auch die hLGDs am endosomalen Transportweg beteiligt sind. Dies zeigt 
beispielsweise die Entstehung von stark vergrößerten späten Endosomen, bzw. 
Lysosomen bei der Überexpression von hLGD2∆DM14 oder den hLGD∆C2s. Dieser 
dominant negative Effekt auf den endosomalen Transportweg deutet an, dass die hLGDs 
an der Regulation des spät endosomalen/lysosomalen Transportweges beteiligt sind. 
Zudem zeigt sich bei der Expression von hLGD1∆C2 und teilweise auch bei der Expression 
von hLGD2∆C2 eine bislang noch nicht beobachtete Lokalisation von CHMP4B, welches 
sich in den stark vergrößerten Vesikeln befindet.  

Weitere Analysen in dieser Arbeit deuten daraufhin, dass das eine mentale Retardierung 
auslösende hLGD2 Allel zu einem kompletten Funktionsverlust des Proteins führt. Zudem 
konnte gezeigt werden, dass keine Assoziation der mentalen Retardierungskonstrukte mit 
endosomalen Markern in humanen Zellen zu beobachten ist. Dennoch scheint deren 
Expression den spät endosomalen/lysosomalen Transportweg zu stören.  

In dieser Arbeit konnte für die hLGDs ein eindeutiger Bezug zum endosomalen 
Transportweg nachgewiesen werden. Möglicherweise üben sie eine regulatorische Rolle 
aus, eventuell über ihre Interaktion mit CHMP4B. Weitergehende Analysen sind notwendig, 
um die genaue Wirkungsweise der hLGDs näher zu charakterisieren. Dadurch könnten 
weitere Mechanismen der Regulation des endosomalen Transportweges, bzw. der ESCRT-
Komplexe ermittelt werden. Dies wiederum könnte für ein besseres Verständnis 
neurodegenerativer Erkrankungen oder der Tumorbildung beitragen.  
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Summary 

hLGD1 and hLGD2 (hLGD: human lethal (2) giant discs) belong to a conserved protein 
family, which consists of four n-terminal DM14 domains and one c-terminal C2 domain. 
Drosophila melanogaster Lgd plays a role in the endosomal pathway and interacts with the 
ESCRT-III protein Shrub. It is also known that the hLGDs interact with the Shrub- orthologs 
CHMP4A-C.  

In this study, basic characteristics of the hLGDs and their influence on the endosomal 
pathway have been analysed. Furthermore one allel of hLGD2, hLGD2MR, which causes 
a non-syndromic mental retardation, have been characterised using proteinbiochemistry as 
well as analysis in Drosophila melanogaster and human cells.  

The results showed that hLGD1 and hLGD2 can suppress the lgd mutant phenotyp to 
different extents. So not only the structure but also the function of the hLGDs is 
conserved. The structure-/function analysis revealed that the DM14 domains and also 
the C2 domain of the hLGDs are essential for their function. The DM14 domains as 
well as the C2 domain of hLGD2 play a role in the stability of the protein. The C2 
domain of hLGD1 has a different for yet unknown function. Like Lgd, the hLGDs are 
cytoplasmatic proteins.  

The overexpression of the hLGDs and their deletion constructs showed that the hLGDs 
are involved in the endosomal trafficking. For example this was demonstrated by the 
development of huge enlarged late endosomes, respectively lysosomes, when 
hLGD2∆DM14 or the hLGD∆C2s are overexpressed. This dominant negative effect on the 
endosomal pathway implies the involvement of the hLGDs at the regulation of the late 
endosomal/lysosomal pathway. Furthermore the expression of hLGD1∆C2 and in some 
cases the expression of hLGD2∆C2 revealed a so far unobserved localisation of CHMP4B, 
which is localised within the enlarged late endosomes.  

Moreover, the allel of hLGD2, which leads to a mental retardation, is causing a loss-of-
function. Furthermore it was shown, that there is no assoziation of the mental 
retardation constructs with endosomal markers in human cells. Nevertheless the 
expression of the mental retardation constructs seems to disturb the late 
endosomal/lysosomal pathway.  

This study revealed an obvious connection of the hLGDs to the endosomal pathway. 
Maybe they have a regulatory role, eventually due to their interaction with CHMP4B. 
Further analyses are necessary to characterise the specific function of the hLGDs. Thereby 
it is possible to reveal additional mechanisms of the regulation of the endosomal pathway, 
respectively the ESCRT-III complexes. As a result, there might be a clearer understanding 
of neurodegenerative diseases or cancer.  
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5 Material und Methoden 

5.1 Material 

5.1.1 Chemikalien  

Die in der Arbeit verwendeten analysereinen Substanzen wurden, falls nicht anders 
vermerkt, von folgenden Firmen bezogen: Roth (Mannheim), Sigma-Aldrich 
(Steinheim), AppliChem (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg), 
Normapur (Darmstadt), Fluka (Steinheim). In Tabelle 5.1 sind die in dieser Arbeit 
verwendeten Chemikalien sowie gekaufte Medien für die Zellkultur aufgelistet.  

Tab. 5.1: Die in dieser Arbeit benutzten Chemikalien und gekaufte Medien mit 
Herstellerangaben.  

Chemikalien und gekaufte Medien Hersteller 

Amylose Harz New England Biolabs (Ipswich, USA) 

BM Chemiluminescence Blotting Substrate Roche (Basel, CH) 

DAPI No. 18860 Serva (Heidelberg) 

DMEM PAA (Pasching, A) 

Fetal calf serum (FCS) PAA (Pasching, A) 

Gene Ruler 1 kb DNA Ladder ready to use Fermentas (St. Leon-Rot) 

Hoechst No.33258 Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Magermilchpulver (Sucofin) TSI (Zeven) 

Ni-NTA Agarose Qiagen (Hilden) 

Normales Ziegenserum (NGS) Jackson Immuno Research (West 
Grove, USA) 

PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder Fermentas (St. Leon-Rot) 

PBS (Zellkultur) PAA (Pasching, A) 

Protease Inhibitor Cocktail P8340 Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Rotiphorese Gel 30  
(30% Acrylamid-, Bisacrylamid-Stammlösung 
im Verhältnis 37, 5:1) 

Roth (Mannheim) 

Trypsin-EDTA PAA (Pasching, A) 

Vectashield Mounting Medium (H-1000) Vector Labs (Burlingame, USA) 
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5.1.2 Geräte, Apparaturen und Zubehör 
In Tabelle 5.2 sind die benutzten Geräte, Apparaturen und das Zubehör aufgelistet.  

Tab. 5.2: Die in der Arbeit benutzten Geräte und Apparaturen sowie das Zubehör. 

Geräte, Apparaturen 
und Zubehör Hersteller 

Binokulare EZ4 (Leica, Buffalo Grove, USA) 

Brutschrank,  
CO2-Inkubator 

Forma Steri-Cycle CO2-Inkubator (Thermo Scientific, 
Waltham, USA) 

Geldokumentation UV-Transilluminator (PEQLAB Biotechnologie, Erlangen) 

Kunststoffartikel Reaktionsgefäße und Petrischalen (Eppendorf, 
Hamburg; Greiner Bio-One, Frickenhausen; Sarstedt, 
Nümbrecht) 
Zellkulturflaschen (Sarstedt, Nümbrecht; Biochrom, 
Berlin) 

Mikroskop Axio Imager ZI mit Apotome und AxioCam MRm (Carl-
Zeiss, Jena) 
Axio Phot mit AxioCamMRc (Carl-Zeiss, Jena) 
ELYRA PS.1 (Carl-Zeiss, Jena) 
Olympus BH2 (Shinjuku, Japan) 

pH-Meter pH538 MultiCal (WTW, Weilheim) 

Photometer BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg) 

PVDF Membran Amersham Hybond-P (GE Healthcare, Chalfont St. Giles; 
Großbritannien) 

Röntgenfilme Super RX (Fujifilm Medical Systems, Stamford, USA) 

SDS Gelelektrophorese Blottingkammer Mini Protean 3 Cell (Bio-Rad 
Laboratories, München) 

Sonifizierer Gene Pulser (Bio-Rad Laboratories, München) 

Spektralphotometer NanoDrop 2000 (PEQLAB Biotechnologie, Erlangen) 

Sterilwerkbank HeraSafe Typ12 (Hareus Instruments, Hanau) 

Taumler Rocking Platform Polymax 2040 (Heidolph Instruments, 
Schwabach) 

Thermocycler Professional Thermocycler Gradient (Biometra, 
Göttingen) 

Vortex-Mixer Vortex Genie 2 (Scientific Industries, New York, USA) 

Blotting-Apparatur Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell (Bio-Rad 
Laboratories, München) 
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Zentrifugen Biofuge Pico (Hareus Instruments, Hanau), Coulter 
Ultrazentrifuge Avanti J-26 XP, Centrifuge JX508L37 mit 
JA-14 Rotor (Beckmann) 

5.1.3 Software und Internetdatenbanken 
In der Tabelle 5.3 ist die genutzte Software und in Tabelle 5.4 sind die verwendeten 
Internetdatenbanken aufgelistet.  

Tab. 5.3: Die in der Arbeit verwendete Software 

Software  Verwendung 

Adobe Acrobat Reader Dateidarstellung 

Adobe Illustrator CS3 Erstellung von Abbildungen 

Adobe Photoshop CS3 Bildbearbeitung 

AxioVision SE64 Rel. 4.8 Erstellung und Export Mikroskopiebilder 

Citavi 3 Literaturverwaltung 

Heliconfocus Bildbearbeitung 

Microsoft Office 2003 Verfassung der schriftlichen Arbeit 

Vektor NTI  Planung der molekularen Arbeiten 

Zen 2011 Erstellung und Export Mikroskopiebilder 

 

Tab. 5.4: Auflistung der genutzten Internetdatenbanken 

Internetdatenbank Internetadresse 
BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

EMBL-EMI http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/ 

Ensembl www.ensembl.org/  

Flybase  http://flybase.org/ 

NCBI Pubmed www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed 

PredictProtein http://ppopen.informatik.tu-muenchen.de/ 
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5.1.4 Enzyme 
Die verwendeten Enzyme zur Restriktion wurden von der Firma New England Biolabs 
(Ipswich, USA) bezogen. Wenn nicht anders angegeben, erfolgte deren Verwendung 
nach Herstellerangaben. Die verwendeten Enzyme sind in Tabelle 5.5 aufgelistet.  

Tab. 5.5: Die in der Arbeit verwendeten Enzyme 

Enzyme  Hersteller 

DNA-Polymerasen Expand High FideltyPLUS PCR System (Roche, Mannheim), 
OneTaq (New England Biolabs, Ipswich, USA), Crimson Taq 
DNA-Polymerase (New England Biolabs, Ipswich, USA) 

Ligase T4-DNA Ligase (New England Biolabs, Ipswich, USA) 

Phosphatase CIAP (Fermentas, St. Leon-Rot) 

 

5.1.5 Molekularbiologische Kits 
In Tabelle 5.6 sind die verwendeten molekularbiologischen Kits aufgelistet.  

Tab. 5.6: Auflistung der molekularbiologischen Kits 

Molekularbiologische Kits Hersteller 

Aufreinigung von DNA NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, 
Düren) 

Plasmid-Präparation Plasmid Miniprep Kit I, (PeqLab, Erlangen) 
NucleoBond Xtra, (Macherey-Nagel, Düren) 

Transfektion Lipofectamin2000®, (Invitrogen, Darmstadt) 

Zwischenklonierungsvektor pGEM-T Easy Vektor System I (Promega, Mannheim) 
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5.1.6 Antikörper 
In Tabelle 5.7 sind die verwendeten Primärantikörper für Antikörperfärbungen in 
Drosophila melanogaster Imaginalscheiben, humanen und murinen Zellen (IHC), sowie 
für die Detektion der Proteine im Western Blot aufgelistet (WB). Außerdem sind die in 
dieser Arbeit verwendeten Sekundärantikörper in Tabelle 5.8 aufgeführt. 

 Tab. 5.7: Primärantikörper 

Antigen Herkunft Verdünnung Hersteller 
  WB IHC  

Wingless (Wg) Maus  1:50 Hybridoma (Iowa City, USA) 

ß-Galaktosidase 
(ß-gal) 

Kaninchen  1:1500 
(preab-
sorbiert) 

Hybridoma (Iowa City, USA) 

Notch (extra) Maus  1:100 Hybridoma (Iowa City, USA) 

HA Ratte 1:3000 1:500 Roche (Basel, CH) 

CC2D1A  Maus 1:2000  Abnova (Taipei City, TWN) 

Cc2d1a Meer- 

schweinchen 

 1:100 Sandra Jäckel  

α- tubulin  
(T-5168) 

Maus 1:50.000  Sigma (St. Louis, USA) 

MBP Maus 1:200.000  New England Biolabs 
(Ipswich, USA) 

RAB5 Kaninchen  1:200 Abcam (Cambridge, UK) 

RAB7 Maus  1:200 Abcam (Cambridge, UK) 

LAMP1 Maus  1:200 Hybridoma (Iowa City, USA) 

CHMP4B 
(C-12) 

Kaninchen  1:200 Santa Cruz Biotechnology 
(Dallas, USA) 

FK2 Maus  1:200 Enzo Life Sciences (Lörrach) 

Lgd (final; AS 
362- 663) 

Meer-
schweinchen 

1:3000  Robert Jaeckel, Jahan 
Yousefian  

Calnexin (No. 
2433) 

Kaninchen  1:200 Cell Signaling (Boston, USA) 

Syntaxin Kaninchen  1:200 Cell Signaling (Boston, USA) 
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Tab. 5.8: Sekundäre Antikörper 

Antikörper 
gegen 

gekoppelt mit Verdünnung Herkunft 

Maus Alexa-647 1:500 Invitrogen (Carlsbad, USA) 

 Alexa-568 1:500 Invitrogen (Carlsbad, USA) 

 HRP 1:5000 Dianova (Hamburg) 

Kaninchen Alexa-568 1:500 Invitrogen (Carlsbad, USA) 

 Alexa-488 1:500 Invitrogen (Carlsbad, USA) 

 HRP 1:5000 Dianova (Hamburg) 

Ratte Alexa-488 1:500 Invitrogen (Carlsbad, USA) 

 Alexa-568 1:500 Invitrogen (Carlsbad, USA) 

 HRP 1:5000 Dianova (Hamburg) 

Meerschweinchen Alexa-488 1:500 Invitrogen (Carlsbad, USA) 

 DyLight-649 1:500 Dianova (Hamburg) 

5.1.7 Antibiotika 
In Tabelle 5.9 sind die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika aufgelistet.  

Tab. 5.9: Die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika  

Antibiotika Endkonzentration Hersteller 

Ampicillin 100 µg/ml Roth (Mannheim) 

Chloramphenicol 34 µg/ml SERVA (Heidelberg) 

G 418 500 µg/ml PAA (Parsching, A) 

Kanamycin sulfate 50 µg/ml Fluka (Steinheim) 

5.1.8 Bakterienstämme 
Auflistung der in der Arbeit genutzten Bakterienstämme und deren Verwendung:  

- DH5α von Invitrogen (Darmstadt): (Klonierung, Transformation und Plasmid-
amplifikation) 

Genotyp: F-φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17(rk-,mk+) 
phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ-  

- Rosetta 2(DE3)pLysS Competent Cells von Merck Millipore (Darmstadt) (Expression 
der MBP-markierten Proteine) 

Genotyp: F- ompT hsdSB(rB
- mB

-) gal dcm (DE3) pLysS (CamR) 

- M15 cells von Qiagen (Hilden) (Expression His6-markierter Proteine) 
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5.1.9 Zelllinien  
Tabelle 5.10 erfasst die verwendeten Zelllinien.  

Tab. 5.10: Auflistung der Zelllinien 

Zelllinie Charakteristika Herkunft 

3T3 NIH murine Fibroblastenzelllinie AG Lammert (Institut für 
Stoffwechselphysiologie, HHU, 
Düsseldorf) 

HeLa humane 
Cervixcarzinomazelllinie 

AG Piekorz (Institut für Biochemie 
und Molekularbiologie II, HHU, 
Düsseldorf) 

MEF wt murine wildtypische embryonale 
Fibroblasten 

AG Klein (Nadja Drusenheimer) 

mLgd2 -/- MEF murine embryonale Fibroblasten 
mit mLgd2 Defizienz 

AG Klein (Nadja Drusenheimer) 

U2OS wt humane Osteosarcomazelllinie Christel Brou (Institut Pasteur, 
Paris, F) 

5.1.10 Plasmide 
In dieser Arbeit wurden Expressionsvektoren verwendet, welche zur Expression in 
Drosophila melanogaster (plgdPattB, pUASattB) (Abb. 5.1), zur Expression in 
Säugetierzellen (pcDNA3) (Abb. 5.2), sowie zur Expression in Bakterien (pQE-30 Xa, 
pBADMuta und pBADM-40+) (Abb. 5.3) dienten. In Tabelle 5.11 sind die in dieser 
Arbeit verwendeten Vektoren aufgelistet.  

Tab. 5.11: Die in der Arbeit benutzten Vektoren 

Vektor  Verwendung Herkunft 
pBADM-40+ induzierbare Proteinexpression in E. coli, 

MBP-Tag 
EMBL (Heidelberg) 

pBADMuta mutagenisierter pBADM-40+ Vektor zur 
Expression MBP-markierter Proteine, zwei 
Stoppkodons wurden aus der MCS entfernt 

Angie Lindner (AG 
Klein) 

pcDNA3 Proteinexpression in Säugetierzellen Invitrogen 
(Darmstadt) 

pGEM-T-Easy Zwischenklonierungsvektor Promega 
(Mannheim) 

plgdPattB Proteinexpression in Drosophila 
melanogaster auf endogenem 
Expressionslevel 

Tobias Troost (AG 
Klein) 
(Troost et al., 2012) 

pQE-30 Xa induzierbare Proteinexpression in E. coli, 
His6-Tag 

Qiagen (Hilden) 

pUASattB induzierbare Proteinexpression in Drosophila 
melanogaster 

Bischof (Zürich, CH) 
(Bischof et al., 2007) 
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Abb. 5.1: Expressionsvektoren zur Expression in Drosophila melanogaster. A: plgdPattB: 
In der Expressionskassette unter der Kontrolle des lgd-Promotors erfolgte die Insertion der DNA 
in die Multiple Klonierungsstelle (MCS). Zusätzlich enthält der Vektor die 3’- und 5’- UTR von 
lgd. Diese besteht aus circa 500 bp upstream und downstream Bereichen des lgd Lokus. Der 
leere Vektor hat eine Gesamtlänge von 8,4 kb. B: pUASattB: In der Expressionskassette unter 
der Kontrolle eines Minimalpromotors erfolgte die Insertion der DNA in die Multiple 
Klonierungsstelle (MCS). Die Expression der Konstrukte erfolgte unter Kontrolle des UAS. Der 
leere Vektor hat eine Gesamtlänge von 8,4 kb. Beide Vektoren besitzen eine Ampicillin 
Resistenz (ampR) für die Selektion in Bakterien sowie das white-Gen (white) zur Selektion der 
transgenen Fliegen.  
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A 

 

B 

 

Abb. 5.2: Expressionsvektoren pQE-30Xa und pBADM-40(+) zur Expression von 
Proteinen in Bakterien. A: Der Vektor pQE-30Xa besitzt eine Ampicillinresistenz und ein lac-
Operon. Die Induktion der Proteine erfolgt durch IPTG. Der Vektor wurde verwendet, um His6 

markierte hLGD und Lgd Proteine zu generieren. Der leere Vektor hat eine Gesamtlänge von 
3,5 kb. B: Der pBADM-40(+) Vektor besitzt eine Ampicillinresistenz zur Selektion der Bakterien 
sowie einen BAD Promotor. Der Vektor wurde zur Expression von MBP verwendet. Der Vektor 
hat eine Gesamtlänge von 5,2 kb. Er wurde zudem modifiziert, da in der MCS zwei 
Stoppkodons vorhanden sind. Der daraus resultierende Vektor wurde als pBADMuta bezeichnet 
(Lindner, 2013).  
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Abb. 5.3: Expressionsvektor zur Expression in Säugetierzellen. In der Expressionskassette 
unter der Kontrolle des CMV-Promotors erfolgte die Insertion der DNA in die Multiple 
Klonierungsstelle (MCS). Der leere Vektor hat eine Gesamtlänge von 5,4 kb. Der Vektor besitzt 
eine Ampicillinresistenz für die Selektion in Bakterien und eine Neomycinresistenz für die 
Selektion in Säugetierzellen.  

 

In Tabelle 5.12 sind alle Plasmide und die für die Klonierung verwendeten 
Restriktionsenzyme angegeben. hLGD1 und hLGD2 stehen zudem stellvertretend für 
ihre Deletionskonstrukte (*), sofern sie nicht gesondert aufgelistet sind.  

Tab. 5. 12: Die zur Klonierung verwendeten Restiktionsenzyme. (*) Deletionskonstrukte von 
hLGD1 bzw. hLGD2 sofern sie nicht gesondert beschrieben wurden 

Konstrukt Plasmid Restriktionsenzyme 

hLGD1* plgdPattB 

pUASattB 

pcDNA3 

KpnI, NotI 

KpnI, NotI 

EcoRI und XhoI 

hLGD1MR pQE-30 Xa BamHI, KpnI 

hLGD1DM14(1-3) pQE-30 Xa BamHI, KpnI 

hLGD2* plgdPattB 

pUASattB 

pcDNA3 

XhoI 

XhoI 

EcoRI und XhoI 

hLGD2DM14(1-3) pcDNA3 

pQE-30 Xa 

HindIII, XhoI 

BamHI, SacI 

LgdMR pcDNA3 

pQE-30 Xa 

HindIII, XhoI 

BamHI, KpnI 

LgdDM14(1-3) pQE-30 Xa BamHI, KpnI 
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Die cDNA für hLGD1 wurde von der Firma GenScript (Piscataway, USA) nach dem 
CC2D1B_003 Transkript von Ensembl (Transcript-ID: ENST00000284376) 
synthetisiert. Die cDNA von hLGD2 (Clone ID: 6585236) wurde von der Firma Source 
BioScience (Cambridge, UK) bezogen.  

In Tabelle 5.13 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide aufgelistet, sowie die 
Primer, welche zur Konstruktherstellung benutzt wurden  

Tab. 5.13: Auflistung der Plasmide. 

Konstrukt Plasmid Primer Herstellung 

hLGD1-HA plgdPattB 

pUASattB 

pcDNA3 

pQE-30 Xa 

 in dieser Arbeit 

 

 

Karolin Kroese 

hLGD1∆C2-HA plgdPattB 

pUASattB 

pcDNA3 

#39, #38 in dieser Arbeit 

 

hLGD1∆DM14-HA plgdPattB 

pUASattB 

pcDNA3 

#39, #47, #48, #49 Jochen Steinbring  

hLGD1∆DM14(1-2)-HA plgdPattB 

pUASattB 

pcDNA3 

#39, #54, #53, #49 in dieser Arbeit 

 

hLGD1∆DM14(3-4)-HA plgdPattB 

pUASattB 

pcDNA3 

#39, #55, #56, #49 in dieser Arbeit 

 

HA-hLGD1 DM14(1-3) plgdPattB 

pUASattB 

pcDNA3 

pQE-30 Xa 

#67, #68 

 

 

#90, #68 

Kristina Scheider 

 

 

in dieser Arbeit 

HA-hLGD1MR plgdPattB 

pUASattB 

pcDNA3 

pQE-30 Xa 

#67, #75, #74, #76 

 

 

#90, #76 

Kristina Scheider  

 

 

in dieser Arbeit 
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Fortsetzung Tabelle 5.13 

Konstrukt Plasmid Primer Herstellung 

hLGD2-HA plgdPattB 

pUASattB 

pcDNA3 

pQE-30xa 

#25, #26 

 

in dieser Arbeit 

 

 

Karolin Kroese 

hLGD2∆C2-HA plgdPattB 

pUASattB 

pcDNA3 

#25, #36, #26, #37 in dieser Arbeit 

 

hLGD2∆DM14-HA plgdPattB 

pUASattB 

pcDNA3 

#25, #45, #26, #46 Jochen Steinbring  

hLGD2∆C815-HA plgdPattB 

pUASattB 

pcDNA3 

#25, #8 in dieser Arbeit 

 

HA-hLGD2 DM14(1-3) plgdPattB 

pUASattB 

pcDNA3 

pQE-30 Xa 

#30, #69 

 

 

#90, #91 

Kristina Scheider  

 

 

in dieser Arbeit  

HA-hLGD2MR plgdPattB 

pUASattB 

pcDNA3 

pQE-30 Xa 

#30, #31, #32, #33 in dieser Arbeit 

 

 

Angie Lindner 

HA-Lgd DM14(1-3) plgdPattB 

pUASattB 

pcDNA3 

pQE-30 Xa 

#70, #71 

 

#87, #71 

#90, #71 

Kristina Scheider  

 

 

in dieser Arbeit 

HA-LgdMR plgdPattB 

pUASattB 

pcDNA3 

pQE-30 Xa 

#70, #73, #72, #76 

 

#87, #76 

#90, #76 

Kristina Scheider  

 

 

in dieser Arbeit 

Lgd pQE-30 Xa  Nadja Ohlenhard  

MBP pBADM-40+  EMBL (Heidelberg) 

MBP-shrub pBADMuta  Sarah Bohnen 
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5.1.11 Synthetische Oligonukleotide 
Alle synthetischen Oligonukleotide (Primer) wurden von BioTeZ (Berlin) oder Biolegio 
BV (Nijmegen, Niederlande) bezogen und sind in den Tabellen 5.14 und 5.15 
zusammengestellt.  

Tab. 5.14: Oligonukleotide zur Klonierung: Die Restriktionsschnittstellen, die für die Klonierung 
verwendet wurden, sind durch Fettdruck gekennzeichnet  

Nr.  Oligonukleotid Sequenz Amplifikation von 
#8 (AS) CC2D1A-

∆C815 
gccctcgaggcctcaagcgtaatctggcacat
cgtatgggtaagcagctgccggcacagggtca
a 

hLGD2∆C815-HA  

#25 (S) CC2D1A ccgctcgaggaattcgccatgcacaagagga
aaggacccccgggacc 

hLGD2-HA  
hLGD2∆C815-HA  
hLGD2∆C2-HA  
hLGD2∆DM14-HA  

#26 (AS) CC2D1A gccctcgaggcctcaagcgtaatctggcacat
cgtatgggtaagccctgcggagccgctgcagct 

hLGD2-HA  
hLGD2∆C2-HA  
hLGD2∆DM14-HA  

#30 (S) hlgd2-mut-
HA-nterm 

ccgctcgaggaattcgccatggcttacccata
cgatgtgccagattacgctcacaagaggaaag
gacccccggga 

HA-hLGD2MR  
HA-hLGD2DM14  
(1-3)  

#31 (AS) hlgd2-mut-
überhang-nterm 

ttgttgacaggggcaggcggcacctgggggca
cgggcaattcagcgacatc 

HA-hLGD2MR  

#32 (S) hlgd2-mut-
überhang-cterm 

gatgtcgctgaattgcccgtgcccccaggtgcc
gcctgcccctgtcaacaa 

HA-hLGD2MR  

#33 (AS) hlgd2-mut-
cterm 

gccctcgaggcctcacctgcggagccgctgca
gctcactctctaccaga 

HA-hLGD2MR  

#36 (AS) hlgd2∆C2- 
überhang nterm 

tgtgggcacagctgccggcacagggtcgaggt
cagggaagatcttgatga 

hLGD2∆C2-HA  

#37 (S) hlgd2∆C2- 
überhang cterm 

tcatcaagatcttccctgacctcgaccctgtgccg
gcagctgtgcccaca 

hLGD2∆C2-HA  

#38 (AS) hlgd1∆C2 gccctcgagcggtaccctatcaagcgtaatct
ggcacatcgtatgggtaagcgagttctgagaag
atcctcacag 

hLGD1∆C2-HA  

#39 (S) hlgd1 ctggaattcgcggccgcccatgatgccaggg
ccaagacctcggaa 

hLGD1∆C2-HA  
hLGD1∆DM14-HA  
hLGD1∆C2-HA  
hLGD1∆DM14(1-2)-
HA  
hLGD1∆DM14(3-4)-
HA  

#45 (AS) 
hlgd2∆DM14- 
überhang nterm 

gggcaaagtcgtccttgttgaccaaggtggtctc
cagccccggatgagg 

hLGD2∆DM14-HA  
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Fortsetzung Tabelle 5.14 

Nr.  Oligonukleotid Sequenz Amplifikation von 

#46 (S) 
hlgd2∆DM14- 
überhang cterm 

cctcatccggggctggagaccaccttggtca
acaaggacgactttgccc 

hLGD2∆DM14-HA  

#47 (AS) 
hlgd1∆DM14- 
überhang nterm 

atgaagtcaccctcctcatccgtcaaagcgtg
tagcccctgagatgctccgg 

hLGD1∆DM14-HA  

#48 (S) 
hlgd1∆DM14- 
überhang cterm 

ccggagcatctcaggggctacacgctttgac
ggatgaggagggtgacttcat 

hLGD1∆DM14-HA  

#49 (AS) CC2D1B ggtaccctcgagtcaagcgtaatctggcac
atcgtatgggtaagccaagcccctgggctcc
agaac 

hLGD1∆DM14-HA  
hLGD1∆DM14(1-2)-HA  
hLGD1∆DM14(3-4)-HA  

#53 (S) hlgd1∆ 
DM14(1-2)- 
überhang cterm 

gcctgctggggcttcagatcctcagcgtgtag
cccctgagatgctccggcct 

hLGD1∆DM14(1-2)-HA  

#54 (AS) hlgd1∆ 
DM14(1-2)- 
überhang nterm 

aggccggagcatctcaggggctacacgctg
aggatctgaagccccagcaggc 

hLGD1∆DM14(1-2)-HA  

#55 (AS) hlgd1∆ 
DM14(3-4)- 
überhang nterm 

gaggatgaagtcaccctcctcatccgtcaac
agcactgtctgtgactctgtaggggc 

hLGD1∆DM14(3-4)-HA  

#56 (S) hlgd1∆ 
DM14(3-4)- 
überhang cterm 

gcccctacagagtcacagacagtgctgttga
cggatgaggagggtgacttcatcctc 

hLGD1∆DM14(3-4)-HA  

#67 (S) HA- hlgd1 
DM14(1-3) 

ctggaattcgcggccgcccatggcttaccc
atacgatgtgccagattacgctatgccaggg
ccaagacctcg 

HA-hLGD1DM14(1-3)  

#68 (AS) HA- hlgd1 
DM14(1-3) 

gcccggtaccctcgagtcacaattcagcaa
agttgactttccgtcctgctcggtgtgctcgaat
agc 

HA-hLGD1DM14(1-3)  

#69 (AS) HA- hlgd2 
DM14(1-3) 

gccctcgaggcctcatgggggcacgggcaa
ttcagcgacatccacggc 

HA-hLGD2DM14(1-3)  

#70 (S) HA- lgd 
DM14(1-3) 

ctggaattcgcggccgcccatggcttaccc
atacgatgtgccagattacgctttctccagaa
agaagccagagc 

HA-LgdDM14(1-3)  

#71 (AS) HA- lgd 
DM14(1-3) 

ggtaccctcgagtcatggtggcacaggcagc
tcatcgtaaggcactggtttgcctgccttgtaca
actttatggc 

HA-LgdDM14(1-3)  

#72 (S) lgdMR 

überhang-cterm 
cgatgagctgcctgtgccaccaggtgccgcc
tgcccctgtcaac 

HA-LgdMR  

#73 (AS) lgdMR 

überhang-nterm 
gttgacaggggcaggcggcacctggtggca
caggcagctcatcg 

HA-LgdMR  
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Fortsetzung Tabelle 5.14 

Nr.  Oligonukleotid Sequenz Amplifikation von 

#74 (S) hlgd1MR 

überhang-cterm 
cggaaagtcaactttgctgaattgggtgccgc
ctgcccctgtcaacaagg 

HA-hLGD1MR  

#75 (AS) hlgd1MR 

überhang-nterm 
cgtccttgttgacaggggcaggcggcaccca
attcagcaaagttgactttccgtcctgc 

HA-hLGD1MR  

#76 (AS) (h)lgdMR gcccggtaccctcgagtcaccatagcgccg
ggcggcctcc 

HA-hLGD1MR  
HA-LgdMR  

#87 (S) HindIII HA- 
lgd  

ctgaagcttccatggcttacccatacgatgtg
ccagattacgctttctccagaaagaagccag
agc 

HA-Lgd DM14(1-3)  

#90 (S) pQE-MR-
BamHI-HA 

ctggatccatggcttacccatacgatgtgcca
gattacgc 

HA-Lgd DM14(1-3)  
HA-LgdMR  
HA-hLGD1MR  
HA-hLGD1 DM14(1-3) 
HA-hLGD2 DM14(1-3)  

#91 (AS) pQE hlgd2 
DM14(1-3) 

ccgagctctcatgggggcacgggcaattca
gcgacatccacg 

HA-hLGD2 DM14(1-3)  

 

In Tabelle 5.15 sind die Sequenzierungs- und Genotypisierungsprimer abgebildet. Die 
Bildungsstellen der Primer, welche an hLGD1-HA oder hLGD2-HA binden, sind in den 
Abbildungen 5.4 und 5.5 dargestellt.  

Tab. 5.15: Oligonukleotide zur Sequenzierung und Genotypisierung  

Nr.  Oligonukleotid Sequenz Bindungsstelle 

#2 (S)-CC2D1A-1400 tgtcgctgaattgcccgtgccc  

#3 (S)-CC2D1A-2900 acacccccctgctccagctgtg  

#5 (S)-CC2D1B-1640 tggagcgagtgcagccagtgat  

#7 (AS)-CC2D1B-2780 agtcaccctcctcatccgtcaa  

#9 (S)CC2D1A-800 ggcccggcgtccacgcctacctacagcc  

#34 pattb_resc_nterm ctgttgcgacgcaaaaattt plgdPattB  

#35 pattb_resc_cterm tgtgagggatatttacaaac plgdPattB  

 hlgd1-1073-
genotyp-R 

atccatgcccagcagcatgtc  

 hlgd1-1744-F atctggcagacctgttgatc  

 hlgd1-876-R cactttgtactctctctgtcg  

 hlgd1-538-R cctctcggtagttgtgaatcc  

 hlgd2-seq-2222-F agttcgaagtggttcacaagg  

 hlgd2-1053-
genotyp-R 

tcagggatcatcaggccatctg  
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Fortsetzung Tabelle 5.15 

Nr.  Oligonukleotid Sequenz Bindungsstelle 

 hlgd2-731-R ttagccaagcctggagatgag  

 hlgd2-1602-F aagggactggagcctatgctg  

 hlgd2-2553-F tgcatagcctcagtgtgctg  

 CMV-Promotor-
genotyp-F 

ctatataagcagagctctctgg CMV-Promotor 

 P01 ctgaaatctgccaagaag pUASattB 

 P02 ggttggaatctaaaatacac pUASattB 

 M13 gtaaaacgagggccag pGEM-T Easy 

 M20 caggaaacagctatgac pGEM-T Easy 

 T7 taatacgactcactataggg pGEM-T Easy 

 SP6 (universal) atttaggtgacactatag pGEM-T Easy 

 L3 tgaagtcagtgtaaagcc 1. DM14 Domäne 
von Lgd (S) 

 L4 aaatgtgtgaagacggacagg 2. DM14 Domäne 
von Lgd (S) 

 L8 cagtcctgactacgatgaac C2 Domäne von 
Lgd (S) 

 

 

Abb. 5.4: Schematische Darstellung von hLGD1-HA und die Bildungsstellen der 
Sequenzierungsprimer. In der Abbildung sind die DM14 Domänen und die C2 Domäne von 
hLGD1 eingezeichnet. Des Weiteren sind die Bildungsstellen der Genotypisierungs- und 
Sequenzierungsprimer eingezeichnet.  
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Abb. 5.5: Schematische Darstellung von hLGD2-HA und die Bildungsstellen der 
Sequenzierungsprimer. In der Abbildung sind die DM14 Domänen und die C2 Domäne von 
hLGD2 eingezeichnet. Des Weiteren sind die Bildungsstellen der Genotypisierungs- und 
Sequenzierungsprimer eingezeichnet.  

5.2 Methoden 

5.2.1 Bakterienkultur 

5.2.1.1 Anzucht und Lagerung von E.coli DH5α Bakterien 

Die Anzucht von E.coli DH5α Bakterien erfolgte in LB-Medium bei 37°C und 200 UpM 
über Nacht. Zur Selektion rekombinanter Bakterien wurden dem Medium das 
entsprechende Antibiotikum hinzugefügt. Die kurzfristige Lagerung erfolgte bei 4°C (1-
2 Wochen) auf LB-Agarplatten oder in LB-Medium. Zur langfristigen Lagerung wurden 
Glycerin Stammkulturen angelegt, indem 700 µl einer dicht bewachsenen 
Übernachtkultur mit 300 µl 87% (v/v) sterilem Glycerin gemischt und anschließend bei -
70°C gelagert wurde.  

LB-Medium:  

1% Baktotrypton; 0,5% Hefeextrakt; 1% NaCl 

LB-Agarplatten:  

LB-Medium, 1,5 % Agar 

Die Antibiotikumzugabe erfolgte bei circa 40°C vor dem Gießen in Petrischalen.  

5.2.1.2 Hitzetransformation kompetenter E.coli DH5α Bakterien 

Die Hitzetransformation kompetenter Bakterien erfolgte nach den Angaben von 
Hanahan (1983). Kompetente E.coli DH5α Bakterien wurden auf Eis aufgetaut, mit 10-
100 ng Plasmid DNA oder einem Ligationsansatz (s. Kap. 5.2.6.3) gemischt und 30 
Minuten auf Eis inkubiert. Die Hitzeschocktransformation der Bakterien erfolgte für 90 
Sekunden bei 42°C. Anschließend wurden die Bakterien 2-3 Minuten auf Eis abgekühlt 
und mit 1 ml LB-Medium versetzt. Zur Regeneration und Vermehrung der Bakterien 
wurden diese 1 Stunde bei 37°C kultiviert. Zur Selektion Plasmid tragender 
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Bakterienkolonien wurden die Bakterien auf Antibiotika-haltigen LB-Agarplatten 
ausgestrichen und über Nacht bei 37°C gelagert.  

5.2.2 Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli 
Zur Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterien wurde das Nucleobond PC100-Kit der 
Firma Macherey-Nagel (Düren) verwendet, welches auf dem Prinzip der alkalischen 
Lyse beruht. Zur Gewinnung großer DNA-Mengen wurden 100 ml Übernachtkultur 
angesetzt und die mitgelieferten Anionenaustauscher-Säulen zur Aufreinigung der 
DNA verwendet. Die gewonnene Plasmid DNA wurde in 50 µl dH2O resuspendiert. Zur 
Isolation kleinerer DNA-Mengen wurden 3 ml Übernachtkultur angesetzt und nur die 
Puffer S1 (Resuspension mit RNAseA), S2 (Zelllyse) sowie S3 (Neutralisation) 
verwendet. Anschließend wurden die gefällten Proteine und die genomische DNA 
abzentrifugiert. Die im Überstand enthaltene Plasmid-DNA wurde mithilfe von 
Isopropanol gefällt. Zum Schluss erfolgten ein Waschschritt mit 70% Ethanol und die 
Trocknung des DNA-Pellets, welchen dann in 20 µl dH2O resuspendiert wurde.  

Zur Gewinnung von sehr reiner DNA für nachfolgende Klonierungsschritte oder 
Sequenzierungen erfolgte die Präparation der Plasmid DNA aus 3 ml einer 
Übernachtkultur mithilfe des „Plasmid Miniprep Kit“ (PeqLab) gemäß 
Herstellerangaben. Diese basiert ebenfalls auf dem Prinzip der alkalischen Lyse.  

S1:  
50 mM Tris-HCl, pH 8; 10 mM EDTA; 100 µg/ml RNase A 

S2:  
200 mM NaOH; 1% SDS 

S3:  
2,8 M Kaliumacetat, pH 5,1 

5.2.3 Agarosegelelektrophorese von DNA 
Die Agarosegelelektrophorese erfolgte nach Sambrook et al. (1996) mit 0,8%-igen oder 
2%-igen (w/v) Agarosegelen in 1xTAE-Puffer mit 0,1 µg/ml Ethidiumbromid. Die 
Dokumentation der Agarosegele erfolgte im UV-Transluminator bei einer Wellenlänge 
von 254 nm. Die DNA Größenmarker wurden von der Firma MBI Fermentas (St.Leon-
Rot) bezogen („GeneRulerTM “1kb DNA Ladder, SM0311).  

50xTAE:  

2M Tris-Base; 57,1 ml/l Eisessig; 50 mM EDTA; pH 8,0  



 Material und Methoden 

144 

5.2.4 Präzipitation, Reinigung und Konzentrationsbestimmung von DNA 

5.2.4.1 DNA-Präzipitation mit Ethanol 

Die Präzipitation von DNA dient der Konzentrierung, Reinigung und Umpufferung. 
Dazu wurden DNA Proben mit 1/10 Vol. 3 M Natrium-Acetat (pH 5,2) und 2,5 Vol. 
Ethanol (96%) für 30 Minuten bei -20°C gefällt. Die gefällte DNA wurde anschließend 
durch Zentrifugation sedimentiert (>20.000 x g, 25 min, 4°C), mit 70% (v/v) Ethanol 
gewaschen und erneut zentrifugiert (>20.000 x g, 20 min, 4°C). Die DNA wurde bei RT 
getrocknet und dann in sterilem 10 mM Tris/HCl (pH 8,4) aufgenommen.  

5.2.4.2 Reinigung von DNA-Fragmenten mittels präparativer Agarose-
gelelektrophorese 

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus PCR-Ansätzen und Restriktion (Kapitel 
5.2.5.1 und 5.2.6.1) wurde eine präparative Agarosegelelektrophorese (0,8% v/v) 
durchgeführt. Die Elektrophorese erfolgte wie unter Kapitel 5.2.3 beschrieben, wobei 
die Fragmente der gewünschten Größe nach ihrer Auftrennung unter langwelligem UV-
Licht mit einem sterilen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten wurden. Mithilfe des 
„NucleoSpin Gel and PCR Clean-up“-Kits (Macherey- Nagel, Düren) wurde die DNA 
aus dem Gel nach Herstellerangaben isoliert.  

5.2.4.3 DNA-Konzentrationsbestimmung 

Diese Art der DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte durch photometrische Messung 
bei 260 nm gegen H2Odest als Leerwert. Bei 1 cm Dicke der Quarzküvette entspricht 
eine OD260nm=1 einer Konzentration von 50 µg/ml doppelsträngiger DNA. Der 
Reinheitsgrad der Lösung wurde durch den Extinktionskoeffizienten E260/E280 ermittelt, 
welcher bei höchstem Reinheitsgrad einen Quotienten von 1,8 ergibt.  

Alternativ wurde die DNA Konzentration mit Hilfe des Nano DropTM (Peqlab, Erlangen) 
bestimmt.  

5.2.5 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

5.2.5.1 PCR Amplifikation von DNA Fragmenten 

Mithilfe der PCR (Polymerase Chain Reaction) können DNA Sequenzen in vitro 
amplifiziert und modifiziert werden (Mullis und Faloona, 1987). Die entstandenen PCR-
Produkte wurden für die Klonierung der hLGD- und lgd-Deletionskonstrukte verwendet. 
Des Weiteren wurden mittels PCR Genotypisierungen von Fliegen durchgeführt und 
rekombinante Bakterienklone identifiziert (s. Kap. 5.2.8.6 und Kap. 5.2.5.3).  
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Für die Klonierungen wurden entweder das Expand High FideltyPLUS PCR System von 
Roche oder die OneTaq von New England Biolabs verwendet. Für Genotypisierungen 
oder die Identifizierung rekombinanter Bakterienklone wurde die Crimson Taq DNA-
Polymerase von New England Biolabs benutzt. Alle Reaktionsansätze wurden nach 
Herstellerangaben angesetzt.  

Der PCR Reaktionsansatz wurde nach folgendem Zyklusprogramm amplifiziert (Tab. 
5.16): 

Tab. 5.16: PCR-Programm. Die Dauer der Kettenverlängerung ist abhängig von der Länge des 
zu amplifizierenden DNA-Fragments. Die Kettenverlängerung wurde mit 1 Min pro 1kb 
Amplifikat berechnet.  

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Dauer [min] 

Initiale Denaturierung 94 2  

35 Zyklen:   

Denaturierung 94 0:30  

Primeranlagerung 65 0:30  

Kettenverlängerung 68 1-4 

Finale Verlängerung 68 7  

 

Um die Größe, Reinheit und Konzentration der spezifischen PCR-Produkte zu 
bestimmen, wurden die Ansätze anschließend mittels Agarosegelelektrophorese 
aufgetrennt (s. Kap. 5.2.4.2).  

5.2.5.2 SOE-PCR 

Die SOE-PCR (Splice-Overlap-Extension) dient der Fusion zweier DNA-Fragmente, die 
um mindestens 30 bp überlappen (Ho et al., 1989). Diese Methode wurde zur 
Generierung der Deletionskonstrukte verwendet, wenn ein Bereich in der Mitte des 
Gens deletiert wurde. Dabei werden in einer ersten PCR-Reaktion mit den 
entsprechenden Oligonukleotiden zunächst zwei Einzelfragmente amplifiziert. Zur 
Depletion der eingesetzten Oligonukleotide wurden die PCR-Produkte mit Hilfe des 
„NucleoSpin Gel and PCR Clean-up“-Kits (Macherey-Nagel, Düren) aus dem 
Agarosegel gereinigt (Kapitel 5.2.5.1). Die Hybridisierung der DNA-Fragmente erfolgte 
in einem Zwischenschritt mithilfe der überlappenden Sequenzbereiche. Dazu wurden 
die DNA-Fragmente im gleichen molaren Verhältnis in einem PCR-Ansatz mit den zwei 
außen flankierenden Oligonukleotiden eingesetzt. Anschließend erfolgte die 
Amplifikation des Fusionsprodukts in einer PCR-Reaktion. In Abbildung 5.6 ist die 
SOE-PCR schematisch dargestellt.  
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Abb. 5.6: SOE-PCR. Durch diese Methode konnten Deletionskonstrukte generiert werden, in 
denen Bereiche in der Mitte des Gens deletiert wurden. Dadurch konnten der Bereich N-
Terminal (rot) und C-Terminal (grün) von der Deletionsstelle nahtlos aneinandergefügt werden. 
Die Produkte aus der 1. PCR beinhalten komplementäre Bereiche, welche durch die Primer 
angefügt wurden. Die komplementären Bereiche dienen in der 2. PCR als Primer für das 
Gesamtprodukt. Die so erzeugte Matrize wird mithilfe der Primer #1 und #4 amplifiziert. RS 
steht für eingefügte Restriktionsschnittstellen.  

5.2.5.3 Identifikation rekombinanter Bakterienklone mittels Kolonie-PCR 

Zur schnellen Identifikation rekombinanter Bakterienklone ohne Plasmidpräparation 
und Kontrollrestriktion wurde die direkte PCR-Analyse in Anlehnung an die für Hefen 
beschriebenen Methode eingesetzt (Jesnowski et al., 1995). Einzelne Bakterien-
Kolonien wurden steril von den Agarplatten gepickt und in einem PCR-Ansatz mit 25 µl 
Gesamtvolumen resuspendiert. Anschließend erfolgte eine Standard PCR-Reaktion (s. 
Kap. 5.2.5.1) mit Insert-spezifischen Oligonukleotiden (s. Tab. 5.15). Die initiale 
Denaturierung (96°C, 4 min) diente dabei der Freisetzung der Plasmid DNA aus den 
Bakterien. Die Analyse des PCR-Reaktionsansatzes erfolgte mittels einer 
Agarosegelelektrophorese. 
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5.2.5.4 DNA-Sequenzierung  

Um die Plasmid-DNA zu verifizieren wurde eine Sequenzierung durchgeführt. Dazu 
wurden 600-700 ng DNA mit 20 pmol Sequenzierungsprimer in einem Gesamtvolumen 
von 7 µl zusammengefügt. Die Sequenzierung wurde von der Firma Seqlab 
(Göttingen) durchgeführt. Die Sequenzdaten wurden mit der systemeigenen Software 
aufgezeichnet und mit dem Programm VektorNTI AdvanceTM 10 (Invitrogen, Karlsruhe) 
ausgewertet.  

5.2.6 Enzymkatalysierte Modifikation von DNA 

5.2.6.1 DNA-Restriktion 

Die verwendeten Enzyme spalten die DNA an definierten Schnittstellen, bei denen die 
DNA-Erkennungssequenz der Spaltstelle entspricht. Pro µg DNA wurden 1-3 Units 
Restriktionsenzym eingesetzt. Eine Enzymeinheit (Unit) entspricht dabei der definierten 
Menge an Enzym, die in einer Stunde 1 µg DNA bei der vorgegebenen Temperatur 
(meist 37°C), in 10 µl Gesamtvolumen spaltet. DNA-Restriktionen fanden nach den 
Vorgaben des Herstellers (New England Biolabs, Ipswich, USA) in den mitgelieferten 
Puffern unter Einhaltung der jeweiligen optimalen Inkubationszeiten und Temperaturen 
statt. Die Restriktion mit zwei Enzymen erfolgte in einem Ansatz.  

5.2.6.2 Dephosphorylierung von DNA 

Wenn Konstrukte nur über eine Restriktionsschnittstelle in den Vektor inseriert werden, 
wurde der geschnittene Vektor zunächst am 5’-Ende dephosphoryliert. Damit wird bei 
der Ligation die Religation des Vektors verhindert. Nach der DNA Restriktion wurde 
einem 10 µl Ansatz 1 µl Phosphatase (CIAP) von Fermentas und 1,5 µl 10x 
Phosphatasepuffer hinzugefügt. Der Ansatz wurde auf 15 µl mit dH2O aufgefüllt und für 
30 Min. bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die Phosphatase durch eine 15 
minütige Inkubation bei 65°C inaktiviert. Danach erfolgte die Aufreinigung der DNA 
mittels einer Agarosegelelektrophorese.  

5.2.6.3 Ligation restringierter DNA 

Die Ligation isolierter DNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe der T4-DNA-Ligase in dem 
vom Hersteller angegebenen Puffersystem (New England Biolabs, Ipswich, USA). 
Dabei wurde das DNA-Insert im dreifachen molaren Überschuß zum Vektor in einem 
Gesamtvolumen von 10 µl eingesetzt. Der Reaktionsansatz (Tab. 5.17) wurde 
mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend zur 
Transformation kompetenter Bakterien eingesetzt (s. Kap 5.2.1.2).  
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Tab. 5.17: Ligationsansatz.  

Komponenten Verwendetes Volumen 

DNA-Gesamtmenge 100 ng (ein 3:1 molares 
Verhältnis der Vektor-DNA zur Insertions-DNA) 

2-4 µl 

10xLigationspuffer 1 µl 

T4 DNA Ligase (1 U/µl) 1 µl 

H2O 4-6 µl 

Gesamtvolumen Σ 10 µl 

 

5.2.7 Zellkultur 

5.2.7.1 Allgemeine Kulturbedingungen 

Die Durchführung aller Zellkulturarbeiten fand unter der Sterilbank HeraSafe Typ12 
(Hareus Instruments, Hanau) statt. Die Zellen wurden im Inkubator Forma Steri-Cycle 
CO2-Inkubator (Thermo Scientific, Waltham, USA) unter 5% CO2-Versorgung bei 37°C 
und 95 bis 100%-iger Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Verwendung der Medien, Zusätze 
und Lösungen fand unter sterilen Bedingungen statt. Vor Gebrauch wurden die 
verwendeten Medien, sowie Wasch- und andere Lösungen auf 37°C vorgewärmt oder 
auf 4°C abgekühlt. Für die Kultivierung von Zelllinien wurde das Medium DMEM mit 
Phenolrot und (PAA, Pasching, A) verwendet. Die Zellkultur Medien wurden jeweils mit 
10% fetalem Kälberserum (FCS, PAA, Pasching, A) und Penicillin-Streptomycin (50 
U/ml Penicillin, 50 µg/ml Streptomycin; PAA, Pasching, A) versetzt.  

5.2.7.2 Kryokonservierung von Zellen 

Zur langfristigen Lagerung von Zelllinien wurden die Zellen sedimentiert (1000 x g, 5 
min, RT), in 500 µl Kulturmedium aufgenommen und mit 500 µl 2x Gefriermedium 
versetzt. Die Zellsuspensionen wurden in thermostabilen Kryoröhrchen zunächst -80°C 
gelagert, und zur langfristigen Lagerung in flüssigen Stickstoff überführt. 

2x Gefriermedium:  

80% FCS, 20% DMSO 

5.2.7.3 Passage adhärenter Zellen durch Trypsinierung 

Zur Passagierung adhärenter Zellen wurde der Zellkulturüberstand abgenommen, die 
Zellen einmal mit 10 ml PBS (137 mM NaCl, 2,6 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM 
KH2PO4, pH 7,4) gewaschen und mit 1x Trypsin-EDTA Lösung (Sigma, Deisenhofen) 
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überschichtet. Die enzymatische Reaktion erfolgte durch eine 1-5 minütige Inkubation 
der Zellkulturen bei 37°C, die sich so von der Kulturschalenoberfläche ablösten. 
Anschließend wurden die abgelösten Zellen in 5 ml Kulturmedium aufgenommen, 
welches ein Abstoppen der Trypsin-Aktivität zur Folge hatte. Die Passage der Zellen 
erfolgte je nach Zelllinie nach einem individuellen Verdünnungsfaktor. 

5.2.7.4 Bestimmung der Zellzahl 

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen wie in Kapitel 5.2.7.3 beschrieben 
trypsiniert und das Zellsediment nach Zentrifugation in 1 ml Medium aufgenommen.  

Diese Suspension wurde 1:100 verdünnt und 10 µl auf eine Neubauer Zählkammer 
gegeben. Nach Auszählung von vier Quadranten wurde der Mittelwert gebildet und mit 
der Verdünnung und 104 multipliziert, da das Volumen des Hauptquadrants 10-4 ml 
beträgt. Das Ergebnis entspricht der Zellzahl pro Milliliter.  

Zellzahl/ml = Zellzahl x Verdünnungsfaktor (100) x Kammerfaktor (104) 

5.2.7.5 Transfektion humaner Zellen mittels Lipofektion 

Bei der Lipofektion wird die Plasmid-DNA mit Hilfe von fein verzweigten 
Trägermolekülen eingeschlossen, deren positiv geladene Amino-Gruppen die DNA 
umschließen und die Passage durch die Zellmembran erleichtern (Felgner et al., 
1987).  

Zur Transfektion eukaryotischer Zellen wurde das Lipofectamine®2000 Reagenz (Life 
Technologies, Darmstadt) verwendet, das in serumfreiem Kulturmedium die Plasmid-
DNA komplexiert. Der DNA-Lipofectamine-Komplex bindet an negativ geladene 
Rezeptoren, bevorzugt Glykoproteine, der eukaryotischen Zelle und ermöglicht so die 
Endocytose in ein von einer einschichtigen Membran umhülltes Lysosom. Das 
alkalische Lipofectamine-Reagenz wirkt bei pH<5 als Puffer-Substanz und erhöht den 
pH-Wert des Lysosomenkompartiments, so dass lysosomale Nukleasen erfolgreich 
inhibiert werden. Jeweils 4 x105 Zellen wurden 24 Stunden vor der Transfektion in 500 
µl Kulturmedium (DMEM, 10% FCS) pro 200 mm2 Vertiefung einer 24-Well Kulturplatte 
ausgesät und über Nacht bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Pro Transfektionsansatz 
wurde 0,8 µg Plasmid-DNA in 25 µl OptiMEM verdünnt, getrennt davon wurde 1 µl 
Lipofectamine-Reagenz mit 25 µl OptiMEM vermischt. Beides wurde für 5 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert und anschließend zusammengefügt und vermischt. Die 
Komplexbildung fand bei 20 minütiger Inkubation des Ansatzes bei Raumtemperatur 
statt. Anschließend wurde der Transfektionsansatz tropfenweise zu den kultivierten 
Zellen in 500 µl Kulturmedium gegeben.  
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5.2.7.6 Antikörperfärbung humaner Zellen 

Um die Proteine in den Zellen mit Antikörpern detektieren zu können, wurden zunächst 
4x105 Zellen auf einer 24 well-Platte ausgesät (s. Kap. 5.2.7.4). Da die Zellen in der 
24-well Platte nicht unter dem Mikroskop untersucht werden können, wurde in die 
Vertiefung der 24-well Platte ein Glasdeckgläschen gegeben auf dem die Zellen 
wachsen konnten. Je nach Versuchsansatz wurden die Zellen nach 24h transfiziert (s. 
Kap. 5.2.7.5) oder direkt für die Antikörperfärbung vorbereitet. Alle 
Antikörperfärbungsschritte fanden auf dem Schwenker statt und alle Waschschritte 
erfolgten in 1xPBS für 5 Minuten bei Raumtemperatur. Zunächst wurde das Medium 
entfernt und die Zellen gewaschen, damit die restlichen Mediumrückstände entfernt 
wurden. Anschließend wurden die Zellen mit 200 µl 4 % Paraformaldehyd (PFA) für 10 
Minuten bei RT fixiert. Um das PFA zu entfernen, folgten erneut drei Waschschritte. 
Um die Zellen zu Permeabilisieren, wurden sie für 10 Minuten in PBS mit 0,3% Triton 
bei RT geschüttelt. Anschließend wurden die Zellen wieder dreimal gewaschen. 
Danach wurden die Zellen in 10% Blockierlösung für 30 Minuten bei Raumtemperatur 
geblockt. Die Zellen wurden über Nacht bei 4°C in 200 µl Färbelösung mit dem 
Primärantikörper inkubiert. Nach der Inkubation mit dem Primärantikörper wurden die 
Zellen wieder dreimal gewaschen. Im Anschluss wurde der Sekundärantikörper in 200 
µl Färbelösung auf die Zellen gegeben und für 1h bei RT inkubiert. Danach wurde der 
Sekundärantikörper dreimal heruntergewaschen. Die Kernfärbung erfolgte durch eine 
DAPI- Färbung der Zellen. Dabei wurde DAPI 1:333 (100 µg/ml, 0,18M Tris-HCl pH 
7,5) in PBS verdünnt und die Zellen damit für 1h bei RT inkubiert. Anschließend 
wurden die Zellen wieder dreimal gewaschen. Zum Schluss erfolgte die Einbettung in 
VectaShield, wobei das Deckglas vorsichtig aus der 24-well Platte genommen wurde 
und umgedreht auf einen Objektträger mit einem kleinen Tropfen VectaShield abgelegt 
wurde. Die Objektträger wurden danach bei 4°C gelagert.  

10% Blockierlösung in PBS:  

0,1 % Tween-20; 10 % NGS; 0,3 M Glycin 

Färbelösung in PBS: 

0,1 % Tween-20; 1,5 % NGS 

5.2.8 Drosophila melanogaster 

5.2.8.1 Fliegenanzucht und Haltung 

Die Fliegen wurden in zylindrischen Plastikröhrchen gehalten, welche zu einem Drittel 
mit Futtermedium gefüllt waren und mit einem Schaumstoffstopfen verschlossen 
wurden. Die Haltung der Fliegen erfolgte bei 18°C bzw. Raumtemperatur. Kreuzungen 
wurden auf 25°C durchgeführt. Dazu wurden jungfräuliche Weibchen mit Männchen in 
einem Verhältnis von ungefähr 1:4 miteinander verpaart.  
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Futtermedium (20 Liter): 

100 g Agar; 1,4 kg Maismehl; 336 g Trockenhefe; 190 g Sojamehl; 900 g Malzextrakt; 
800 g Zuckerrübensirup; 90 ml Propionsäure; 30 g Napaginpulver 

5.2.8.2 Verwendete Fliegenstämme 

In Tabelle 5.18 sind die in dieser Arbeit eingesetzten Fliegenstämme aufgelistet. 
Sofern nicht anders angegeben wurden die Fliegenstämme in dieser Arbeit hergestellt.  

Tab. 5.18: Auflistung der verwendeten Fliegenstämme 

Genotyp Referenz 

w; If/CyOwg-lacZ; MKRS/TM6b 
Frank Sprenger 
wg-lacZ: (Kassis et al., 
1992) 

w; If;+/SM6a-TM6b Thomas Klein 

w; lgdd7 FRT40A/ CyOwg-lacZ; MKRS/TM6b (Gallagher und Knoblich, 
2006) 

w; lgdd7 FRT40A; Gbe+Su(H)-lacZ/SM6aTM6b Gbe+Su(H)-lacZ: (Furriols 
und Bray, 2001) 

w; lgdd7, shrub4-1; Gbe+Su(H)-dsRed/SM6aTM6b Nadja Ohlenhard, Thomas 
Klein  

w; ptcGAL4; tub Rab5-CFP, tub Rab7-YFP/ SM6a-
TM6b 

tub Rab5-CFP, tub Rab7-
YFP: (Marois et al., 2006) 
ptcGAL4: (Speicher et al., 
1994) 

w; If/CyOwg-lacZ; lgdP hlgd1-HA attP86Fb/TM6b  

w; If/CyOwg-lacZ; lgdP hlgd1∆DM14-HA attP86Fb/ 
TM6b 

Jochen Steinbring 
(Bachelorarbeit, 2011) 

w; If/CyOwg-lacZ; lgdP hlgd1∆DM14(1-2)-HA 
attP86Fb/ TM6b  

w; If/CyOwg-lacZ; lgdP hlgd1∆DM14(3-4)-HA 
attP86Fb/ TM6b  

w; If/CyOwg-lacZ; lgdP hlgd1∆C2-HA attP86Fb/ TM6b  

w; If/CyOwg-lacZ; lgdP HA- hlgd1DM14(1-3) attP86Fb/ 
TM6b 

Kristina Scheider 
(Bachelorarbeit, 2012) 

w; If/CyOwg-lacZ; lgdP HA- hlgd1MR attP86Fb/ TM6b  

w; If/CyOwg-lacZ; lgdP hlgd2-HA attP86Fb/ TM6b  

w; If/CyOwg-lacZ; lgdP hlgd2∆C815-HA attP86Fb/ 
TM6b  

w; If/CyOwg-lacZ; lgdP hlgd2∆DM14-HA attP86Fb/ 
TM6b 

Jochen Steinbring 
(Bachelorarbeit, 2011) 

w; If/CyOwg-lacZ; lgdP hlgd2∆C2-HA attP86Fb/ TM6b  
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Fortsetzung Tabelle 5.18 

Genotyp Referenz 

w; If/CyOwg-lacZ; lgdP HA-hlgd2DM14(1-3) attP86Fb/ 
TM6b  

w; If/CyOwg-lacZ; lgdP HA-hlgd2MR attP86Fb/ TM6b  

w; If/CyOwg-lacZ; lgdP HA- lgdDM14(1-3) attP86Fb/ 
TM6b 

Kristina Scheider 
(Bachelorarbeit, 2012) 

w; If/CyOwg-lacZ; lgdP HA- lgdMR attP86Fb/ TM6b Kristina Scheider 
(Bachelorarbeit, 2012) 

w; If/CyOwg-lacZ; UAS hlgd1-HA attP86Fb/TM6b  

w; If/CyOwg-lacZ; UAS hlgd1∆DM14-HA attP86Fb/ 
TM6b 

Jochen Steinbring 
(Bachelorarbeit, 2011) 

w; If/CyOwg-lacZ; UAS hlgd1∆C2-HA attP86Fb/ TM6b  

w; If/CyOwg-lacZ; UAS HA- hlgd1DM14(1-3) attP86Fb/ 
TM6b 

Kristina Scheider 
(Bachelorarbeit, 2012) 

w; If/CyOwg-lacZ; UAS HA- hlgd1MR attP86Fb/ TM6b  

w; If/CyOwg-lacZ; UAS hlgd2-HA attP86Fb/ TM6b  

w; If/CyOwg-lacZ; UAS hlgd2∆C815-HA attP86Fb/ 
TM6b  

w; If/CyOwg-lacZ; UAS hlgd2∆DM14-HA attP86Fb/ 
TM6b 

Jochen Steinbring 
(Bachelorarbeit, 2011) 

w; If/CyOwg-lacZ; UAS hlgd2∆C2-HA attP86Fb/ TM6b  

w; If/CyOwg-lacZ; UAS HA-hlgd2DM14(1-3) attP86Fb/ 
TM6b  

w; If/CyOwg-lacZ; UAS HA-hlgd2MR attP86Fb/ TM6b  

w; If/CyOwg-lacZ; UAS HA- lgdDM14(1-3) attP86Fb/ 
TM6b 

Kristina Scheider 
(Bachelorarbeit, 2012) 

w; If/CyOwg-lacZ; UAS HA- lgdMR attP86Fb/ TM6b Kristina Scheider 
(Bachelorarbeit, 2012) 

w; lgdd7 FRT40A; lgdP hlgd1-HA attP86Fb/SM6a-
TM6b  

w; lgdd7 FRT40A; lgdP hlgd1∆DM14-HA attP86Fb/ 
SM6a- TM6b 

Jochen Steinbring 
(Bachelorarbeit, 2011) 

w; lgdd7 FRT40A; lgdP hlgd1∆DM14(1-2)-HA 
attP86Fb/ SM6a- TM6b  

w; lgdd7 FRT40A; lgdP hlgd1∆DM14(3-4)-HA 
attP86Fb/ SM6a- TM6b  

w; lgdd7 FRT40A; lgdP hlgd1∆C2-HA attP86Fb/ 
SM6a- TM6b  
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Fortsetzung Tabelle 5.18 

Genotyp Referenz 

w; lgdd7 FRT40A; lgdP HA-hlgd1DM14(1-3) 
attP86Fb/ SM6a- TM6b 

Kristina Scheider 
(Bachelorarbeit, 2012) 

w; lgdd7 FRT40A; lgdP HA-hlgd1MR attP86Fb/ SM6a- 
TM6b  

w; lgdd7 FRT40A; lgdP hlgd2-HA attP86Fb/ SM6a- 
TM6b  

w; lgdd7 FRT40A; lgdP hlgd2∆C815-HA attP86Fb/ 
SM6a- TM6b  

w; lgdd7 FRT40A; lgdP hlgd2∆DM14-HA attP86Fb/ 
SM6a- TM6b 

Jochen Steinbring 
(Bachelorarbeit, 2011) 

w; lgdd7 FRT40A; lgdP hlgd2∆C2-HA attP86Fb/ 
SM6a- TM6b  

w; lgdd7 FRT40A; lgdP HA-hlgd2DM14(1-3) 
attP86Fb/ SM6a- TM6b  

w; lgdd7 FRT40A; lgdP HA-hlgd2MR attP86Fb/ SM6a- 
TM6b  

w; lgdd7 FRT40A; lgdP HA- lgdDM14(1-3) attP86Fb/ 
SM6a- TM6b 

Kristina Scheider 
(Bachelorarbeit, 2012) 

w; lgdd7 FRT40A; lgdP HA- lgdMR attP86Fb/ SM6a- 
TM6b 

Kristina Scheider 
(Bachelorarbeit, 2012) 

5.2.8.3 Herstellung transgener Fliegen 

Da bei der Analyse der Deletionskonstrukte Positionseffekte vermieden werden sollten, 
wurde das attB/attP System für die Transgenese verwendet (Bischof et al., 2007).  

Das attB/attP System beruht darauf, dass durch ein M-Element (Mariner (M) 
Transposon M{3x P3 RFPattP}) Integrationsstellen ins Genom integriert wurden und 
der Insertionsort anschließend bestimmt wurde. Es sind mehrere Insertionsorte für 
jedes Chromosom vorhanden. Des Weiteren wird eine ΦC-31 Integrase für die stabile 
Integration der Transgene in das Genom benötigt. Dazu wurde die ΦC-31 Integrase 
stabil in die attPsite 2A in das Genom integriert unter der Kontrolle des vasa 
Promotors, welcher in der Keimbahn aktiv ist (Bischof et al., 2007).  

Alle Konstrukte wurden in die attP86Fb Insertionsstelle integriert, welche auf dem 
dritten Chromosom rechts lokalisiert ist (s. Abb. 5.7A). Der Fliegenstamm, in den 
injiziert wurde, enthält somit die ΦC-31 Integrase in attPZH2A auf dem X-Chromosom 
im y w Hintergrund und die gewünschte Insertionsstelle attP86Fb.  
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Abb. 5.7: Schematische Darstellung der attP Integrationsstellen sowie des 
Integrationsmechanismus des pUASTattB in die Integrationsstelle. A: schematische 
Darstellung aller vier Chromosomen in denen die möglichen Integrationsstellen eingezeichnet 
sind. Der Insertionsort (attP86Fb), welcher in dieser Arbeit verwendet wurde, wurde eingerahmt. 
B: Der pUASTattB Vektor enthält ein 285 bp großes attB Fragment, sowie das white+ Gen, eine 
UAS-MCS-SV40 Kassette und eine einzelne loxP Stelle. Die Integration des Vektors ins Genom 
erfolgt durch die ΦC-31 Integrase, welche die Rekombination zwischen der attB und attP Stelle 
vermittelt (Bischof et al., 2007).  

 

Die Integrationsereignisse zeigen sich in der folgenden Generation. Durch den 
Selektionsmarker w+ erfolgt die Identifikation der stabilen Integrationsereignisse 
anhand der roten Augenfarbe. Die Stärke der Augenfarbe ist vom Insertionsort 
abhängig. Der Insertionsort attP86Fb zeigt eine wildtypisch rote Augenfarbe (Bischof et 
al., 2007). In Abb. 5.7B wurde der Integrationsmechanismus beispielhaft am 
pUASTattB- Vektor schematisch dargestellt.  

Bevor die DNA in die Embryonen injiziert werden konnte, wurden Embryonen aus einer 
bis zu 30 minütigen Ablage, mit einer Chlorix-Wasser-Mischung (1:1) für 1 Minute 
dechorionisiert. Die Mischung wurde danach durch einminütiges intensives Waschen 
mit Leitungswasser entfernt. Die Embryonen wurden dann auf einem 
Apfelsaftagarblöcken aufgereiht und auf ein mit Heptan-Kleber bestrichenes 
Deckgläschen übertragen. Die anschließende Trocknung der Embryonen erfolgte im 
Exsikator auf Silikagel für 5-11 Minuten. Danach wurden die Embryonen mit 10S 
Voltalev-Öl überschichtet und das Deckglas wurde auf einem Objektträger positioniert. 
Die Injektion erfolgte in den posterioren Pol der Embryonen mittels einer 
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Microinjektionsvorrichtung. Die Injektionsnadel wurde zuvor mit 0,7 µl 
Injektionsmischung beladen. Zu alte Embryonen, die die schon beginnende 
Zellularisierung zeigten, wurden entfernt. Nach der Injektion wurde das Deckgläschen 
in eine Schale überführt und mit 3S Voltalev-Öl überschichtet, um ein Austrocknen der 
Embryonen zu verhindern. Die injizierten Embryonen wurden über Nacht bei 25°C in 
einer feuchten Kammer inkubiert. Am nächsten Tag wurden die schlüpfenden Larven 
aufgesammelt und in einer kleinen Menge frischer Hefe in ein Futterröhrchen überführt.  

Die geschlüpften Fliegen wurden gegen den Multibalancer-Stamm w-; If/Cyowg-lacZ; 
MKRS/TM6b ausgekreuzt und transgene Fliegen wurden nach einer erneuten 
Kreuzung gegen den Multibalancer-Stamm über w-; If/Cyowg-lacZ; X/TM6b etabliert.  

Injektionsmix (10 µl):  

400 ng/µl Plasmid- DNA; 1 µl 10x Injektionspuffer; 1 µl 2% Phenolrot 

10x Injektionspuffer:  

1 mM Na-Phosphatpuffer pH 6, 8; 50 mM KCL  

5.2.8.4 Das GAL4/UAS System 

Das GAL4/UAS System wird dazu genutzt, um Gene Gewebe- und 
entwicklungsspezifisch anzuschalten (Brand und Perrimon, 1993); (Phelps und Brand, 
1998).  

Der Treiberstamm besteht aus dem Transkriptionsaktivator GAL4, welcher unter einem 
endogenen Promotor exprimiert wird. Durch die Wahl des Promotors kann die 
Expressionsdomäne, bzw der Zeitpunkt bestimmt werden, an dem das Transgen 
exprimiert werden soll. GAL4 wird je nach Promotor die ganze Zeit gebildet. Das 
Transgen kann allerdings erst abgelesen werden, wenn neben dem GAL4 auch eine 
UAS („upstream activating sequence“) anwesend ist. Die UAS besitzt spezifische 
Bindungsstellen für das GAL4. Da dieses System aus der Hefe stammt, gibt es kein 
endogenes UAS in der Fliege und die Expression von GAL4 alleine kann keine 
Transkription aktivieren.  

Der Effektorstamm besteht aus einer UAS mit einem Basalpromotor, welche vor dem 
Gen von Interesse inseriert sind. Das Transgen wird nur in Anwesenheit von GAL4 
aktiviert. Um die Transkription des Transgens zu aktivieren, wird der Treiberstamm mit 
dem Effektorstamm gekreuzt. Dann kann das gebildete GAL4 an die UAS binden und 
die Expression des Transgens aktivieren (s. Abb. 5.8).  
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Abb. 5.8: Schematische Darstellung des GAL4/UAS-Systems. Durch die Kreuzung des 
Treiberstamms gegen den Effektorstamm, kann das GAL4 gewebe- und entwicklungsspezifisch 
exprimiert werden. Dieses kann nun an seine DNA-Bindungsstelle UAS binden und dadurch 
kann das Transgen transkribiert werden (modifiziert nach Muqit und Feany, 2002).  

5.2.8.5 Der Notch Reporter Gbe+Su(H)  

Der Notchreporter Gbe+Su(H) kann dazu verwendet werden in der 
Flügelimaginalscheibe die Aktivität des Notch- Signalweges nachzuweisen (Furriols 
und Bray, 2001).  

Das Reporterkonstrukt besteht aus drei aufeinander folgenden Bindungsstellen für den 
Transkriptionsfaktor Grainyhead (Gbe= Grainyhead binding element). Daran schließen 
sich zwei Bindungsstellen für Su(H) und ein Minimalpromotor an. Zum Schluss folgt 
noch das Markergen, wie z. B. lacZ oder dsRed (s. Abb. 5.9) (Furriols und Bray, 2001).  

Su(H) kann sowohl als Repressor als auch als Aktivator fungieren, je nachdem 
welchen Co-Faktor es gebunden hat (Furriols und Bray, 2000; Morel und Schweisguth, 
2000). So unterdrückt Su(H) die ubiquitäre Expression von Gbe solange es keinen 
Aktivator gebunden hat. Wenn allerdings die NICD anwesend ist, verdrängt dies den 
Co-Repressor von Su(H) und die NICD kann an Su(H) binden und somit die 
Transkription des Markergens starten.  
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Abb. 5.9: Schematische Darstellung des Notch-Reportergenkonstruktes Gbe+Su(H) 
sowie der Mechanismus seiner Aktivierung. A: Der genomische Bereich besteht aus drei 
Bindestellen des Transkriptionsfaktors Grainyhead, Gbe (blau). Darauf folgen zwei Su(H) 
Bindestellen (grün) sowie der hsp70 Promotor (orange). B: Ist die NICD abwesend bindet an 
Su(H) (grün) ein Co-Repressor (grau). Dadurch wird die Expression des Markergens verhindert, 
obwohl der Aktivator Grainyhead (blau) gebunden hat. Sobald die die NICD (orange) an Su(H) 
bindet, wird der Repressor verdrängt und das Markergen aktiviert (Furriols und Bray, 2001).  

5.2.8.6 Genomische DNA-Isolierung aus adulten Fliegen 

Zur DNA-Isolation wurden zunächst circa 30 adulte Fliegen in einem Reaktionsgefäß 
gesammelt und bei -20°C bis zur Unbeweglichkeit betäubt. Danach wurden 200 µl 
Puffer A hinzugefügt und die Fliegen mit einem Stößel homogenisiert. Danach wurden 
noch mal 200 µl Puffer A hinzugegeben und die Fliegen solange weiter homogenisiert 
bis nur noch die Kutikulae zu sehen waren. Dieser Schritt sollte nicht länger als 5 
Minuten dauern. Anschließend wurden die homogenisierten Fliegen bei 65°C für 30 
Minuten inkubiert. Danach wurden 800 µl LiCl/KAc-Lösung dazugegeben und für 10 
Min erfolgte eine Inkubation auf Eis. Anschließend wurde die DNA von den restlichen 
Zellbestandteilen durch Zentrifugation bei 13000 rpm für 15 Minuten bei 
Raumtemperatur getrennt. Der Überstand, welcher die DNA enthielt, wurde in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt und danach erfolgte eine Fällung der DNA. Dazu 
wurden 600 µl Isopropanol hinzugefügt, dies wurde kurz gemischt und dann bei 13000 
rpm für 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Anschließend wurden 700 µl 70%iger Ethanol 
dazugegeben und wiederum für 5 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Das Pellet 
enthielt die DNA und der Überstand wurde verworfen. Die DNA wurde bei 37°C im 
Heizblock für 20-30 Minuten getrocknet. Zum Schluss wurde die DNA in 150 µl dH2O 
aufgenommen und erst bei 65°C für 10 Minuten und dann bei 4°C über Nacht 
resuspendiert. Die Lagerung der DNA erfolgte auch bei 4°C.  

Puffer A:  

100 mM Tris HCl (pH 7,5); 100 mM EDTA; 100 mM NaCl; 0,5% SDS 

LiCl/KAc-Lösung:  

250 µl 5M KAc; 625 µl 6M LiCl (1:2,5) 



 Material und Methoden 

158 

5.2.8.7 Präparation und Antikörperfärbung von Flügelimaginalscheiben 

Es wurden Larven des späten zweiten bis dritten Larvenstadiums für die 
Antikörperfärbung präpariert. Dazu wurden die Flügelimaginalscheiben in den Larven 
in 1x PBS freipräpariert, indem die Larven auseinandergerissen, der vordere Teil 
umgestülpt, der Darm und das Fett entfernt wurden. Die präparierten Larven wurden in 
ein Siebchen gegeben, welches in einer 24-Loch- Platte platziert wurde. Darin fanden 
alle weiten Schritte statt, die falls nicht anders angegeben bei Raumtemperatur auf 
dem Schwenker, zur besseren Durchmischung, durchgeführt wurden. Für alle 
Waschschritte wurde PBT verwendet.  

Nachdem das PBS entfernt wurde, wurden die Larven in 4% Paraformaldehyd (PFA) 
für 30 Minuten fixiert. Danach erfolgten drei Waschschritte für je 10 Minuten. Um alle 
unspezifischen Proteinbindungsstellen abzusättigen, wurden die Larven in 5% „normal 
goat serum“ (NGS) in PBT für mindestens 30 Minuten inkubiert. Anschließend erfolgte 
die Inkubation der Larven in dem primären Antikörper in 5% NGS in PBT für 90 
Minuten. Danach wurde der Antikörper in drei Waschungen für je 15 Minuten 
heruntergewaschen. Dann wurden die Larven mit dem Sekundärantikörper, der gegen 
den primären Antikörper gerichtet ist, für 60 Minuten inkubiert. Anschließend erfolgten 
zwei zehnminütige Waschschritte und eine vierminütige Färbung der DNA mittels 
Hoechst (1:10.000). Danach wurden die Larven noch zweimal für je 10 Minuten 
gewaschen. Zum Schluss wurden die Larven in ein Blockschälchen mit PBS überführt 
und die Flügelimaginalscheiben von den Larven abgetrennt, diese auf einen 
Objektträger mit einem kleinen VectaShield Tropfen überführt und mit einem Deckglas 
abgedeckt. Die Präparate wurden mikroskopisch analysiert und bei 4°C im Dunkeln 
gelagert.  

10x PBS: 

1,37 M NaCl; 27 mM KCl; 100 mM Na2HPO4; 20 mM KH2PO4; pH 7,4 

PBT:  

0,3% Triton-X 100 in PBS 

5.2.8.8 Dokumentation der Fluoreszenzaufnahmen 

Die Flügelimaginalscheiben wurden immer in folgender Orientierung dargestellt: 
anterior/links, posterior/rechts, dorsal/oben, ventral/unten. Die Übersichtsaufnahme der 
gesamten Flügelimaginalscheibe erfolgte mit dem 10x Objektiv, die Übersicht des 
Flügelfeldes mittels des 25x Objektivs und die Detailaufnahme mittels des 63x 
Objektivs.  

Die Übersicht der Säugetierzellen erfolgte mittels des 63x Objektivs. Daraus wurde 
eine Vergrößerung mittels Photoshop erstellt. In der Übersicht wurde die Stelle, welche 
vergrößert wurde mit einem weißumrandeten Rechteck markiert. Ein Maßstabsbalken 
befindet sich immer im ersten Bild einer Zeile oder Spalte der Kollage. Die Kollagen 
wurden mit Photoshop erstellt.  
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5.2.9 Proteinbiochemische Methoden 

5.2.9.1 Herstellung von Proteinlysaten 

Proteinlysatherstellung aus Drosophila melanogaster  

Um Proteine im Western Blot detektieren zu können, wurden sie aus Drosophila 
melanogaster L3 Larven isoliert. Dazu wurden die Larven in 1x PBS in einem 
Blockschälchen auseinandergerissen, dann umgestülpt und der Darm und das Fett 
entfernt. Die freipräparierten Larven wurden in einem Blockschälchen mit PBS auf Eis 
gesammelt. Anschließend wurden 2 µl Lysispuffer pro Larve in ein Reaktionsgefäß 
vorgelegt. Die Larven wurden möglichst vollständig vom PBS befreit und in den 
vorbereiteten Lysispuffer gegeben. Danach wurden die Larven mit einem 
Homogenisator 2-3 Minuten lang zerquetscht. Das Gemisch wurde im Anschluss für 15 
Minuten auf Eis inkubiert. Zum Schluss wurden die Proteine von den restlichen 
Bestandteilen durch Zentrifugation bei 20.000 x g für 15 Minuten bei 4°C getrennt und 
der Überstand mit den Proteinen wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die 
Lagerung der Proteine erfolgte bei -72°C.  

Proteinlyse- Puffer:  

10% Glycerol; 50 mM HEPES pH 7,5; 150 mM NaCl; 1,5 mM MgCl2; 0,5% Triton X-
100; 1 mM EGTA 

Vor Gebrauch werden PMSF und Protease-Inhibitor-Cocktail je 1: 200 hinzugegeben.  

Isolierung des Proteinlysats aus humanen Zellen 

Um die Proteine aus humanen Zellen isolieren zu können, wurden die Zellen zunächst 
mit PBS gewaschen und anschließend wurde der Proteinlysis Puffer hinzugefügt. Bei 
einer 24- well Platte wurde 150 µl Lysispuffer pro Vertiefung hinzugegeben, bei einer 
25 cm2 Zellkulturflasche wurden die Zellen in 500 µl Lysispuffer lysiert. Danach wurden 
die Zellen für 30 Minuten auf dem Schwenker bei 4°C inkubiert. Die lysierten Zellen 
wurden danach in ein Reaktionsgefäß überführt und für 20 Minuten bei 20.000 x g und 
4°C zentrifugiert, um die Proteine von den restlichen Zellbestandteilen zu trennen. Der 
Überstand, welcher die Proteine enthält, wurde zum Schluss in ein neues 
Reaktionsgefäß gegeben und bei -72°C gelagert.  

Proteinlysis Puffer:  

10 mM Tris-HCl (pH8,0); 1 mM EDTA; 2,5% SDS 

Vor Gebrauch werden PMSF und Protease-Inhibitor-Cocktail je 1: 200 hinzugegeben.  
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5.2.9.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelekrophorese (SDS-PAGE) und Westernblot-
Analyse 

Bevor die Proteine elektrophoretisch aufgetrennt werden konnten, wurden sie mit 4x 
Lämmli-Puffer versetzt und für 10 Minuten bei 95°C aufgekocht. Die elektrophoretische 
Auftrennung erfolgte mithilfe von 10-15%-ige Polyacrylamidgelen. Die Proteine wurden 
bei 80-100V im Sammelgel gesammelt und anschließend bei 160-180V im Trenngel 
aufgetrennt.  

Das Gel wurde anschließend je nach Fragestellung des Versuchs entweder mit 
Coomassie gefärbt (s. Kap. 5.2.9.4) oder für einen Westernblot verwendet.  

Für einen Westernblot wurde die PVDF (polyvinylidene difluoride) -Membran vor dem 
Transfer der Proteine für mindestens 5 Minuten in Methanol eingelegt. Der Transfer der 
Proteine erfolgte durch einen Semi-dry- Blot auf die Membran bei 10V konstant für 1-
1,5h, je nachdem ob ein oder zwei Gele transferiert wurden. Nach dem Transfer wurde 
die Membran für 1h bei RT in 5% Milchpulver/PBS inkubiert, um unspezifische 
Proteinbindungsstellen abzusättigen. Danach wurde die Membran in 2% 
Milchpulver/PBS mit dem primären Antikörper über Nacht bei 4°C inkubiert. Im 
Anschluss wurde die Membran dreimal für je 15 Minuten mit PBT (0,2% Tween-20 in 
PBS) gewaschen, um nicht gebundene Antikörper zu entfernen. Der HRP gekoppelte 
Sekundärantikörper wurde in 2% Milchpulver/PBS verdünnt und für 1h bei 
Raumtemperatur auf die Membran gegeben. Dann erfolgten wieder drei Waschschritte 
für 15 Minuten bei Raumtemperatur in PBT. Die Detektion der Proteine erfolgte mithilfe 
einer ECL-Reaktion auf einem Röntgenfilm.  

10x Elektrophoresepuffer (für 1 Liter):  

144 g Glycin; 30,3 g Tris; 10 g SDS 

4x Laemmli Puffer: 

8% SDS; 400 mM DTT; 240 mM Tris HCL (pH 6,8); 0,004% Bromphenolblau; 40% 
Glycerol 

Transferpuffer:  

250mM Tris und 1,5M Glycin pH8,3, 10-20% MeOH, 0,0375% SDS 

5.2.9.3 Entfernen der gebundenen Antikörper von der Westernblotmembran 

Damit Proteine, die ungefähr gleich groß sind, in einem Westernblot detektiert werden 
können, musste der zuerst gebundene Antikörper wieder von der Membran entfernt 
werden. Dazu wurde die Membran in der „Stripping“-Lösung für 30 Minuten bei 50°C 
unter leichtem Schütteln im Wasserbad inkubiert. Im Anschluss wurde die Membran 
dreimal für 10 Minuten in PBT (0,2% Tween-20 in PBS) gewaschen. Um zu 
überprüfen, ob das Entfernen der Proteine erfolgreich war, wurde die Membran vor der 
Weiterbehandlung einmal entwickelt. Danach wurde die Membran in 5% 
Milchpulver/PBS für 1h bei Raumtemperatur geblockt und anschließend konnte die 
Immunodetektion weiter nach Protokoll fortgeführt werden.  
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„Stripping“- Lösung (für 100 ml):  

700 µl 2- Mercaptoethanol (14, 2 M); 20 ml 10% SDS; 6,25 ml 1M Tris-HCl (pH 6,8) 

5.2.9.4 Coomassie-Färbung 

Zur Visualisierung der Proteine im SDS-Polyacrylamidgel wurde das Gel über Nacht 
bei Raumtemperatur in der Coomassie Färbelösung geschwenkt. Um die 
Proteinbanden klarer sehen zu können, wurde das Gel anschließend in der 
Entfärbelösung entfärbt. Dies geschah solange bis die Proteinbanden gut sichtbar 
waren.  

Coomassie Färbelösung:  

Methanol:H2O (1:1); 10% Eisessig; 0,02% Coomassie Brilliantblau R250 

Coomassie Entfärbelösung:  

Methanol:H2O (1:1); 10% Eisessig 

5.2.9.5 MBP-Pulldown  

Um herauszufinden, ob zwei Proteine direkt miteinander interagieren, kann ein 
Pulldown Assay durchgeführt werden. Für den Pulldown werden Proteine mit 
bestimmten Markierungen verwendet, wie zum Beispiel einem His6- oder MBP-Tag, um 
sie anschließend aus dem Bakterienlysat isolieren zu können und auch um sie 
gegebenenfalls mit einem gegen die Markierung gerichtete Antikörper nachweisen zu 
können. Für den MBP-Pulldown wird das so genannte Köder-Protein, welches mit MBP 
fusioniert ist, an Amylose-Harz gebunden und aufgereinigt. Bei der Aufreinigung 
werden ungebundene Proteine durch Waschschritte entfernt. Im Anschluss können die 
aufgereinigten und frei in Lösung vorliegenden His6-markierten Beute-Proteine zu den 
Köder-Proteinen hinzugefügt werden. Nach der Interaktion zwischen den Beute- und 
Köder- Proteinen können beide Proteine durch Zentrifugation pelletiert werden. 
Unspezifisch gebundene Proteine werden durch Waschen entfernt. Anschließend kann 
ein Western Blot mit einem Antikörper durchgeführt werden, der gegen das Beute-
Protein gerichtet ist. MBP alleine, aber mit dem Hinzufügen von Beute- Proteinen, dient 
als Negativkontrolle. Da die Beute- Proteine nicht an das MBP binden sollten, sollten 
sie beim Waschen entfernt werden und es sollte somit keine Interaktion detektiert 
werden können. Die Negativkontrolle zeigt die Spezifität der Interaktion zwischen dem 
Köder- und dem Beute- Protein.  

Expression von His6 oder MBP markierten Proteinen 

Für die Expression der His6- bzw. MBP-markierten Proteine wurden chemisch 
kompetente Bakterienzellen zunächst mit den gewünschten Plasmiden transformiert. 
Am nächsten Tag wurde eine 20 ml Vorkultur, bestehend aus LB-Flüssigmedium mit 
dem entsprechenden Antibiotikum, mit einer Einzelkolonie aus der Transformation 
angeimpft (s. Tab. 5.19). Die Vorkultur wurde über Nacht bei 37°C auf dem Schüttler 
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inkubiert. Danach wurden 200 ml Hauptkultur mit 10 ml der Vorkultur angeimpft und bei 
37°C auf dem Schüttler inkubiert. Bei der Expression von MBP-markierten Proteinen 
wurde der Hauptkultur zusätzlich 0,2% Glucose hinzugefügt. In regelmäßigen 
Abständen wurde die Dichte der Zellen mit dem Photometer gemessen (OD600). Bei 
einer OD600 von ungefähr 0,5 wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 1mM 
IPTG induziert. Die Kultur wurde für 6h bei 37°C weitergeschüttelt und anschließend 
wurden die Bakterien bei 4000 rpm für 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand 
wurde verworfen und das Pellet bei -20°C eingefroren.  

Tab. 5.19: Übersicht über die zur Expression der Fusionsproteine verwendeten Bakterien und 
Plasmide 

Expressionsvektor Bakterienstamm Resistenz 

pQE-30 Xa M 15 Ampicillin 

pBADM-40+ Rosetta 2(DE3)pLysS Competent Cells Ampicillin und 
Chloramphenicol 

pBADMuta Rosetta 2(DE3)pLysS Competent Cells Ampicillin und 
Chloramphenicol 

Aufreinigung His6-markierter Proteine 

Für die Aufreinigung His6-markierter Proteine wurde das Bakterienpellet aus 200 ml 
Bakterienkultur in 10 ml Lysispuffer (5 ml Lysispuffer/g Bakterienpellet) resuspendiert 
und auf Eis gelagert. Zur Erleichterung des Aufschlusses der Bakterien wurde der 
Kultur Lysozym (1 mg/ml) zugegeben und diese für 30 Minuten auf Eis inkubiert. 
Zusätzlich wurde die Suspension dreimal für je 40 Sekunden bei maximaler Leistung 
sonifiziert, wobei sie zwischendurch immer wieder kurz auf Eis abgekühlt wurde. 
Danach wurden die Proteine von den restlichen Zellbestandteilen durch Zentrifugation 
für 20-30 Minuten bei 10000 x g und 4°C getrennt.  

Der Überstand mit den Proteinen wurde in ein neues 15 ml Sarstedt-Röhrchen 
überführt, mit 200 µl Ni-NTA Magnetic Agarose Beads versetzt und zum Binden der 
Proteine an die Beads für 1h auf dem Schwenker inkubiert. Anschließend wurden die 
Beads bei 4000 x g für 5 Minuten herunterzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen 
und die Beads danach dreimal mit je 5 ml Waschpuffer gewaschen. Zwischendurch 
wurden die Beads mit den gebundenen Proteinen durch Zentrifugation bei 4000 rpm 
für 5 Minuten pelletiert. Nach dem dritten Waschschritt wurden die Beads in ein 1,5 ml 
Reaktionsgefäß überführt, der Waschpuffer vollständig abgenommen und 500 µl 
Elutionspuffer hinzugefügt, um die Proteine wieder von den Beads zu lösen. 
Anschließend erfolgt eine Inkubation von 30 Minuten bei 4°C auf dem Schwenker. Im 
Anschluss wurden die Beads bei 4000 rpm für 5 Minuten herunterzentrifugiert und der 
Überstand wurde in ein Reaktionsgefäß überführt und auf 4°C gelagert. Der 
Elutionsschritt wurde dreimal wiederholt.  
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Lysispuffer:  

50 mM NaH2PO4; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol; pH 8,0 

Vor Gebrauch werden PMSF und Protease-Inhibitor-Cocktail je 1: 200 hinzugegeben.  

Waschpuffer:  

50 mM NaH2PO4; 300 mM NaCl; 20 mM Imidazol; pH 8,0 

Elutionspuffer:  

50 mM NaH2PO4; 300 mM NaCl; 250 mM Imidazol; pH 8,0 

Aufreinigung MBP markierter Proteine 

Das Pellet der Bakterienkultur wurde aufgetaut und in 5 ml Column Buffer mit 
hinzugefügtem Protease-Inhibitor-Cocktail und PMSF, resuspendiert. Die 
resuspendierten Bakterien wurden bei -20°C über Nacht eingefroren.  

Die Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und anschließend für den Zellaufschluss 
sonifiziert. Die Sonifizierung erfolgte einmal für 1 Minute und danach noch einmal für 
30 Sekunden bei einem „Duty cycle“ von 0,5 sek, wobei die Proben zwischendrin 
immer kurz auf Eis abgekühlt wurden. Um die Proteine von den übrigen 
Zellbestandteilen zu trennen wurde die Probe bei 13000 g für 1h bei 4°C zentrifugiert. 
In der Zwischenzeit wurden die Amylose-Säulen vorbereitet, indem 2 ml Amylose Harz 
in die Säule gegeben und fünfmal mit je 10 ml Column Buffer gewaschen wurde. Nach 
dem Zentrifugieren wurde der Überstand abgenommen und auf die vorbereitete 
Amylose-Säule gegeben, um die MBP markierten Proteine an die Amylose zu binden. 
Anschließend wurde die Säule zwölfmal mit je 10 ml Column Buffer gewaschen. 
Danach wurde der Amylose-Harz mit den gebundenen Proteinen in 2 ml Column Buffer 
resuspendiert, in ein 15 ml- Sarstedt Röhrchen überführt und bei 4°C gelagert.  

Column Buffer:  

20 mM Tris-HCl (pH 7,4); 200 mM NaCl; 1 mM EDTA 

Vor Gebrauch werden PMSF und Protease-Inhibitor-Cocktail je 1: 200 hinzugegeben. 

MBP-Pulldown 

Für den Nachweis einer direkten Interaktion zwischen zwei Proteinen wird der MBP-
Pulldown genutzt. Dazu werden beide Interaktionspartner in ungefähr gleicher Menge 
im Pulldown Assay eingesetzt. Dabei sind die Köder- Proteine noch an das Amylose- 
Harz gebunden. Die ungefähre Proteinmenge wurde zuvor durch eine Coomassie-
Färbung (s. Kap. 5.2.9.4) bestimmt. Als Negativkontrolle dient MBP alleine, welches 
mit den His6- markierten Beute- Proteinen gemischt wird.  

Vergleichbare Mengen an Köder-Proteinen (MBP-shrub, MBP) und Beute-Proteinen 
(His6-markierte Proteine) werden in 500 µl Pulldown Puffer gegeben. Dem Pulldown 
Puffer wurde zuvor Protease-Inhibitor-Cocktail und PMSF (je 1:200) hinzugefügt, um 
das Degradieren der Proteine zu verhindern. Die Proteine wurden über Nacht bei 4°C 
auf dem Schwenker inkubiert. Danach wurde der Amylose- Harz mit den gebundenen 
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Proteinen durch Zentrifugation bei 13000 x g für 2 Minuten pelletiert. Anschließend 
wurde das Harz mit 500 µl Pulldown Waschpuffer gewaschen, mehrfach zum 
vermischen invertiert, wieder pelletiert und der Überstand mit den unspezifisch 
gebundenen Proteine wurde verworfen. Der Waschschritt wurde zweimal wiederholt. 
Im Anschluss wurde der Waschpuffer vollständig entfernt und 4x Lämmli-Puffer auf die 
Proben gegeben, die Menge ist abhängig von der zuvor eingesetzten Menge des 
Köder-Proteins. Zum Schluss wurden die Proben für 10 Min bei 95°C aufgekocht. 
Danach können die Proben entweder direkt auf ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen 
werden oder bei -80°C eingefroren werden.  

Pulldown Puffer:  

20 mM Tris-HCl (pH 8,0); 0,2 M EDTA; 1 mM DTT; 0,1 M NaCl; 0,2% IGEPAL 

Vor Gebrauch werden PMSF und Protease-Inhibitor-Cocktail je 1: 200 hinzugegeben. 

Pulldown Waschpuffer:  

20 mM Tris-HCl (pH 8,0); 0,2 M EDTA; 1 mM DTT; 0,5 M NaCl; 0,2% IGEPAL 
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7 Anhang 

 

Abb. 7.1: Sequenzvergleich der hLGDs und Lgd mit hLGD2∆C815. Schematische 
Darstellung der Proteine mit Prozentangabe der identischen und ähnlichen Aminosäuren. Die 
Analyse der Sequenzen erfolgte auf der EMBL-EBI Internetseite nach dem Needleman-Wunsch 
Algorithmus (EMBL-EBI).  

 

 

 

 

Abb. 7.2: Untersuchung des frühen und späten endosomalen Transportes bei 
Überexpression von hLGD1-HA. A: Übersicht der hLGD1 Expression, sowie der Kernfärbung 
im ptc-Streifen. B-D: Kernfärbung in verschiedenen Vergrößerungen. Die Expression von 
hLGD1 führt zu Apoptose. Die grünen Pfeile kennzeichnen die Apoptose im ptc-Streifen.  
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Abb. 7.3: Einfluss der Expression von hLGD2 und der hLGD∆C2s auf den endosomalen 
Transportweg. Die Konstrukte wurden im ptc-Streifen überexprimiert. Der Genotyp der 
analysierten Fliegen steht obenhalb der Abbildung. A-B, F-G, K-L: Übersicht über die 
Expression der Konstrukte im ptc-Streifen in verschiedenen Vergrößerungen inklusive der 
Rab5-CFP und Rab7-YFP Färbung. Der weiße Kasten kennzeichnet den vergrößerten Bereich. 
C, H, M: Detektion der exprimierten Konstrukte. D, I, N: Rab5-CFP Färbung. E, J, O: Rab7-YFP 
Färbung. Es ist keine Veränderung der endosomalen Marker zu beobachten. 
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Tab. 7.1: Auflistung der berechneten sowie der tatsächlichen Proteingrößen. Bei 
hLGD2∆DM14 konnte kein Protein detektiert werden (x).  

  berechnete Proteingröße  tatsächliche Proteingröße 

hLGD1 94 130 

hLGD1∆DM14 49 65 

hLGD1∆DM14(1-2) 76 110 

hLGD1∆DM14(3-4) 73 100 

hLGD1∆C2 76 120 

hLGD1MR 52 72 

hLGD1DM14(1-3) 48 70 

hLGD2 104 110 

hLGD2∆DM14 61 x 

hLGD2∆C2 87 100 

hLGD2∆C815 90 100 

hLGD2MR 47 62 

hLGD2DM14(1-3) 45 60 

Lgd 89 125 

LgdMR 50 75 

LgdDM14(1-3) 46 73 

 

 

 

Abb. 7.4: Analyse der hLGD2 Deletionskonstrukte in einem Western Blot sowie die 
Untersuchung der Genotypisierungs-PCR. A: Es wurde Proteinlysat von jeweils zwei Larven 
verwendet. Die Konstrukte wurden unter dem UAS-Promotor exprimiert. Die Detektion der 
Konstrukte erfolgte mittels des CC2D1A Antikörpers (1:2000 von Abnova) (Belichtungszeit: 30 
Min). Als Ladekontrolle diente Tubulin (α-Tubulin: 1:10.000) (Belichtungszeit: 10 Min). In dem 
Proteinlysat aus w- Fliegen wurde endogenes Lgd detektiert. Dies ist auch bei den 
Deltionskonstrukten von hLGD2 bei circa 130 kDa erkennbar. hLGD2∆DM14 kann durch den 
CC2D1A Antikörper detektiert werden. hLGD2∆C2 und hLGD2∆DM14 werden deutlich 
schwächer als die anderen Deletionskonstrukte exprimiert. B: Es wurde eine Genotypisierungs-
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PCR mit genomischer DNA aus Fliegen durchgeführt, welche hLGD2∆DM14 unter dem 
endogenen Promotor exprimieren. Es wurden sowohl Fliegen im wildtypischem als auch im lgd 
mutantem Hintergrund verwendet. Als Positivkontrolle diente der Vektor, welcher in die Fliegen 
injiziert wurde. Es ist eine Bande bei circa 1,5 kb zu erkennen. Dies belegt, dass hLGD2∆DM14 
ins Fliegengenom integriert wurde.  

 

 

 

Abb. 7.5: Analyse der Lokalisation der hLGD∆DM14s und von hLGD2∆C815. Die 
Konstrukte wurden im ptc-Streifen überexprimiert. Der Genotyp der analysierten Fliegen steht 
oben links in der Abbildung. A-B, F-G, K-L: Übersicht über die Expression der Konstrukte im 
ptc-Streifen in verschiedenen Vergrößerungen inklusive der Kern- und N(extra) Färbung. Der 
weiße Kasten kennzeichnet den vergrößerten Bereich. C, H, M: Detektion der exprimierten 
Konstrukte. D, I, N: Kernfärbung. E, J, O: N(extra) Färbung. Sowohl die hLGD∆DM14s als auch 
hLGD2∆C815 sind cytoplasmatisch lokalisiert.  
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Abb. 7.6: Genetische Interaktion zwischen hLGD2 und hLGD1, bzw. Lgd. A: wildtypische 
Fliege. B: Fliege, welche homozygot hLGD2 exprimiert. C: Fliege, welche homozygot 
hLGD1∆DM14(1-2) exprimiert. D: Fliege, welche homozygot hLGD1∆DM14(3-4) exprimiert. E: 
Fliege, welche homozygot NES-Lgd∆C2 (68+86) exprimiert. F: Heterozygote Expression von 
hLGD2 und hLGD1∆DM14(1-2). G: Heterozygote Expression von hLGD2 und hLGD1∆DM14(3-
4). Der weiße Pfeil kennzeichnet eine zusätzliche Makrochaete. H: Heterozygote Expression 
von hLGD2 und NES-Lgd∆C2 (68+86). Die Fliegen in B-E sterben als „pharate adult“. Aus den 
Fliegen in F-H entwickeln sich adulte Tiere, welche jedoch nicht fertil sind.  
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Abb. 7.7: Expression der hLGD∆C2s in humanen U2OS Zellen. A-D: Übersicht der HA-
Färbung, sowie der RAB7 und CHMP4B Färbung. E-F: CHMP4B Färbung. G-H: RAB7 Färbung 
(spät endosomaler Marker). I-J: HA- und Kernfärbung. Die Expression der hLGD∆C2s führt zu 
stark vergrößerten späten Endosomen (Pfeile). Bei der Expression von hLGD1∆C2 befindet 
sich CHMP4B in den stark vergrößerten späten Endosomen (E). Bei der Expression von 
hLGD2∆C2 ist CHMP4B entweder an der Vesikelmembran (pinker Pfeil) oder unabhängig von 
den Vesikeln lokalisiert (gelber Pfeil) (F).  
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Abb. 7.8: Expression von hLGD1∆C2 in murinen Zellen. hLGD1∆C2 wurde in 3T3 Zellen 
sowie in wt und mLgd2 defizienten MEFs exprimiert. A-F: Übersicht der HA-Färbung, sowie der 
RAB7 und CHMP4B Färbung. G-I: CHMP4B Färbung. J-L: RAB7 Färbung (spät endosomaler 
Marker). M-O: HA- und Kernfärbung. Die Expression von hLGD1∆C2s führt auch in murinen 
Zellen zu stark vergrößerten späten Endosomen (Pfeile). Dabei befindet sich CHMP4B in den 
stark vergrößerten späten Endosomen (G-I).  
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Abb. 7.9: Expression von hLGD2∆C2 in murinen Zellen. hLGD2∆C2 wurde in 3T3 Zellen 
sowie in wt und mLgd2 defizienten MEFs exprimiert. A-F: Übersicht der HA-Färbung, sowie der 
RAB7 und CHMP4B Färbung. G-I: CHMP4B Färbung. J-L: RAB7 Färbung (spät endosomaler 
Marker). M-O: HA- und Kernfärbung. Die Expression von hLGD2∆C2s führt auch in murinen 
Zellen zu stark vergrößerten späten Endosomen (Pfeile). Dabei befindet sich CHMP4B an der 
Membran der stark vergrößerten späten Endosomen (türkiser Pfeil) oder in den Vesikeln (gelber 
Pfeil) (G-I). 
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Abb. 7.10: Untransfizierte HeLa Zellen sowie die Expression von hLGD1∆C2-HA in HeLa 
Zellen und die Markierung der ubiquitinierten Proteine mittels des FK2 Antikörpers. A: 
zeigt eine Übersicht der ubiquitinierten Proteine, die Kernfärbung sowie die Markierung des 
frühen endosomalen Transportes mittels RAB5 in untransfizierten Zellen. B: zeigt eine 
Übersicht der ubiquitinierten Proteine, die Kernfärbung sowie die Markierung des spät 
endosomalen Transportes mittels RAB7 in untransfizierten Zellen. C: Übersicht der hLGD1∆C2-
HA Expression sowie Markierung der Kerne und ubiquitinierter Proteine. D-F: vergrößerte 
Ausschnitte aus A-C. G-I: vergrößerte Ausschnitte zeigen die Färbung der ubiquitinierten 
Proteine alleine. J: RAB5 Färbung. K: RAB7 Färbung. L: Markierung von hLGD1∆C2-HA. Die 
ubiquitinierten Proteine sind weder mit RAB5 noch mit RAB7 assoziiert. Die ubiquitinierten 
Proteine scheinen nicht an der Membran der stark vergrößerten hLGD1∆C2-HA positiven 
Vesikel lokalisiert zu sein (I, gelber Pfeil).  
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Abb. 7.11: Einfluss der Expression von hLGD1MR sowie hLGD2MR auf den endosomalen 
Transportweg. Die Konstrukte wurden im ptc-Streifen überexprimiert. Der Genotyp der 
analysierten Fliegen steht oben links in der Abbildung. A-B, F-G: Übersicht über die Expression 
der Konstrukte im ptc-Streifen in verschiedenen Vergrößerungen inklusive der Rab5-CFP und 
Rab7-YFP Färbung. Der weiße Kasten kennzeichnet den vergrößerten Bereich. C, H: Detektion 
der exprimierten Konstrukte. D, I: Rab5-CFP Färbung. E, J: Rab7-YFP Färbung. Es ist keine 
Veränderung der endosomalen Marker zu beobachten. 

 



 Anhang 

190 

 

Abb. 7.12: Einfluss der Expression von LgdDM14(1-3), hLGD1DM14(1-3) sowie 
hLGD2DM14(1-3) auf den endosomalen Transportweg. Die Konstrukte wurden im ptc-
Streifen überexprimiert. Der Genotyp der analysierten Fliegen steht oben links in der Abbildung. 
A-B, F-G, K-L: Übersicht über die Expression der Konstrukte im ptc-Streifen in verschiedenen 
Vergrößerungen inklusive der Rab5-CFP und Rab7-YFP Färbung. Der weiße Kasten 
kennzeichnet den vergrößerten Bereich. C, H, M: Detektion der exprimierten Konstrukte. D, I, N: 
Rab5-CFP Färbung. E, J, O: Rab7-YFP Färbung. Es ist keine Veränderung der endosomalen 
Marker zu beobachten. 
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Abb. 7.13: Expression von HA-hLGDMR sowie die untransfizierte Kontrolle und 
Markierung von Calnexin in HeLa Zellen. A-C: Übersicht der untransfizierten Kontrolle sowie 
der exprimierten HA-hLGDMR mit der Markierung von Calnexin. D-F: vergrößerter Ausschnitt. G-
I: vergrößerter Ausschnitt der Calnexin Färbung. J-L: vergrößerte Ausschnitte der HA Färbung 
der untransfizierten Kontrolle sowie der HA-hLGDMR exprimierenden Zellen. Calnexin ist 
punktuell im Cytoplasma verteilt. Die HA-hLGDMRs sind nicht mit dem ER-Marker Calnexin 
assoziiert.  
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Abb. 7.14: Expression von HA-hLGD1DM14(1-3) und HA-hLGD2DM14(1-3) und 
Markierung von Calnexin in HeLa Zellen. A-B: Übersicht des exprimierten HA-
hLGD1DM14(1-3) und HA-hLGD2DM14(1-3) mit der Markierung von Calnexin. C-D: 
vergrößerter Ausschnitt. E-F: vergrößerter Ausschnitt der Calnexin Färbung. G-H: vergrößerte 
Ausschnitte der HA Färbung. HA-hLGD1DM14(1-3) und HA-hLGD2DM14(1-3) sind nicht mit 
dem ER-Marker Calnexin assoziiert.  
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Abb. 7.15: Expression von HA-hLGDMR sowie die untransfizierte Kontrolle und 
Markierung von Syntaxin in HeLa Zellen. A-C: Übersicht der untransfizierten Kontrolle sowie 
der exprimierten HA-hLGDMR mit der Markierung von Syntaxin. D-F: vergrößerter Ausschnitt. G-
I: vergrößerter Ausschnitt der Syntaxin Färbung. J-L: vergrößerte Ausschnitte der HA Färbung 
der untransfizierten Kontrolle sowie der HA-hLGDMR exprimierenden Zellen. Syntaxin ist 
punktuell im Cytoplasma verteilt. Die HA-hLGDMRs sind nicht mit dem Golgi-Marker Syntaxin 
assoziiert.  



 Anhang 

194 

 

Abb. 7.16: Expression von HA-hLGD1DM14(1-3) und HA-hLGD2DM14(1-3) und 
Markierung von Syntaxin in HeLa Zellen. A-B: Übersicht des exprimierten HA-
hLGD1DM14(1-3) und HA-hLGD2DM14(1-3) mit der Markierung von Syntaxin. C-D: 
vergrößerter Ausschnitt. E-F: vergrößerter Ausschnitt der Syntaxin Färbung. G-H: vergrößerte 
Ausschnitte der HA Färbung. HA-hLGD1DM14(1-3) und HA-hLGD2DM14(1-3) sind nicht mit 
Syntaxin assoziiert.  
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Abb. 7.17: Expression von HA-LgdMR und Markierung der endosomalen Marker in HeLa 
Zellen. A-C: Übersicht des exprimierten HA-LgdMR mit der jeweiligen Färbung der endosomalen 
Marker. D-F: vergrößerter Ausschnitt, welcher die Färbung der endosomalen Marker sowie die 
HA- und Kernfärbung zeigt. G: vergrößerter Ausschnitt der RAB5 Färbung. H: vergrößerter 
Ausschnitt der RAB7 Färbung. I: vergrößerter Ausschnitt der LAMP1 Färbung. J-L: vergrößerte 
Ausschnitte der HA Färbung der HA-LgdMR exprimierenden Zellen. HA-LgdMR ist sowohl im 
Cytoplasma als auch im Kern lokalisiert und ist nicht mit endosomalen Markern assoziiert.  
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Abb. 7.18: Expression von HA-LgdMR und Markierung von CHMP4B, Calnexin sowie 
Syntaxin in HeLa Zellen. A-C: Übersicht des exprimierten HA-LgdMR mit der jeweiligen 
Markierung. D-F: vergrößerter Ausschnitt, welcher die Färbung der endosomalen Marker sowie 
die HA- und Kernfärbung zeigt. G: vergrößerter Ausschnitt der CHMP4B Färbung. H: 
vergrößerter Ausschnitt der Calnexin Färbung. I: vergrößerter Ausschnitt der Syntaxin Färbung. 
J-L: vergrößerte Ausschnitte der HA Färbung der HA-LgdMR exprimierenden Zellen. HA-LgdMR 
ist weder mit CHMP4B noch mit dem ER-Marker Calnexin noch mit dem Golgi-Marker Syntaxin 
assoziiert.  
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Abb. 7.19: Expression von HA-LgdDM14(1-3) und Markierung der endosomalen Marker in 
HeLa Zellen. A-C: Übersicht des exprimierten HA-LgdDM14(1-3) mit der jeweiligen Färbung 
der endosomalen Marker. D-F: vergrößerter Ausschnitt, welcher die Färbung der endosomalen 
Marker sowie die HA- und Kernfärbung zeigt. G: vergrößerter Ausschnitt der RAB5 Färbung. H: 
vergrößerter Ausschnitt der RAB7 Färbung. I: vergrößerter Ausschnitt der LAMP1 Färbung. J-L: 
vergrößerte Ausschnitte der HA Färbung der HA-LgdDM14(1-3) exprimierenden Zellen. HA-
LgdDM14(1-3) ist sowohl im Cytoplasma als auch im Kern lokalisiert und ist nicht mit 
endosomalen Markern assoziiert.  
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Abb. 7.20: Expression von HA-LgdDM14(1-3) und Markierung von CHMP4B, Calnexin 
sowie Syntaxin in HeLa Zellen. A-C: Übersicht des exprimierten HA-LgdDM14(1-3) mit der 
jeweiligen Markierung. D-F: vergrößerter Ausschnitt, welcher die Färbung der endosomalen 
Marker sowie die HA- und Kernfärbung zeigt. G: vergrößerter Ausschnitt der CHMP4B Färbung. 
H: vergrößerter Ausschnitt der Calnexin Färbung. I: vergrößerter Ausschnitt der Syntaxin 
Färbung. J-L: vergrößerte Ausschnitte der HA Färbung der HA-LgdDM14(1-3) exprimierenden 
Zellen. HA-LgdDM14(1-3) ist weder mit CHMP4B noch mit dem ER-Marker Calnexin noch mit 
dem Golgi-Marker Syntaxin assoziiert.   
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Abb. 7.21: Vorhergesagte Binderegionen in der Sequenz von Lgd, hLGD1 sowie hLGD2. 
Es sind die potentiellen Protein-Binderegionen (rot), DNA-Binderegionen (gelb) sowie die 
Nukleotid-Binderegion (grau) von Lgd, hLGD1 und hLGD2 dargestellt. Für die Vorhersage der 
Bindungsstellen wurde das Programm PredictProtein verwendet (PredictProtein C; 
PredictProtein A; PredictProtein B).  
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Am Ende wird alles gut. 
Wenn es nicht gut wird, 

ist es noch nicht das Ende. 
 

Oscar Wilde 


