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I 

Z u s a m m e nf a s s u n g  

C irc a di a n e R h yt h mi k e nt st e ht d ur c h z ell a ut o n o m e bi ol o gi s c h e U hr e n, di e i n s o g ut wi e 

all e n  li c ht s e n siti v e n  Or g a ni s m e n v or h a n d e n  si n d.  Cir c a di a n e  U hr e n  i n  S ä u g eti er e n 

si n d hi er ar c hi s c h or g a ni si ert. Ei n z e ntr al er S c hritt m a c h er i m N u cl e u s s u pr a c hi a s m ati-

c u s d e s  H y p ot h al a m u s wir d ü b er di e A u g e n d ur c h Li c ht mit d er U m w elt s y n c hr o ni si ert. 

D er z e ntr al e S c hritt m a c h er s y n c hr o ni si ert s ei n er s eit s z ell ul är e U hr e n i n  f a st all e n a n-

d er e n K ör p er z ell e n d ur c h  n e ur o n al e , e n d o kri n e  u n d m et a b oli s c h e  M e c h a ni s m e n. D er 

z u gr u n d e li e g e n d e m ol e k u l ar e M e c h a ni s m u s b er u ht a uf U hr e n g e n e n, di e d ur c h  n e g a-

ti v e  R ü c k k o p pl u n g s s c hl eif e n  mit ei n a n d er  v er b u n d e n  si n d  u n d  d a d ur c h  i hr e  ei g e n e 

r h yt h mi s c h e E x pr e s si o n a ntr ei b e n. D e n K er n d es m ol e k ul ar e n O s zill at or s  bil d e n di e 

A kti v at or pr ot ei n e C L O C K u n d B M A L 1 z u s a m m e n mit d e n P er - u n d C r y-R e pr e s s or g e-

n e n. Di e z e ntr al e n e g ati v e R ü c k k o p pl u n g s s c hl eif e d ur c hl ä uft i n n er h al b v o n 2 4  h ei n-

m al d e n f ol g e n d e n Z y kl u s: C L O C K u n d B M A L 1 bil d e n H et er o di m er e u n d a kti vi er e n  di e 

Tr a n s kri pti o n d er G e n e P er 1/ 2  u n d C r y1/ 2 . Mit st ei g e n d er K o n z e ntr ati o n d er Pr ot ei n e 

P E R 1/ 2 u n d C R Y 1/ 2 i m Z yt o pl a s m a bil d e n si c h P E R -u n d C R Y -e nt h alt e n d e Pr ot ei n-

k o m pl e x e, di e i n d e n K er n tr a n s p orti ert w er d e n u n d d ort d ur c h Bi n d u n g a n  di e  C L O C K -

B M A L 1 -H et er o d i m er e i hr e ei g e n e E x pr e s si o n r e pri mi er e n.  

I n Vor ar b eit e n w ur d e g ef u n d e n, d a s s d a s U hr e n g e n P er 2  ei n e z e ntr al e R oll e b ei d er 

cir c a di a n e n  R e g ul ati o n  d er  A ut o p h a gi e  s pi elt,  u n d  d a s s  P E R 2  mit  G A P V D 1,  ei n e m 

R e g ul at or  kl ei n er  G -Pr ot ei n e ,  a s s o zii ert  i st.  D a  G A P V D 1  v e si k ul är e n  Tr a n s p ort  u n d 

A ut o p h a gi e r e g uli e rt, k ö n nt e di e s e s Pr ot ei n ei n S c h nitt p u n kt z wi s c h e n d er cir c a di a n e n  

U hr u n d di e s e n Pr o z e s s e n  s ei n. Zi el di e s er Ar b eit w ar di e B e st äti g u n g d er I nt er a kti o n 

v o n P E R 2 u n d G A P V D 1 d ur c h ei n e u n a b h ä n gi g e M et h o d e s o wi e di e i ntr a z ell ul är e L o-

k ali si er u n g d er G A P V D 1 -P E R 2 -I nt er a kti o ne n .  

Mitt el s I m m u nfl u or e s z e n zf är b u n g  u n d R N A -I nt erf er e n z w ur d e n u nt er s c hi e dli c h e A nti-

k ör p er g e g e n P E R 2 o d er G A P V D 1 a uf i hr e Bi n d u n g s affi nit ät s o wi e i hr e S p e zifit ät hi n 

u nt er s u c ht.  G e ei g n et e  A nti k ör p er  w ur d e n  a n s c hli e ß e n d  i m Pr o xi mit y  Li g ati o n  A s s a y  

( P L A) g e n ut zt. B ei di e s er M et h o d e e nt st e h e n b ei e xtr e m e n g er C ol o k ali si er u n g z w ei er 

Pr ot ei n e mi kr o s k o pi s c h n a c h w ei s b ar e Fl u or e s z e n z s i g n al e. 

D ur c h d e n P L A k o n nt e di e  I nt er a kti o n d er Pr ot ei n e P E R 2 u n d G A P V D 1 b e st äti gt  w er-

d e n. Z u d e m w ei s e n di e Er g e b ni s s e d ar a uf hi n, d a s s di e  I nt er a kti o ne n  v o n P E R 2 u n d 

G A P V D 1  s o g ut wi e a u s s c hli e ßli c h i m Z yt o pl a s m a st attfi n d e n .



II 

S u m m a r y  

Cir c a di a n R h yt h m s ar e  g e n er at e d b y c ell -a ut o n o m o u s bi ol o gi c al cl o c k s, w hi c h e xi st i n 

b a si c all y all li g ht s e n siti v e or g a ni s m s. Cir c a di a n cl o c k s i n m a m m al s ar e or g a ni z e d h i-

er ar c hi c al l y. A c e ntr al p a c e m a k er l o c at e d i n t h e s u pr a c hi a s mati c  n u cl e u s i n t h e h y p o-

t h al a m u s i s s y n c hr o ni z e d b y e n vir o n m e nt al li g ht t h at f all s o n t h e r eti n a. T h e c e ntr al 

p a c e m a k er  s y n c hr o ni z e s  c ell ul ar  cl o c k s  i n  al m o st all b o d y  c ell s  b y  n e ur o n al , e n d o-

cri n e, a n d m et a b oli c m e c h a ni s m s. T h e u n d erl yi n g m ol e c ul ar m e c h a ni s m i s b a s e d o n 

cl o c k g e n e s, w hi c h ar e c o n n e ct e d t hr o u g h n e g ati v e f e e d b a c k l o o p s a n d t h er e b y dri v e 

t h eir o w n r h yt h mi c e x pr e s si o n. T h e c or e of t h e cir c a di a n cl o c k c o n si st s of t h e  a cti v at or 

pr ot ei n s C L O C K a n d B M A L 1 t o g et h er wit h t h e P er - a n d C r y- r e pr e s s or g e n e s. Wit hi n 

2 4 h o ur s t h i s c e ntr al n e g ati v e f e e d b a c k l o o p  c o m pl et e s o n e ti m e t h e f oll o wi n g c y cl e: 

H et er o di m er s of C L O C K a n d B M A L 1 sti m ul at e t h e tr a n s cri pti o n of t h e g e n e s P er 1/ 2  

a n d C r y1/ 2.  Wit h ri si n g c o n c e ntr ati o n s  of P E R 1/ 2 a n d C R Y 1/ 2 i n t h e c yt o pl a s m , P E R -

a n d C R Y -c o nt ai ni n g c o m pl e x e s ar e f or m e d . T h e s e c o m pl e x e s ar e tr a n s p ort e d t o th e 

n u cl e u s w h er e t h e y r e pr e s s t h eir o w n e x pr e s si o n t hr o u g h bi n di n g t o C L O C K -B M A L 1 -

h et er o di m er s.  

Pr eli mi n ar y st u di e s  s h o w e d t h at t h e cl o c k g e n e P er 2 pl a y s a c e ntr al r ol e f or t h e cir c a-

di a n r e g ul ati o n of a ut o p h a g y.  F urt h er m or e,  t h e y d e m o n str at e d t h at P E R 2 i s a s s o ci at e d 

wit h  G A P V D 1,  a  r e g ul at or  of  s m all  G -pr ot ei n s . Si n c e  G A P V D 1  r e g ul at e s  v e si c ul ar 

tr a n s p ort a n d a ut o p h a g y, t hi s pr ot ei n c o ul d a ct at t h e int er s e cti o n b et w e e n t h e cir c a-

di a n cl o c k  a n d t h e s e pr o c e s s e s . T h e ai m of t hi s w or k  w a s to  c o nfir m  t h e int er a cti o n 

b et w e e n P E R 2 a n d G A P V D 1 b y  a n i n d e p e n d e nt m et h o d a n d  t o l o c ali z e t h e G A P V D 1 -

P E R 2 -i nt er a cti o ns  wit hi n t h e c ell.  

V ar i o u s a nti b o di e s a g ai n st P E R 2 a n d G A P V D 1 w er e t e st e d b y  i m m u n o st ai ni n g a n d 

R N A -i nt erf er e n c e f or t h eir bi n di n g affi nit y  a n d  s p e cifi cit y. S uit a bl e a nti b o di e s w er e t h e n 

u s e d  f or  t h e  Pr o xi mit y  Li g ati o n  A s s a y  ( P L A).  T hi s  m et h o d pr o d u c e s mi cr o s c o pi c all y  

d et e ct a bl e  fl u or e s c e nt si g n al s w h e n  t w o pr ot ei n s ar e e xtr e m el y cl o s el y c ol o c ali z e d . 

I nt er a cti o n of P E R 2  a n d  G A P V D 1  w a s  c o nfir m e d  b y  P L A . F urt h er m or e,  t h e  r e s ult s 

i n di c at e t h at P E R 2 a n d G A P V D 1 i nt er a ct al m o st e x cl u si v el y i n t h e c yt o pl a s m. 



III 

A b k ü r z u n g s v e r z ei c h ni s  

Di e  N o m e n kl at ur  v o n Pr ot ei n e n u n d  G e n e n  wir d  i m  Fli e ßt e xt wi e  f ol gt  g e h a n d h a bt: 

G e n n a m e n u n d  d er e n  A b k ür z u n g e n w er d e n mit  ei n e m  Gr o ß b u c h st a b e n  b e gi n n e n d 

u n d v o n Kl ei n b u c h st a b e n f ol g e n d  k ur si v g e s c hri e b e n . Pr ot ei n n a m e n , s o wi e i hr e A b-

k ür z u n g e n, w er d e n d ur c h g e h e n d  gr o ß  u n d ni c ht k ur si v  g e s c hri e b e n .  

 

A b b.       A b bi l d u n g 

a nti -G A P V D 1  A nti k ör p er g e g e n G A P V D 1  

a nti -G A P V D 1( K)  A nti k ör p er g e g e n G A P V D 1, K a ni n c h e n  

a nti -G A P V D 1( M)     A nti k ör p er g e g e n G A P V D 1 , M a u s 

a nti -G F P      A nti k ör p er g e g e n G F P  

a nti -P E R 2      A nti k ör p er g e g e n P E R 2  

A V P       V a s o pr e s si n  

B M A L 1      Br ai n a n d m u s cl e ar nt -li k e 1 

B S A       b o vi n e s S er u m al b u mi n  

C A N X  C al n e xi n  

C L O C K  C ir c a di a n L o c o m ot or  O ut p ut  C y cl e s  K a p ut  

c m       Z e nti m et er  

c m 2       Q u a dr at z e nti m et er  

C o -I P      C o -I m m u n o pr ä zi pit ati o n 

C O 2       K o hl e n di o xi d  

C R H       C orti c otr o pi n -rel e a si n g  H or m o n e  

C R Y       Cr y pt o c hr o m e  

C R Y 1       Cr y pt o c hr o m e  1  

C R Y 2       Cr y pt o c hr o m e  2  

C S N K 1 D      C a s ei n Ki n a s e 1 D elt a  

C S N K 1 D/ E      C a s ei n Ki n a s e 1 D elt a/ E p sil o n  



I V 

C S N K 1 E      C a s ei n Ki n a s e 1 E p sil o n  

C y 3       C y a ni n e -3  

D A PI       4', 6 -D i a mi di n-2 -p h e n yli n d ol  

D M E M      D ul b e c c o' s M o difi e d E a gl e' s M e di u m  

D M H       N u cl e u s d or s o m e di ali s h y p ot h al a mi  

D M S O      Di m et h yl s ulf o xi d  

D T T       Dit hi ot hr eit ol     

E U  E ur o p äi s c h e U ni o n  

E V  e xtr a z ell ul är e V e si k el  

F C S       f et al e s K äl b er s er u m 

F R E T       F ör st er -R e s o n a n z e n er gi etr a n sf er  

g       Gr a m m  

G A P V D 1      G T P a s e -a cti v ati n g pr ot ei n a n d V P S 9 d o m ai n - 

c o nt ai ni n g pr ot ei n 1  

G F P       gr e e n fl u or e s c e nt pr ot ei n  

G L U T 4      G l u c o s e tr a n s p ort er t y p e 4 

h       St u n d e    

H C l      S al z s ä ur e  

H 2 O       W a s s er  

I g G      I m m u n gl o b uli n G 

I M L      C ol u m n a i nt er m e di ol at er ali s  

i p R G C i ntri n si s c h p h ot o s e n siti v e  r eti n al e G a n gli e n-

z ell e  

K a p.       K a pit el  

K Cl       K ali u m c hl ori d  

k D a       Kil o d alt o n  

K H 2 P O 4      K ali u m di h y dr o g e n p h o s p h at  



V  

l      Lit er  

L G N       C or p u s g e ni c ul at u m l at er al e  

M       m ol/ l 

m A       Milli a m p er e  

m g       Milli gr a m m       

mi n       Mi n ut e n  

mi R N A      mi cr o R N A  

ml       Millilit er  

m m       Milli m et er  

m M       Milli m ol  

M P N       m e di al er pr ä o pti s c h er K er n  

m R N A      m e s s e n g er R N A  

M T N R 1 A      M el at o ni n r e c e pt or t y p e 1 A  

m V       Milli v olt  

n       Sti c h pr o b e n u mf a n g  

N a Cl       N atri u m c hl ori d  

N A 2 H P O 4      Di n atri u m h y dr o g e n p h o s p h at  

N a 2 H P O 4  2 H 2 O     Di -N atri u m h y dr o g e n p h o s p h at -Di h y dr at  

N A T       N -a c et yltr a n sf er a s e  

n m       N a n o m et er  

n m ol       N a n o m ol  

N R 1 D 1  N u cl e ar R e c e pt or S u bf a mil y  1, G r o u p  D, 

M e m b er 1  

N R 1 D 2  N u cl e ar  R e c e pt or  S u bf a mil y  1,  Gr o u p  D, 

M e m b er 2  

n. s.       ni c ht si g nifi k a nt  

p       p -W ert  

P B N       N u cl e u s p ar a br a c hi ali s  



VI  

P B S       p h o s p h at g e p uff ert e S al zl ö s u n g  

P B S -T  p h o s p h at g e p uff ert e  S al zl ö s u n g  mit  T w e e n T M  

2 0   

P E R       P eri o d  

P E R 1       P eri o d 1  

P E R 2       P eri o d 2  

P E R 3       P eri o d 3      

P F A       P ar af or m al d e h y d  

p H       p H -W ert  

PI T X 1       Pit uit ar y h o m e o b o x 1  

P K 2       Pr o ki n eti ci n -2  

P L A       Pr o xi mit y Li g ati o n A s s a y  

P V T       N u cl e u s p ar a v e ntri c ul ari s  

P V D F       P ol y vi n yli d e nfl u ori d    

R a b 5       R a s -r el at e d pr ot ei n i n br ai n 5 

R a b -G E F      G T P -A u st a u s c hf a kt or f ür R A B 

R a s G A P  R a s G T P a s e a cti v ati n g pr ot ei n  

R C A       R olli n g Cir cl e A m plifi c ati o n  

RI S C       R N A -i n d u c e d sil e n ci n g c o m pl e x  

R N A -I nt erf er e n z    Ri b o n u kl ei n s ä ur e -I nt erf er e n z 

R OI       R e gi o n of I nt er e st  

R O R       R A R -r el at e d or p h a n r e c e pt or 

rp m       U m dr e h u n g e n pr o Mi n ut e  

R T       R a u mt e m p er at ur  

s       S e k u n d e n  

S C N       N u cl e u s s u pr a c hi a s m ati c u s  

S D S       N atri u m d o d e c yl s ulf at  



VII  

S E M       St a n d ar df e hl er  

si G a p v d 1  s m all i nt erf eri n g R N A , di e G A PV D 1 -E x pr e s-

si o n h e m m e n d  

si N T  n o n -t ar g eti n g si R N A 

si P er 2  s m all i nt erf eri n g R N A , di e P E R 2-E x pr e s si o n 

h e m m e n d  

si R N A      s m all i nt erf eri n g R N A  

S P Z       s u b p ar a v e ntri k ul är e Z o n e d e s H y p ot h al a m u s  

T G F α       Tr a n sf or mi n g gr o wt h f a ct or  α  

T G S       Tri s -Gl y ci n -S D S -P uff er  

T R H       T h yr e otr o pi n -R el e a si n g -H or m o n e  

Tri s       Tri s( h y dr o x y m et h yl) a mi n o m et h a n  

V       V olt  

V G L U T      V e si c ul ar gl ut a m at e tr a n s p ort er 

V G L U T 1      V e si c ul ar gl ut a m at e tr a n s p ort er 1  

V P S 9       V a c u ol ar pr ot ei n s orti n g -a s s o ci at e d pr ot ei n 9  

µ g       Mi kr o gr a m m  

µ l      Mi kr olit er  

µ m       Mi kr o m et er  

µ M       Mi kr o m ol ar  

° C       Gr a d C el si u s  

x       -f a c h 

z. B.       z u m B ei s pi el   
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1  E inl eit u n g  

S o g ut wi e all e  p h y si ol o gi s c h e n Pr o z e s s e  i n S ä u g eti er e n u nt erli e g e n cir c a di a n e n  O s-

zill ati o n e n . Di e s e O s zill ati o n e n  b a si er e n  wi e d er u m  a uf  d er  e n d o g e n e n  cir c a di a n e n 

U hr , ei n e m s el b st er h alt e n d e n, z ell a ut o n o m e n M e c h a ni s m u s, d e s s e n R h yt h mi zit ät u n-

t er k o n st a nt e n B e di n g u n g e n n ur g eri n gf ü gi g v o n 2 4 h a b w ei c ht (l at. cir c a  = u n g ef ä hr,  

di e s  = T a g) u n d d er d ur c h r el e v a nt e U m w elt si g n al e mit d er A u ß e n w elt s y n c hr o ni si ert 

wir d  ( R ei n k e a n d A s h er, 2 0 1 9). 

All e c ir c a di a n en  U hr e n z ei c h n e n si c h d ur c h dr ei d efi ni er e n d e Ei g e n s c h aft e n a u s:  Fr ei-

l a uf, E ntr ai n m e nt  u n d T e m p er at ur k o m p e n s ati o n  ( J o h n s o n et al., 2 0 0 3). 

Fr eil a uf b e d e ut et , d a s s di e R h yt h mi zit ät o h n e ä u ß er e Ei nfl ü s s e b e st e h e n bl ei bt, u n d 

d a s i n d er R e g el ü b er di e g e s a mt e L e b e n s s p a n n e ei n e s Or g a ni s m u s  ( A s c h off et al., 

1 9 6 7) . I n A n al o gi e z u m e c h a ni s c h e n U hr e n k ö n nt e m a n d e n Fr eil a uf al s di e k o nti n u-

i erli c h e B e w e g u n g d e s U hr w er k s u n d d er Z ei g er v er st e h e n.  

D a  i hr e e n d o g e n e  P eri o d e nl ä n g e  i n  d er R e g el  l ei c ht  v o m  2 4 -st ü n d i g e n  T a g-N a c ht -

R h yt h m u s a b w ei c ht, m u s s di e cir c a di a n e U hr st ä n di g mit d er U m w elt s y n c hr o ni si ert 

w er d e n . Di e s er Pr o z e s s wir d E ntr ai n m e nt  g e n a n nt , u n d Si g n al e mit d er F ä hi g k eit z ur 

S y n c hr o ni si er u n g cir c a di a n er U hr e n w er d e n al s ‚Z eit g e b er ‘ b e z ei c h n et  ( G ol o m b e k a n d 

R o s e n st ei n, 2 0 1 0) . Bl ei bt m a n b ei d er o b e n er w ä h nt e n A n al o gi e, e nt s pri c ht d a s E nt-

r ai n me nt  d e m St ell e n ei n er m e c h a ni s c h e n U hr.  

S c hli e ßli c h si n d cir c a di a n e U hr e n m ol e k ul ar e M e c h a ni s m e n  ( S h e ar m a n et al., 2 0 0 0 b, 

Z e hri n g et al., 1 9 8 4) , w or a uf s p ät er n o c h d et ailli ert er ei n g e g a n g e n wir d, u n d d a mit, wi e 

all e c h e mi s c h e n R e a kti o n e n u n d Gl ei c h g e wi c ht s v er h ält ni s s e, gr u n d s ät zli c h t e m p er a-

t ur a b h ä n gi g ( Li u et al., 1 9 9 8). U m d e m e nt g e g e n z u wir k e n u n d ei n e n gl ei c h bl ei b e n d e n 

G a n g  d er  i n n er e n  U hr  b ei  u nt er s c hi e dli c h e n  T e m p er at ur e n  z u  g ar a nti er e n,  si n d  cir-

c a di a n e U hr e n  t e m p er at ur k o m p e n si ert ( Pitt e n dri g h, 1 9 5 4). D ar ü b er hi n a u s e xi sti er e n 

w eit er e  K o m p e n s ati o n s m e c h a ni s m e n  wi e  b ei s pi el s w ei s e  di e  tr a n s kri pti o n ell e K o m-

p e n s ati o n ( Di b n er et al., 2 0 0 9), di e m a n i n i hr er G e s a mt h eit al s d a s r o b u st e G e h ä u s e 

ei n er m e c h a ni s c h e n U hr s e h e n k ö n nt e.  

U nt er  d e n p h y si ol o gi s c h e n Pr o z e s s e n, di e v o n d e r cir c a di a n e n U hr  g e st e u ert w er d e n, 

i st d er S c hl af-W a c h -R h yt h m u s v o n b e s o n d er er B e d e ut u n g. T at s ä c hli c h u nt erli e g e n di e 

m ei st e n a n d er e n K ör p erf u n kti o n e n e b e nf all s  ei n er cir c a di a n e n K o ntr oll e , wi e z. B. di e 

K ör p ert e m p er at ur, d er Gl u c o s e st off w e c h s el u n d d er Bl ut dr u c k, u m n ur w e ni g e z u n e n-

n e n  ( Fl e ur, 1 9 9 9, R efi n etti a n d M e n a k er, 1 9 9 2, Mill ar-Cr ai g et al., 1 9 7 8) . 
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1. 1  Hi er ar c hi s c h er A uf b a u d e s cir c a di a n e n S y st e m s  

S ä u g eti er e b e sit z e n ei n hi er ar c hi s c h  a uf g e b a ut e s S y st e m z ur A ufr e c ht er h alt u n g d e s 

cir c a di a n e n R h yt h m u s . D er N u cl e u s s u pr a c hi a s m ati c u s  ( S C N) wir d  d ur c h Li c ht mit d er 

A u ß e n w elt s y n c hr o ni si ert u n d erf üllt di e A uf g a b e ei n er  ‚M a st er Cl o c k ‘. Di e s e  s y n c hr o-

ni si ert p e ri p h er e O s zill at or e n, di e i n b ei n a h e j e d er Z ell e d e s K ör p er s  v or h a n d e n si n d  

( Di b n er et al., 2 0 1 0).  

Li c ht si g n al e,  di e  a uf  di e  R eti n a  tr eff e n ,  w er d e n  d ur c h  dr ei  v er s c hi e d e n e  T y p e n  v o n 

P h ot or e z e pt or e n  w a hr g e n o m m e n:  D e n Z a pf e n  u n d  St ä b c h e n,  s o wi e  d e n  i ntri n si s c h 

p h ot o s e n siti v e n r etin al e n G a n gli o n z ell e n (i p R G C s)  ( H att ar et al., 2 0 0 2, B er s o n et al., 

2 0 0 2) . Di e  r eti n al e n G a n gli o n z ell e n, z u d e n e n di e i p R G C s al s U nt er gr u p p e g e h ör e n, 

b efi n d e n  si c h i n d er i n n er e n S c hi c ht d er R eti n a  (Str at u m g a n gli o n ar e ), w el c h e a n d e n 

Gl a s k ör p er gr e n zt. Di e i p R G C s e x pri mi er e n M el a n o p si n , ei n O p si n -Pr ot ei n  ( Pr o v e n ci o 

et  al.,  2 0 0 0) . Si e si n d  f ür  di e  s o g e n a n nt e n  ni c ht  bil d g e b e n d e n  S e hf u n kti o n e n  (n o n -

i m a g e-f or mi n g vi si o n ) v er a nt w ortli c h  ( G ul er et al., 2 0 0 8) ( A b b. 1). 

M E L A N O P SI N  w ei st di e h ö c h st e S p e ktr al e m pfi n dli c h k eit b ei ~ 4 8 0 n m a u f ( W al k er et 

al., 2 0 0 8) , w a s bl a u e m/ c y a nf ar b e n em  Li c ht e nt s pri c ht . M E L A N O P SI N  i st b ei D u n k el-

h eit a n d a s  C hr o m o p h or 1 1 -ci s  R eti n al  g e b u n d e n . Di e s e s i s o m eri si ert b ei A nr e g u n g 

d ur c h Li c ht z u all -tr a n s R eti n al , w a s z u ei n er Ä n d er u n g d er Pr ot ei n k o nf or m ati o n d e s 

M E L A N O P SI N S  f ü hrt ( W al k er et al., 2 0 0 8). Hi er d ur c h  wir d ei n e K a s k a d e v o n Si g n al-

pr ot ei n e n  a kti vi ert , di e s c hli e ßli c h i n d er D e p ol ari s ati o n d er Z ell e n r e s ulti ert  ( B er s o n et 

al., 2 0 0 2) . D a s el e ktri s c h e Si g n al wir d ü b er d i e A x o n e d er i p R G C s a u s d er R eti n a  ü b er 

d e n  Tr a ct u s o pti c u s  u n d d a s C hi a s m a o pti c u m  w eit er g el eit et u n d  i n v er s c hi e d e n e Hir n-

r e gi o n e n, d ar u nt er d e n  S C N , pr oji zi ert  ( H a n ni b al a n d F a hr e n kr u g, 2 0 0 4, H att ar et al., 

2 0 0 2, H att ar et al., 2 0 0 6) . 
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A b bil d u n g 1 : Di e v er s c hi e d e n e n Z ellt y p e n d er R eti n a u n d i hr e V er bi n d u n g mit d e m Tr a ct u s o pti c u s  

H ori z o nt al z ell e n  ( H);  Bi p ol ar z ell e n  ( B);  A m a kri n z ell e n  ( A);  r eti n al e  G a n gli e n z ell e n  ( R G C);  i ntri n si s c h 

p h ot o s e n siti v e  G a n gli e n z ell e n  (i p R G C);  r eti n al e s Pi g m e nt e pit h el  ( R P E);  ä u ß er e  pl e xif or m e  S c hi c ht 

(Ä P S); i n n er e n u kl e är e S c hi c ht (I N S); i n n er e pl e xif or m e S c hi c ht (I P S); G a n gli e n z ell s c hi c ht ( G Z S); b e-

ar b eit et  n a c h ( H at ori a n d P a n d a, 2 0 1 0). 

D er S C N st e u ert p eri p h er e U hr e n  mitt el s  n e ur o n al e r V er bi n d u n g e n  u n d  H or m o n s e k-

r eti o n ( B uij s et al., 2 0 0 3). A uf n e ur o n al er E b e n e s c h ei n e n  dir e kt e  V er bi n d u n g e n d e s 

S C N  z u  n e ur o e n d o kri n e n N e ur o n e n  z u  b e st e h e n ,  w el c h e b ei s pi el s w ei s e  C O R TI-

C O T R O PI N -R E L E A SI N G -H O R M O N E  ( C R H)  o d er G O N A D O T R O PI N -R E L E A SI N G -

H O R M O N E  s e z er ni er e n  ( d e l a I gl e si a et al., 1 9 9 5, Vr a n g et al., 1 9 9 5). Ü b er Z wi s c h e n-

n e ur o n e err ei c ht d er S C N i n dir e kt G e bi et e, di e n e ur o e n d o kri n e Pf a d e  r e g uli er e n, wi e  

d e n m e di al e n pr ä o pti s c h e n  K er n ( M P N)  u n d  d e n d or s o m e di al e n  H y p ot h al a m u s  ( D M H) 

( D e ur v eil h er a n d S e m b a, 2 0 0 3, B er k a n d Fi n k el st ei n, 1 9 8 1) ( A b b. 2). D er M P N i st i n 

di e  R e g ul ati o n  d e s  R e pr o d u kti o n s z y kl u s  i n v ol vi ert ( S h u g hr u e  et  al.,  1 9 9 7) u n d  d er 

D M H i st a n d er R e g ul ati o n d er C R H-S e kr eti o n b et eili gt  ( T er H or st a n d L uit e n, 1 9 8 7, 

R a a d s h e er et al., 1 9 9 3) . Ü b er dir e kt e  n e ur o n al e V er bi n d u n g e n wir d  d i e s u b p ar a v e ntri-

k ul är e Z o n e d e s H y p ot h al a m u s  ( S P Z) err ei c ht ( W att s et al., 1 9 8 7). D i e S P Z  r e g uli ert 

mit i hr e m v e ntr al e n A nt eil d e n S c hl afr h yt h m u s u n d di e B e w e g u n g s a kti vit ät, mit i hr e m 

d or s al e n A nt eil l eit et si e  Si g n al e d e s S C N w eit er, di e d e n R h yt h m u s d er K ör p ert e m p e-

r at ur k o ntr olli er e n ( L u et al., 2 0 0 1). D ar ü b er hi n a u s e xi sti er e n Pr oj e kti o n e n d e s S C N 

z u  e xtr a h y p ot h al a mi s c h e n  R e gi o n e n , b ei s pi el s w ei s e  z u m N u cl e u s  p ar a v e ntri c ul ari s  

d e s T h al a m u s  ( P V T) u n d z u m C or p u s g e ni c ul at u m l at er al e  ( L G N) ( Vr a n g et al., 1 9 9 5, 

W att s  et  al.,  1 9 8 7) . Di e  R oll e d er  Pr oj e kti o n e n  z u m  P V T  u n d  L G N  si n d  n o c h  ni c ht 

g e kl ärt  ( B uij s a n d K al s b e e k, 2 00 1) . I n s b e s o n d er e Pr oj e kti o n e n z u m a ut o n o m e n  N u-

cl e u s p ar a v e ntri c ul ari s  ( a P V N) b e ei nfl u s s e n d a s a ut o n o m e N er v e n s y st e m, ü b er w el-

c h e s  di e  p eri p h er e n  Or g a n e  mit  d e m  R h yt h m u s  d e s  S C N  s y n c hr o ni si ert  w er d e n  

( H er m e s et al., 1 9 9 6, S w a n s o n a n d S a w c h e n k o, 1 9 8 0, C ail ott o et al., 2 0 0 9) ( A b b. 2). 
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A b bil d u n g 2 : N e ur o n al e Pr oj e kti o n e n  d e s S C N  

N u cl e u s  s u pr a c hi a s m ati c u s  ( S C N); G o n a d otr o pi n -R el e a si n g -H or m o n  ( G n R H) ; m e di al er  pr ä o pti s c h er 

K er n  ( M P N);  a ut o n o m er N u cl e u s  p ar a v e ntri c ul ari s  ( a P V N);  C orti c otr o pi n-R el e a si n g -H or m o n  ( C R H); 

d or s o m e di al er H y p ot h al a m u s  ( D M H); N u cl e u s  p ar a v e ntri c ul ari s  ( P V T); s u b p ar a v e ntri k ul är e  Z o n e 

( S P Z); C or p u s g e ni c ul at u m l at er al e  ( L G N); gr ü n e Pf eil e: F a s er v erl ä uf e d e s S C N z u N e ur o n e n, di e d e n 

R e pr o d u kti o n s z y kl u s r e g uli er e n; g el b er Pf eil: n e ur o n al e Pr oj e kti o n d e s S C N z u N e ur o n e n d e s  a ut o n o-

m e n  N u cl e u s p ar a v e ntri c ul ari s  (a P V N ); vi ol ett e Pf eile : V er bi n d u n g e n d e s S C N z u C R H -pr o d u zi er e n d e n 

N e ur o n e n, dir e kt u n d i n dir e kt ü b er d e n D M H ; bl a u e Pf eil e: V er bi n d u n g e n d e s S C N z u d e n e xtr a h y p o-

t h al a mi s c h e n R e gi o n e n P V T u n d L G N, s o wi e z u d e n Z wi s c h e n n e ur o n e n d e r S P Z d e s H y p ot h al a m u s; 

b e ar b eit et  n a c h ( B uij s a n d K al s b e e k, 2 0 0 1). 

D er S C N  k a n n  z u d e m  V A S O P R E S SI N ( A V P), P R O KI N E TI CI N -2 ( P K 2) u n d T R A N S-

F O R MI N G G R O W T H F A C T O R A L P H A  (T G F α ) s e z er ni er e n  ( T o n sf el dt a n d C h a p p ell, 

2 0 1 2) . D er A V P -S pi e g el  w ei st ei n e n r h yt h mi s c h en V erl a uf a uf, d er b ei f e hl e n d e m E nt-

r ai n m e nt d ur c h Li c ht -/ D u n k el si g n al e f ür dr ei W o c h e n a ufr e c ht er h alt e n wir d (I s o b e a n d 

Ni s hi n o,  1 9 9 8) . E b e nf all s  k o ntr olli ert  A V P  ü b er  d e n  d or s o m e di al e n  H y p ot h al a m u s 

( D M H) di e  Fr ei s et z u n g  v o n  C orti c o st er oi d e n  i n  d er  H y p ot h al a m u s -H y p o p h y s e n -N e-

b e n ni er e nri n d e n -A c h s e  ( K al s b e e k et al., 1 9 9 6). S e z er ni ert e s  P K 2  l ö st Si g n al e i n v er-

s c hi e d e n e n H y p ot h al a m u sr e gi o n e n a u s, di e P K 2 -R e z e pt or e n e x pri mi er e n, b e s o n d er s 

im N u cl e u s pr e o pti c u s , a b er a u c h i m Br o c a -B a n d  u n d d e m N u cl e u s ar c u at u s  ( Z h a n g 

et al., 2 0 0 9) . T G F α  s e z er ni er e n d e Z ell e n  si n d i m g e s a mt e n S C N v or h a n d e n, j e d o c h 

z u ei n e m gr ö ß er e n A nt eil i m K er n al s i m R a n d g e bi et  d e s S C N  ( V a n d er Z e e et al., 

2 0 0 5) . D er W a c h st u m sf a kt or T G F α  gr eift i n Pr o z e s s e wi e  d a s  Z ell w a c h st u m  u n d  di e 

Z ell diff er e n zi e r u n g  ei n u n d f ör d ert  ü b er  di e  Bi n d u n g  a n ü b er e x pri mi ert e n  E pi d er m al 

G r o wt h F a ct or R e c e pt or  d a s  W a c h st u m  u n d  di e  M et a st a si er u n g  v o n  Kr e b s z ell e n  

( V a s s ar a n d F u c h s, 1 9 9 1, H y n e s a n d L a n e, 2 0 0 5, Z h a n g et al., 2 0 1 7). 
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N e b e n d e n b e s c hri e b e n e n O ut p utf u n kti o n e n er h ält d er S C N al s K er n g e bi et d e s H y p o-

t h al a m u s I nf or m ati o n e n  v o n p eri p h er e n  Or g a n e n ,  di e  i hr e  ei g e n e n  U hr e n  b e sit z e n. 

B uij s u n d K al s b e e k v er m ut e n, d a s s di e s ü b er n e ur o n al e u n d h or m o n ell e V er bi n d u n g e n  

gl ei c h er m a ß e n  g e s c h i e ht ( B uij s a n d K al s b e e k, 2 0 0 1) ( Ab b. 3 ). Va g al e s e n s ori s c h e I n-

f or m ati o n e n l a uf e n ü b er d e n N u cl e u s tr a ct u s s olit arii  u n d ü b er d e n N u cl e u s p ar a br a-

c hi ali s  (P B N ) ( F el d er a n d Miffli n, 1 9 8 8). E s b e st e h e n V er bi n d u n g e n d e s  P B N z u m H y-

p ot h al a m u s,  ü b er  di e a u c h  di e  v a g al e n  I nf or m ati o n e n  l a uf e n  k ö n nt e n ( S a p er  a n d 

L o e w y,  1 9 8 0,  B uij s  a n d  K al s b e e k,  2 0 0 1) . S e n s ori s c h e  I nf or m ati o n e n err ei c h e n d a s  

Hi nt er h or n  d e s R ü c k e n m ar k s . V o m Hi nt er h or n a u s v erl a uf e n Pr oj e kti o n e n z u m P B N, 

ü b er w el c h e a u c h di e s e I nf or m ati o n e n z u m H y p ot h al a m u s w eit er g el eit et w er d e n k ö n n-

t e n ( C e c h ett o et al., 1 9 8 5, S a p er a n d L o e w y, 1 9 8 0, B uij s a n d K al s b e e k, 2 0 0 1). I n d e m 

M o d ell v o n B uij s u n d K al s b e e k g el a n g e n a u c h h or m o n e ll e Si g n al e v o n p eri p h er e n Uh-

r e n a u s g e h e n d a n d e n H y p ot h al a m u s ( B uij s a n d K al s b e e k, 2 0 0 1). Di e s e H y p ot h e s e 

k o n nt e all er di n g s n o c h ni c ht b el e gt w er d e n  ( A b b. 3). Di e  b e s c hri e b e n e n  V er bi n d u n g e n 

w ür d e n e s  erl a u b e n  p eri p h er e  Pr o z e s s e mit d e n Li c hti nf or m ati o n e n  a u s d er U m w elt 

z u k o or di ni er e n.  Si g n al e a u s d er P eri p h eri e  h a b e n f ür d e n S C N all er di n g s i m V er gl ei c h 

mit d e m Li c ht si g n al n ur ei n e u nt er g e or d n et e B e d e ut u n g  ( Bl u m e et al., 2 0 1 9). 

Ü b er n e ur o n al e u n d h or m o n ell e W e g e st e u ert d er S C N d e n P V T a n , v o n w el c h e m l a ut 

B uij s u n d K al s b e e k dr ei v er s c hi e d e n e Pf a d e a u s g e h e n u n d  Ei nfl u s s a uf p eri p h er e U h-

r e n  n e h m e n  k ö n nte n  ( H er m e s  et  al.,  1 9 9 6,  T o u s s o n  a n d  M ei s sl,  2 0 0 4,  B uij s  a n d 

K al s b e e k, 2 0 0 1) . D er P V T s et zt T h yr e otr o pi n -R el e a si n g -H or m o n e  (T R H ) fr ei ( Fli er s et 

al., 1 9 9 4) . T R H er h ö ht di e n e ur o n al e F e u er u n g sr at e d e s  N u cl e u s d or s ali s n er vi v a gi  

( Tr a v a gli et al., 1 9 9 2) , w el c h er al s m ö gli c h er cir c a di a n er S c hritt m a c h er gilt u n d p eri p-

h er e U hr e n s y n c hr o ni si er e n k ö n nt e ( Mi ed a et al., 2 0 0 6) . Di e s e St ati o n e n bil d e n d e n 

er st e n m ö gli c h e n Pf a d z u d e n p eri p h er e n U hr e n ( B uij s a n d K al s b e e k, 2 0 0 1). V o m  P V T  

a u s  l a uf e n a ut o n o m e F a s er n z ur  C ol u m n a i nt er m e di ol at er ali s  (I M L) ( O n o et al., 1 9 7 8) . 

A ut o n o m e F a s er n  v o n d er I M L zi e h e n  z u d e n Gr e n z str a n g g a n gli e n u n d v o n d ort z u 

p eri p h er e n Or g a n e n ( A p p el a n d El d e, 1 9 8 8). Di e b e s c hri e b e n e n  a ut o n o m e n Si g n al e , 

di e ü b er d e n P V T u n d I M L l a uf e n, k ö n nt e n  al s z w eit e n Pf a d  p eri p h er e U hr e n b e ei n-

fl u s s e n ( B uij s a n d K al s b e e k, 2 0 0 1). Di e dritt e M ö gli c h k eit z ur S y n c hr o ni s ati o n p eri p h e-

r er U hr e n mit d e m S C N l ä uft a u s s c hli e ßli c h ü b er H or m o n e. V o n d e m d ur c h d e n S C N 

g et a kt et e n  P V T g el a n g t T R H z ur H y p o p h y s e ( Fli er s et al., 1 9 9 4). Cir c a di a n k o ntr ol-

li ert e H y p o p h y s e n hor m o n e k ö n nt e n ü b er di e s e n W e g p eri p h er e U hr e n s y n c hr o ni si e-

r e n ( B uij s a n d K al s b e e k, 2 0 0 1). 
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A b bil d u n g 3 : M o d ell d er I nt er a kti o n z wi s c h e n z e ntr al er U hr u n d p eri p h er e n U hr e n 

N u cl e u s  s u pr a c hi a s m ati c u s  ( S C N); N u cl e u s  p ar a v e ntri c ul ari s  ( P VT ); N u cl e u s p ar a br a c hi ali s  ( P B N); N u-

cl e u s  tr a ct u s s olit arii ( N T S); N u cl e u s  d or s ali s n er vi v a gi  ( D M V); Hi nt er h or n/ C o rn u p o st eri u s m e d ull a e 

s pi n ali s  ( C P M S); C ol u m n a i nt er m e di ol at er ali s  (I M L); gr ü n hi nt erl e gt er  B er ei c h: H y p ot h al a m u s;  d ur c h g e-

z o g e n e Pf eil e: Si g n al e d e s S C N a n p eri p h er e U hr e n, bl a u: h or m o n ell e Si g n al e, r ot: a ut o n o m e Si g n al e, 

r o s a: Si g n al e vi a H y p o p h y s e n h or m o n e; g e stri c h elt e Pf eil e: Si g n al e p eri p h er er U hr e n a n d e n S C N, h ell-

bl a u: v a g al e s e n s ori s c h e I nf or m ati o n e n, or a n g e: s y m p at hi s c h e s e n s ori s c h e I nf or m ati o n e n, r o s a: h or-

m o n ell e Si g n al e ; b e ar b eit et  n a c h ( B uij s a n d K al s b e e k, 2 0 0 1).  

 

1. 2  R e g ul ati o n d er i n n er e n U hr d ur c h M el at o ni n  

V o m S C N v erl ä uft ei n e n e ur o n al e V er bi n d u n g ü b er d a s s y m p at hi s c h e N er v e n s y st e m 

z ur Zir b el dr ü s e ( Gl a n d ul a pi n e a li s) ( M o or e, 1 9 9 6) (A b b. 4 ). B ei D u n k el h eit s et z e n di e 

n or a dr e n er g e n F a s er n  N or a dr e n ali n fr ei u n d f ü hr e n i n d er Zir b el dr ü s e z u ei n er Fr ei-

s et z u n g  v o n  i ntr a z ell ul är  g e s p ei c h ert e r N -A c et yltr a n sf er a s e  ( N A T) ( W urt m a n  et  al., 

1 9 6 7, Kl ei n et al., 1 9 8 3 b) . Di e N A T k at al y si ert di e U m w a n dl u n g v o n S E R O T O NI N  z u 

N -A C E T Y L S E R O T O NI N , d e m V orl ä uf er v on M el at o ni n ( W ei s s b a c h et al., 1 9 6 0, Kl ei n, 

2 0 0 7) . D a di e A kti vit ät d er N A T d ur c h Li c ht r e pri mi ert wir d  ( Kl ei n et al., 1 9 9 7), k a n n 

M E L A T O NI N  n ur b ei D u n k el h eit pr o d u zi ert w er d e n u n d wir d  d a h er a u c h al s , D u n k el-

h eit s h or m o n‘ b e z ei c h n et ( Uti g er, 1 9 9 2). 

M E L A T O NI N  wir d v o n d er Zir b el dr ü s e s e kr eti ert u n d bi n d et a n M el at o ni nr e z e pt or e n i n 

h y p ot h al a mi s c h e n B er ei c h e n  wi e d e m P V T  s o wi e i m S C N  ( W e a v er et al., 1 9 8 9). Di e 

Bi n d u n g v o n  M el at o ni n a n s ei n e R e z e pt or e n  i m S C N f ü hrt z ur P h a s e n v er s c hi e b u n g  
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d er cir c a di a n e n U hr  ( H u nt et al., 2 0 0 1 a). M E L A T O NI N  i st n a c h Li c ht d er z w eit wi c h-

ti g st e Z eit g e b er f ür de n  S C N  ( L e w y et al., 2 0 0 3). 

 

A b bil d u n g 4 : W e c h s el s eiti g e R e g ul ati o n v o n Mel at o ni n  u n d S C N  

D a s A uftr eff e n v o n Li c ht a uf d er R eti n a f ü hrt z u n e ur o n al e n Si g n al e n ü b er f ol g e n d e S c h alt p u n kt e: N u-

cl e u s  s u pr a c hi a s m ati c u s  ( S C N ), N u cl e u s  p ar a v e ntri c ul ari s  ( P V T), C ol u m n a  i nt er m e di ol at er ali s  (I M L), 

G a n gli o n c er vi c al e s u p eri u s  ( S C G), Gl a n d ul a pi n e ali s  ( P G). Hi er wir d M el at o ni n fr ei g e s et zt, d a s ü b er 

M el at o ni nr e z e pt or e n  i m  S C N  ei n e  r ü c k k o p p el n d e  Wir k u n g  b e sit zt ;  b e ar b eit et  n a c h ( G e n ari o  et  al., 

2 0 1 9) , m o difi zi ert n a c h  ( Kl ei n et al., 1 9 8 3 a, H u nt et al., 2 0 0 1 b). 

M E L A T O NI N  s o wi e  s ei n e  A b b a u pr o d u kt e  k ö n n e n  z ur  B e sti m m u n g  d er cir c a di a n e n 

P h a s e h er a n g e z o g e n w er d e n. Ei n r h yt h mi s c h er M el at o ni n s pi e g el li e gt i m Bl ut pl a s m a  

u n d  S p ei c h el  v or  ( K e n n a w a y a n d V o ult si o s, 1 9 9 8). Ei n A b b a u m et a b ol it k a n n z u d e m 

i m U ri n g e m e s s e n w er d e n ( B e nl o u cif et al., 2 0 0 8). A n d er e M ar k er f ür d e n cir c a di a n e n 

R h yt h m u s si n d C orti s ol  ( K o b b erli n g a n d z ur M u hl e n, 1 9 7 4) u n d di e K ör p er k er nt e m p e-

r at ur ( R efi n etti a n d M e n a k er, 1 9 9 2). 

D er M el at o ni n r e z e pt or-A g o ni st  ‚T a si m elt e o n ‘ k a n n  z ur B e h a n dl u n g d e s N o n -2 4 -S y n-

dr o m s , ei n em L ei d e n  v orr a n gi g v oll bli n d er M e n s c h e n, ei n g e s et zt  w er d e n  ( L o c kl e y et 

al., 2 0 1 5) . F ür d e n cir c a di a n e n R h yt h m u s b etr off e n er P er s o n e n  f u n kti o niert L i c ht ni c ht 
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al s Z eit g e b er , w o d ur c h  d er e n cir c a di a n e U hr u n d d a mit a u c h  d er S c hl af -W a c h -R h yt h-

m u s ni c ht mit d er U m w elt s y n c hr o ni si ert w er d e n k a n n  ( O k a w a a n d U c hi y a m a, 2 0 0 7). 

Di e B e h a n dl u n g mit  d e m  M el at o ni nr e z e pt or -A g o ni st e n k a n n i n di e s e n F äll e n z ur S y n-

c hr o ni si er u n g mit d er A u ß e n w elt g e n ut zt w er d e n  ( L o c kl e y et al., 2 0 1 5). 

Z u d e m k a n n M E L A T O NI N  J et la g -S y m pt o m e b ei Fl ü g e n ü b er  m e hr er e  Z eit z o n e n li n-

d er n, w e n n e s n a h e d er g e w ü n s c ht e n Ei n s c hl af z eit  ei n g e n o m m e n wir d  ( L e w y, 2 0 0 3). 

I n d er E ur o p äi s c h e n U ni o n ( E U) h at di e ‚ E ur o p äi s c h e B e h ör d e f ür L e b e n s mitt el si c h er-

h eit‘  M E L A T O NI N  al s  ‚ L e b e n s mitt el b e st a n dt eil  ( f o o d  c o n stit u e nt)‘  ei ng e or d n et u n d 

e m pfi e hlt  b ei J et L a g -S y m pt o m e n  ei n e D o si s v o n 0, 5 -5 m g w ä hr e n d d er er st e n T a g e 

d er R ei s e z ur Ei n s c hl af z eit  ( E F S A P a n el o n Di et eti c Pr o d u ct s a n d All er gi e s, 2 0 1 0). Al s 

M e di k a m e nt  i st ME L A T O NI N  i n d er E U u nt er d er B e z ei c h n u n g ‚Cir c a di n ® ‘ l e di gli c h z ur 

B e h a n dl u n g v o n P ati e nt e n a b 5 5 J a hr e n mit pri m är er I n s o m ni e  z u g el a s s e n  ( Gr o s s m a n 

et al., 2 0 1 1) . 

 

1. 3  D er m ol e k ul ar e M e c h a ni s m u s d er i n n er e n U hr  

D i e cir c a di a n e U hr  s el b st i st ei n m ol e k ul ar er M e c h a ni s m u s, d er si c h i n S ä u g eti er e n i n 

f a st j e d er a u s diff er e n zi ert e n Z ell e b efi n d et ( P art c h et al., 2 0 1 4). D a s wi c hti g st e El e-

m e nt d e s m ol e k ul ar e n O s zill at or s si n d s o g e n a n nt e tr a n s kri pti o n ell e/tr a n sl ati o n ell e n e-

g ati v e R ü c k k o p pl u n g s s c hl eif e n  ( T a k a h a s hi, 2 0 1 7). Di e P r ot ei n e CI R C A DI A N L O C O-

M O T O R O U T P U T C Y C L E S K A P U T ( C L O C K ) u n d B R AI N A N D  M U S C L E A R N T -LI K E 

1 ( B M A L 1 ) bil d e n H et er o di m er e  ( C L O C K/ B M A L 1) u n d a kti vi er e n di e Tr a n s kri pti o n d er  

P eri o d 1 -, P eri o d 2-, P eri o d 3- (P er 1, P er 2, P er 3 ) u n d  Cr y pt o c hr o m e  1/ 2 -G e n e  (C r y1/ 2 ) 

( G e k a ki s  et  al.,  1 9 9 8,  Ji n  et  al.,  1 9 9 9).  W e n n  di e  P E R- u n d  C R Y -Pr ot ei n e  ei n e  b e-

sti m mt e z ell ul är e K o n z e ntr ati o n err ei c ht h a b e n , r e pri mi er e n si e i hr e ei g e n e Tr a n s kri p-

tio n i n d e m si e a n C L O C K/ B M A L 1 bi n d e n  ( K u me et al., 1 9 9 9, Y e et al., 2 0 1 4) . Di e s e  

z e ntr al e  R ü c k k o p pl u n g s s c hl eif e  wir d  d ur c h  w eit er e  R ü c k k o p pl u n g s s c hl eif e n  b e st e-

h e n d  a u s n u kl e är e n  R e z e pt or e n  d er  T y p e n  R A R -R E L A T E D  O R P H A N  R E C E P T O R  

(R O R ) (R A R -R E L A T E D  O R P H A N  R E C E P T O R  A L P H A , R A R -R E L A T E D  O R P H A N 

R E C E P T O R B E T A , R A R -R E L A T E D O R P H A N R E C E P T O R G A M M A ), N U C L E A R R E-

C E P T O R S U B F A MI L Y  1, G R O U P  D, M E M B E R  1  (N R 1 D 1 ) u n d  N U C L E A R  R E C E P-

T O R  S U B F A MI L Y  1, G R O U P  D, M E M B E R  2  (N R 1 D 2 ), w el c h e di e B m al 1 -E x pr e s si o n 

r e g uli er e n, er g ä n zt  ( A b b. 5 ) ( Pr eit n er et al., 2 0 0 2, S at o et al., 2 0 0 4, U e d a et al., 2 0 0 2, 

G uill a u m o n d et al., 2 0 0 5) . P o sttr a n s kri pti o n ell e R e g ul ati o n d er U hr e n pr ot ei n e s or gt f ür 

ei n e F ei n a b sti m m u n g d er i n n er e n U hr, i n d e m di e  P eri o d e nl ä n g e d e s O s zill at or s d ur c h 
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p h o s p h or yli er u n g s a b h ä n gi g e  U bi q uiti ni er u n g  v o n P E R u n d C R Y  ü b er z w ei v er s c hi e-

d e n e M e c h a ni s m e n  r e g uli ert wir d  (Ei d e et al., 2 0 0 5, L a mi a et al., 2 0 0 9, G atfi el d a n d 

S c hi bl er, 2 0 0 7) . A n di e s e m Pr o z e s s si n d h a u pt s ä c hli c h  di e Ki n a s e n C A S EI N KI N A S E  

1 D E L T A  ( C S N K 1 D) u n d CA S EI N  K I N A S E 1 E P SI L O N  ( C S N K 1 E) b et eili gt  ( C a m a c h o 

et al., 2 0 0 1, K e e sl er et al., 2 0 0 0) . O h n e p o sttr a n s kri pti o n ell e R e g ul ati o n h ätt e d er m o-

l e k ul ar e O s zill at or ei n e P eri o d e nl ä n g e v o n d e utli c h w e ni g er al s 2 4 h, d a h er m u s s ei n e 

V er z ö g er u n g z wi s c h e n A kti vi er u n g u n d R e pr e s si o n d er Tr a n s kri pti o n erf ol g e n. R e v er-

si bl e P h o s p h or yli er u n g  u n d a n d er e p o sttr a n s kri pti o n ell e M e c h a ni s m e n r e g uli er e n V or-

g ä n g e wi e s u b z ell ul är e L o k ali s ati o n v o n U hr e n pr ot ei n e n, Bil d u n g v o n Pr ot ei n k o m pl e-

x e n u n d Pr ot ei n a b b a u. I n i hr er G e s a mt h eit tr a g e n di e s e Pr o z e s s e z ur V erl ä n g er u n g 

d er P eri o d e nl ä n g e a uf u n g ef ä hr 2 4 h b ei  ( G all e g o a n d Vir s h u p, 2 0 0 7). 

 

A b bil d u n g 5 : A uf b a u d e s m ol e k ul ar e n O s zill at or s 

D er m ol e k ul ar e O s zill at or b e st e ht i m K er n a u s n e g ati v e n R ü c k k o p pl u n g s s c hl eif e n. Di e A kti v at or pr ot ei n e 

C L O C K u n d B M A L 1  a kti vi er e n di e E x pr e s si o n v o n Cr y, P er, R O R  u n d R e v -Er b  (N r1 d 1 , Nr 1 d 2) ü b er E -

b o x e n i n d er e n Pr o m ot orr e gi o n e n. P E R u n d C R Y r e pri mi er e n i hr e ei g e n e Tr a n s kri pti o n. Di e Pr ot ei n e 

R E V -E R B ( N R 1 D 1, N R 1 D 2) u n d R O R bil d e n ei n e u nt er st üt z e n d e R ü c k k o p pl u n g s s c hl eif e, w el c h e di e 

E x pr e s si o n v o n B M A L 1 r e g uli ert ; b e ar b eit et n a c h ( R ei n k e a n d A s h er, 2 0 1 6). 
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U hr e n pr ot ei n e  h a b e n  F u n kti o n e n  i n n er h al b  u n d a u ß er h al b  d e s  m ol e k ul ar e n  O s zill a-

t or s, d a si e a u c h Zi el g e n e a u ß er h al b d er cir c a di a n e n U hr r e g uli er e n. M ut ati o n e n v er-

s c hi e d e n er U hr e n g e n e r uf e n  d a h er s e hr u nt er s c hi e dli c h e p h y si ol o gi s c h e  P h ä n ot y p e n 

h er v or ( M ar c h e v a et al., 2 0 1 0, Vi s w a m b h ar a n et al., 2 0 0 7, G a m s b y et al., 2 0 1 3, Mill er 

et al., 2 0 0 4) . 

 

1. 4  Z e ntr al e St ell u n g v o n P E R 2  u n d C S N K 1 D/ E i m m ol e k u-

l ar e n O s zill at or 

I n s b e s o n d er e di e I nt er a kti o n v o n P E R 2 u n d C S N K 1 D/ E s pi elt ei n e e s s e nti ell e R oll e 

i m m ol e k ul ar e n O s zill at or, d a si e gr u n dl e g e n d e Ei g e n s c h aft e n d er cir c a di a n e n U hr b e-

ei nfl u s st  ( M e n g et al., 2 0 1 0). H er u nt err e g ul ati o n v o n  P E R 2  o d er  C S N K 1 D/ E  v erl ä n g ert 

di e P eri o d e nl ä n g e  i n k ulti vi ert e n O st e o s ar k o m-Z ell e n ( B a g g s et al., 2 0 0 9). D e s W eit e-

r e n b e sti m mt  d i e t e m p er at ur a b h ä n gi g e P h o s p h or yli er u n g  s p e zifi s c h er Pr ot ei n d o m ä-

n e n v o n  P E R 2  d ur c h C S N K 1 D/ E di e  G e s c h wi n di g k eit  d e s  A b b a u s  v o n  P E R 2 .  Di e s 

m a c ht  ei n e n  w e s e ntli c h e n  B e st a n dt eil  d e s  T e m p er at ur k o m p e n s ati o n s m e c h a ni s m u s 

a u s u n d b e ei nfl u s st d ar ü b er hi n a u s a u c h P eri o d e nl ä n g e u n d  P h a s e n v er s c hi e b u n g s ei-

g e n s c h aft e n d e s O s zill at or s  ( B a d ur a et al., 2 0 0 7, I s oji m a et al., 2 0 0 9, Qi n et al., 2 0 1 5) . 

D er  b e s c hri e b e n e  V or g a n g  wir d  ei n dr u c k s v oll  a m  B ei s pi el  d e s F a mili a l A d v a n c e d 

Sl e e p  P h a s e  S y n dr o m e  v er d e utli c ht.  B etr off e n e  b e sit z e n  ei n e  st ar k  v or v erl a g ert e 

S c hl af p h a s e , b e i d er ei n e s e hr fr ü h e Ei n s c hl af z eit mit fr ü h m or g e n dli c h e m Er w a c h e n 

ei n h er g e ht  ( J o n e s  et  al.,  1 9 9 9). Z w ei  P u n kt m ut ati o n e n  i n  e nt w e d er P er 2  o d er 

C s n k 1 d /e , di e b ei d e z u ei n er H y p o p h o s p h or yli er u n g v o n P E R 2 f ü hr e n, r uf e n hi er b ei 

ei n e n i d e nti s c h e n P h ä n ot y p h er v or  ( T o h et al., 2 0 0 1, X u et al., 2 0 0 5). 

S ä u g eti er e  b e sit z e n d r ei P er -G e n e : P er 1 , P er 2 u n d P er 3  ( Al br e c ht et al., 1 9 9 7, T a k u mi 

et  al.,  1 9 9 8) . P E R 1 / 2/ 3,  C R Y 1/ 2  u n d  C S N K 1 D bil d e n  mit w eit er e n  Pr ot ei n e n  ei n e n 

K o m pl e x, d er i m K er n mit d e m C L O C K /B M A L 1 -H et er o di m er i nt er a gi ert. D a d ur c h wir d 

di e Tr a n s kri pti o n d er P er - u n d Cr y -G e n e r e pri mi ert  ( Ar y al et al., 2 0 1 7). A u s s c h alt e n 

v o n P er 1  u n d/ o d er P er 2  b e ei nfl u s st w e s e ntli c h e  Ei g e n s c h aft e n  d er  cir c a di a n e n  U hr 

w ä hr e n d A u s s c h alt e n v o n P er 3 ni c ht i n di e R e g ul ati o n d er cir c a di a n e n U hr ei n gr eift  

( Z h e n g et al., 2 0 0 1, S h e ar m a n et al., 2 0 0 0 a). N e b e n i hr er R oll e i n d er R ü c k k o p pl u n g s-

s c hl eif e d er cir c a di a n e n U hr si n d P E R -Pr ot ei n e a n  Pr o z e s s e n  wi e d e m Z ell z y kl u s u n d 

d e m  z ell ul är e n M et a b oli s m u s  b et eili gt u n d st e h e n d a mit i n V er bi n d u n g z u v er s c hi e d e-

n e n p at h o p h y si ol o gi s c h e n V or g ä n g e n wi e Alt er n u n d d er T u m or e nt st e h u n g  ( K alf al a h 
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et al., 2 0 1 6, G u et al., 2 0 1 2) . Ei n b e s s er e s V er st ä n d ni s all er z ell ul är er F u n kti o n e n v o n 

P E R -Pr ot ei n e n i st d a h er w e s e ntli c h f ür die E nt wi c kl u n g v o n T h er a pi e n g e g e n m et a b o-

li s c h e u n d m ali g n e Er kr a n k u n g e n . 

 

1. 5  P E R 2 u n d A ut o p h a gi e  

P E R 2 h at ei n e wi c hti g e F u n kti o n b ei d er R e g ul ati o n  v o n  Alt er u n g s pr o z e s s e n . I n g e al-

t ert e n pri m är e n  h u m a n e n Fi br o bl a st e n i st P E R 2 g eri n g er e x pri mi ert al s i n Fi br o bl a st e n 

v o n  j u n g e n  I n di vi d u e n . Di e  r e d u zi ert e P E R 2 -E x pr e s si o n k orr eli ert  i n  di e s e n  Z ell e n 

st ar k mit v er mi n d ert e n A ut o p h a gi el e v el n . In m uri n e n Fi br o bl a st e n f ü hrt di e H er u nt er-

r e g ul ati o n  v o n  P E R 2 e b e nf all s  z u  er ni e dri gt e n  A ut o p h a gi el e v el n,  w a s  wi e d er u m  ei n 

s c h n ell er e s F ort s c hr eit e n v o n Alt er u n g s pr o z e s s e n  b e wir kt  ( K alf al a h et al., 2 0 1 6). Di e 

A ut o p h a gi e  i st  ei n  k at a b ol er  Pr o z e s s,  b ei  d e m  Z ell e n  i hr e  ei g e n e n  B e st a n dt eil e  a b-

b a u e n  ( D e D u v e, 1 9 6 3). Di e s er M e c h a ni s m u s  wir d d ur c h  v er s c hi e d e n e Art e n v o n z el-

l ul är e m Str e s s i n d u zi ert u n d di e nt z u m ei n e n d er E n er gi e b er eit st ell u n g u n d h at z u m 

a n d er e n  z yt o pr ot e kti v e  F u n kti o n  i n d e m  er p ot e nti ell  s c h ä dli c h e s  M at eri al,  wi e  b ei-

s pi el s w ei s e Pr ot ei n a g gr e g at e, a u s d e m Z yt o s ol eli mi ni ert  ( L u m et al., 2 0 0 5, Kr o e m er 

et al., 2 0 1 0, F ort u n et al., 2 0 0 3) . N e b e n i hr er F u n kti o n z ur A ufr e c ht er h alt u n g d er z el-

l ul är e n H o m ö o st a s e  gr eift  di e  A ut o p h a gi e  i n  d e n  N ä hr st off m et a b oli s m u s  i n  H u n g er-

p h a s e n  ei n  i n d e m A ut o p h a gi e  b ei N ä hr st off m a n g el  i n d u zi ert wir d  ( Mi z u s hi m a  et  al., 

2 0 0 4) .  I st  d er  Pr o z e s s  d er  A ut o p h a gi e  g e st ört,  s o  k o m mt  e s  z u  ei n e m  er ni e dri gt e n 

Pl a s m a -Gl u c o s e s pi e g el  ( E z a ki et al., 2 0 1 1). Ni e dri g e A ut o p h a gi el e v el st e h e n i m Z u-

s a m m e n h a n g  mit  u nt er s c hi e dli c h e n  Er kr a n k u n g e n  wi e  Kr e b s,  Di a b et e s,  H e-

p at o st e at o s e, s k el et al er M y o p at hi e u n d N e ur o d e g e n er ati o n  ( Li a n g et al., 1 9 9 9, K a ni u k 

et al., 2 0 0 7, Li n et al., 2 0 1 3, Gr u m ati et al., 2 0 1 0, K o m at s u et al., 2 0 0 6) . 

Di e I n d u kti o n d er A ut o p h a gi e f ü hrt z ur R e kr uti er u n g v o n  A ut o p h a gi e pr ot ei n e n  z ur P h a-

g o p h or e A s s e m bl y Sit e  ( Ki m et al., 2 0 0 2, S u z u ki et al., 2 0 0 1). D ort wir d ei n e D o p p el-

m e m br a n  g ef or mt,  w el c h e  ei n e  V erti ef u n g  bil d et  u n d  P h a g o p h or  g e n a n nt  wir d  

( Mi z u s hi m a, 2 0 0 7). Di e M e m br a n b e st a n dt eil e hi erf ür  k ö n n e n a u s v er s c hi e d e n e n z el-

l ul är e n Q u ell e n st a m m e n, b ei s pi el s w ei s e a u s d e m  e n d o pl a s m ati s c h e n R eti k ul u m  o d er 

d e m G ol gi -A p p ar at  ( v a n d er V a art a n d R e g gi ori, 2 0 1 0, H a y a s hi-Ni s hi n o et al., 2 0 0 9) . 

Di e P h a g o p h or m e m br a n  s c hli e ßt si c h u m  di e a b z u b a u e n d e n Z ell b e st a n dt eil e u n d d a s 

r e s ulti er e n d e V e si k el wir d A ut o p h a g o s o m g e n a n nt  ( Mi z u s hi m a, 2 0 0 7). A n s c hli e ß e n d 

v er s c h mil zt d a s  A ut o p h a g o s o m mit d e m L y s o s o m z u ei n e m A ut ol y s o s o m  ( Mi z u s hi m a, 
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2 0 0 7) . Di e i n n er e, n u n i m A ut ol y s o s o m li e g e n d e , A ut o p h a g o s o m e n m e m br a n wir d z u-

s a m m e n mit d e n Zi el m ol e k ül e n d ur c h d a s h y dr ol yti s c h e Mili e u a b g e b a ut  ( D u n n, 1 9 9 4) 

( A b b. 6). 

 

A b bil d u n g 6 : A bl a uf d er A ut o p h a gi e 

A bl a uf d er A ut o p h a gi e v o n d er Bil d u n g d e s A ut o p h a g o s o m s mit Ei n s c hl u s s d er z u v er d a u e n d e n M ol e-

k ül e, ü b er di e F u si o n mit L y s o s o m e n, bi s z u m A b b a u d er V e si k el b e st a n dt eil e , b e ar b eit et n a c h ( M e n zi e s 

et al., 2 0 1 5) . 

Di e A ut o p h a gi e wir d d ur c h di e cir c a di a n e U hr r h yt h mi s c h a kti vi ert, w o b ei i n s b e s o n d er e 

d a s U hr e n pr ot ei n P E R 2 ei n e z e ntr al e R oll e s pi elt  ( K alf al a h et al., 2 0 1 6). P E R 2 s c h ei nt 

d e n A ut o p h a gi e pr o z e s s all er di n g s ni c ht ü b er tr a n s kri pti o n ell e St e u er u n g v o n A ut o p h a-

gi e g e n e n z u r e g uli er e n, z u mi n d e st k o n nt e k ei n e D er e g ul ati o n v o n mit d er A ut o p h a gi e 

i n V er bi n d u n g st e h e n d e n G e n e n n a c h H er u nt err e g ul ati o n v o n P E R 2  g ef u n d e n w er d e n 

( J a n k e u n d R ei n k e, u nv er öff e ntli c ht ). A u s di e s e m Gr u n d w ur d e ei n e R e g ul ati o n d er 

A ut o p h a gi e d ur c h P E R 2 ü b er Pr ot ei n -Pr ot ei n -I nt er a kti o n e n i n B etr a c ht g e z o g e n.  

 

1. 6  I nt er a kti o n  v o n P E R 2  u n d  G A P V D 1  i n  Im m u n pr ä zi pi t a-

ti o n u n d M a s s e n s p e ktr o m etri e  

U m p ot e n zi ell e  P E R 2 -I nt er a kt or e n mit F u n kti o n e n i m A ut o p h a gi e pr o z e s s z u i d e ntifi-

zi er e n w ur d e n mit P E R 2 a s s o zii ert e Pr ot ei n e d ur c h I m m u n pr ä zi pit ati o n a n g er ei c h ert 

u n d  a n s c hli e ß e n d  d ur c h  M a s s e n s p e ktr o m etri e  i d e ntifi zi ert .  I n  di e s e m  E x p eri m e nt 

w ur d e u nt er a n d er e m  G T P A S E -A C TI V A TI N G P R O T EI N A N D  V P S 9 D O M AI N -C O N-

T AI NI N G  P R O T EI N  1 ( G A P V D 1)  al s  I nt er a kti o n s p art n er v o n  P E R 2  g ef u n d e n.  

G A P V D 1  w ur d e i n n er h al b ei n e s K o nfi d e n zi nt er v all s v o n ei n er A nr ei c h er u n g > 5 x mit 

p < 0. 0 0 0 5 i d e ntifi zi ert, i n d a s a u c h di e U hr e n pr ot ei n e f all e n, di e b e k a n nt er m a ß e n ei n e n 

Pr ot ei n k o m pl e x mit P E R 2 bil d e n ( A b b.  7)  ( Ar y al et al., 2 0 1 7, I br a hi m et al., 2 0 2 1). 
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A b bil d u n g 7 : I d e ntifi k ati o n mit P E R 2 i nt er a gi er e n d er Pr ot ei n e  

Str e u di a gr a m m v o n Pr ot ei n e n, di e al s I nt er a kt or e n v o n P E R 2 i d e ntifi zi ert w or d e n si n d. G A P V D 1 li e gt 

mit b e k a n nt e n P E R 2 -I nt er a kt or e n i n ei n e m K o nfi d e n zi nt er v all ( A nr ei c h er u n g > 5 x, T -T e st p < 0, 0 0 0 0 5) ; 

(I br a hi m et al., 2 0 2 1). 

 

1. 7  F u n kti o n e n d e s Pr ot ei n s G A P V D 1  

D a s Pr ot ei n G A P V D 1 e nt h ält ei n e  V A C U O L A R P R O T EI N S O R TI N G -A S S O CI A T E D 

P R O T EI N  9  (V P S 9 )-D o m ä n e mit R a b -G E F -A kti vit ät  a m  C -T er mi n u s u n d  ei n e R a s-

G A P -D o m ä n e  a m N -T er mi n u s, di e d ur c h ei n e n Pr ot ei n a b s c h nitt o h n e b e k a n nt e D o-

m ä n e n str u kt ur g etr e n nt si n d ( A b b. 8 ) ( D el pr at o et al., 2 0 0 4, H u n k er et al., 2 0 0 6) . D ur c h  

di e  K o m bi n ati o n  di e s er  D o m ä n e n  k ö n nt e  G A P V D 1  ei n e  V er bi n d u n g  z wi s c h e n  d e n  

R a b - u n d R a s -Si g n al w e g e n  h er st ell e n . 

 

A b bil d u n g 8 : Str u kt ur v o n G A P V D 1 ( h u m a n) 

D a s h u m a n e Pr ot ei n G A P V D 1 b e st e ht a u s  1 4 7 8 A mi n o s ä ur e n. A m N -T er mi n u s v erf ü gt e s ü b er ei n e 

R a s G A P -D o m ä n e u n d a m C -T er mi n u s b efi n d et si c h ei n e V P S 9 -D o m ä n e ; er st ellt n a c h ( H u n k er et al., 

2 0 0 6) . 

7  

8  



1 4  

 

D a s M oti v d er  V P S 9 -D o m ä n e fi n d et si c h e b e nf all s i n d er k at al yti s c h e n D o m ä n e v o n 

G T P -A u st a u s c hf a kt or e n  f ür  G T P a s e n  d er R A S -R E L A T E D  P R O T EI N  I N  B R AI N  5 

(R a b 5 )-F a mili e  ( C ar n e y et al., 2 0 0 6, D el pr at o et al., 2 0 0 4). R a b 5 i st  a n Tr a n s p ort pr o-

z e s s e n  d ur c h  V e si k el bil d u n g  b et eili gt , b e i s pi el s w ei s e  d er  Cl at hri n-v er mitt elt e n  E n-

d o c yt o s e  s o wi e  n a c hf ol g e n d e n  A bl ä uf e n  i n  fr ü h e n  E n d o s o m e n  ( G or v el  et  al.,  1 9 9 1, 

B u c ci et al., 1 9 9 2) . Di e R oll e v o n G A P V D 1 i n d er P h a g o z yt o s e st e ht i m Ei n kl a n g mit 

d er  L o k ali s ati o n d e s  Pr ot ei n s ( Kit a n o  et  al.,  2 0 0 8). E s b efi n d et  si c h v or wi e g e n d  i m 

Z yt o pl a s m a , w o b ei ei n ni c ht k o n st a nt er A nt eil i m B er ei c h d er Pl a s m a m e m br a n z u fi n-

d e n i st  ( L o d hi et al., 2 0 0 7). S ollt e  P E R 2  t at s ä c hli c h i n Z ell e n mit G A P V D 1  i nt er a gi er e n, 

w ür d e di e s e I nt er a kti o n  P E R 2 mit G A P V D 1 -r e g uli ert e n Pr o z e ss e n i n V er bi n d u n g bri n-

g e n.  D a P E R 2 di e A ut o p h a gi e r e g uli ert ( K alf al a h et al., 2 0 1 6) u n d A ut o p h a gi e e n g mit 

v e si k ul är e m  Tr a n s p ort  v er b u n d e n  i st ( P a p an dr e o u  a n d  T a v er n ar a ki s,  2 0 2 0) ,  k ö n nt e 

P E R 2 s ei n e F u n kti o n i n d er A ut o p h a gi e ü b er di e  I nt er a kti o n mit G A P V D 1 a u s ü b e n.  

 

1. 8  Zi el e  d er Ar b eit  

G A P V D 1  w ur d e  i n V or ar b eit e n al s p ot e n zi ell er  I nt er a kti o n s p art n er v o n P E R 2 i d e ntifi-

zi ert . E s w ar z u m Z eit p u n kt d e s B e gi n n s di e s er Ar b eit e s s e nti ell z u n ä c h st d ur c h ei n e 

u n a b h ä n gi g e M et h o d e z u ü b er pr üf e n, d a s s di e s e I nt er a kti o n t at s ä c hli c h e xi sti ert , b e-

v or a n w eit er e U nt er s u c h u n g e n z u d er e n F u n kti o n g e d a c ht w er d e n k o n nt e. Z ur Ü b er-

pr üf u n g d er Pr ot ei n -Pr ot ei n -I nt er a kti o n v o n  P E R 2 u n d G A P V D 1 d ur c h ei n e  alt er n ati v e 

M et h o d e ei g n et si c h d er  ‚Pr o xi mit y Li g ati o n A s s a y  ( P L A)‘, d er  i n m ei n er Ar b eit z ur A n-

w e n d u n g  g e k o m m e n i st .  

D er P L A i st ei n e M et h o d e,  u m i n k ulti vi ert e n Z ell e n o d er G e w e b e pr ä p ar at e n ei n e e xt-

r e m e n g e C ol o k ali s ati o n z w ei er Pr ot ei n e n a c h z u w ei s e n . Ei n P L A -Si g n al  wir d d a n n pr o-

d u zi ert, w e n n  d er A b st a n d z w ei er Pr ot ei n e  w e ni g er al s 4 0 n m b etr ä gt  ( H eg a z y et al., 

2 0 2 0) . D a di e s er A b st a n d i m B er ei c h d er Gr ö ß e n or d n u n g v o n Pr ot ei n k o m pl e x e n li e gt, 

i m pli zi ert ei n p o siti v e s Si g n al i m P L A st ar k, d a s s di e Pr ot ei n e dir e kt i nt er a gi er e n, b e-

zi e h u n g s w ei s e z u mi n d e st i m gl ei c h e n Pr ot ei n k o m pl e x v orli e g e n  ( H e g a z y et al., 2 0 2 0). 

D ar ü b er hi n a u s  bi et et d er P L A di e M ö gli c h k eit  di e L o k ali s ati o n d er I nt er a kti o n a uf s u b-

z ell ul är er E b e n e  si c ht b ar z u m a c h e n  ( S o d er b er g et al., 2 0 0 6), w a s d e n B e gi n n ei n er 

A nt w ort  a uf  di e  Fr a g e  n a c h  d er  F u n kti o n  d er  P E R 2 -G A P V D 1  I nt er a kti o n  d ar st ell e n 

k ö n nt e.  
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2  M at e ri al  

2. 1  Z ell k ult ur  

2. 1. 1  Z ellli ni e n  

T a b ell e 1 : Z ellli ni e n 

H T 1 0 8 0  D e ut s c h e  S a m ml u n g  v o n  Mi kr o or g a ni s-
m e n u n d Z ell k ult ur e n  

H T 1 0 8 0 P E R 2 -G F P  ( K alf al a h et al., 2 0 1 6) 

 

2. 1. 2  L ö s u n g e n u n d A n ti bi oti k a f ü r di e Z ell k ult u r 

F all s ni c ht a n d er w eiti g s p e zifi zi ert, w ur d e n di e a u f g eli st et e n Pr o d u kt e v o n d er Fir m a 

Gi b c o ®  ( T h er m o Fi s h er), C arl s b a d , K alif or ni e n, U S A b e z o g e n. 

 

2. 1. 3  M e di e n  

T a b ell e 2 : M e di e n f ür di e Z ell k ult ur 

N ä hr m e di u m  D ul b e c c o' s  M o difi e d  E a gl e' s  M e di u m  
(D M E M ) ( 1 x) + Gl ut a M A XT M -I ([ +] 4,5 g/ l 
D -Gl u c o s e,  [ +]  P yr u v at e) ,  1 0 % f et al e s 
K äl b er s er u m ( F C S ), 1 0 0 U/ ml  P e ni cilli n, 
1 0 0  µ g/ ml S tr e pt o m y ci n 

S el e kti o n s m e di u m  D M E M ( 1 x) + Gl ut a M A X ™ -I ([ +] 4, 5 g/ l D -
Gl u c o s e,  [ +]  P yr u v at e) ,  1 0 %  F C S,  1 0 0 
U/ ml P e ni cilli n, 1 0 0 µ g/ ml S tr e pt o m y ci n, 
5 0 0 µl H y gr o m y ci n  B  

Ei nfri er m e di u m  5 0  % F C S, 4 0  % N ä hr m e di u m, 1 0  % Di-
m et h yl s ulf o xi d (D M S O ) 

D M E M ( 1 X) + Gl ut a M A X T M -I Gi b c o  ( T h er m o Fi s h er), C arl s b a d,  K ali -
f or ni e n, U S A 

 

2. 2  P uff er u n d St a m m l ö s u n g e n 

T a b ell e 3 : P uff er u n d St a m ml ö s u n g e n 

1 0 x L a e m mli -P uff er  3 1 2  m M T ri s( h y dr o x y m et h yl) a mi n o m e-
t h a n (Tri s )/S al z s ä ur e  ( H Cl ) ( p H 6, 8), 
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5 0  % Gl y c eri n, 1 0  %  N atri u m d o d e c yl s ul-
f at (S D S ), 0, 4 % Br o m p h e n ol bl a u  

1 0 x  P h o s p h at -g e p uff ert e -S al zl ö s u n g  
 ( P B S) 

1, 4  M  N a Cl,  2 7  m M  K Cl,  1 0 0  m M 
N a 2 H P O 4  2 H 2 O, 1 8  m M K H 2 P O 4  

1 0 x T G S -P uff er ( Tri s -Gl y ci n -S D S -P uff er)  0, 2 5  M Tri s, 1, 9 2  M Gl y ci n, 1  % S D S  

1 x L a e m mli -L a d e p uff er ( 1 m l) 2 0 0  μ l 5 x  L a e m mli -P uff er,  1 0 0  μ l 1 0  % 
S D S, 1 0  μ l Dit hi ot hr eit ol  (D T T ), 1 0  μ l 
P ef a bl o c ® , 6 8 0 μ l H 2 O  

1 x T G S -L a uf p uff er  1 0 0  m l 1 0 x  T G S, 9 0 0  m l H 2 O  

5 x L a e m mli -P uff er  Tri s/ H Cl  p H  6,  1 5 6, 2 5  m M  2 5  %  Gl y c e -
ri n, 5 % S D S, 5 0  m M D T T, a d 1 0  m l H 2 O, 
1 S p at el s pit z e  Br o m p h e n ol bl a u  

6 x L a e m mli -L a d e p uff er ( 1 m l) 6 0 0  μ l 1 0 x  L a e m mli -P uff er,  2 0  %  S D S, 
1  M  D T T,  2 5 0  m M P ef a bl o c ® ,  2 6 0 μ l 
H 2 O  

D u oli n k I n Sit u W a s h B uff er A  Si g m a -Al dri c h, St. L o ui s , U S A  

D u oli n k I n Sit u W a s h B uff er B  Si g m a -Al dri c h, St. L o ui s , U S A  

P B S -T ( 1  l) 1 0 0  m l 1 0 x  P B S,  1  m l T w e e n ®  2 0 
( 0, 1 %),  9 9 9  m l H 2 O  

Tri s -g e p uff ert e  S al zl ö s u n g  mit  T w e e n ® 
2 0  

1 0 x Tri s -g e p uff ert e K o c h s al zl ö s u n g , 
 0. 1 %  T w e e n ®  2 0  

Tr a n sf er p uff er  4 8  m M Tri s, 3 9  m M Gl y ci n, 2 0 %  M et h a -
n ol  

 

2. 3  C h e mi k ali e n  u n d R e a g e n zi e n  

T a b ell e 4 : C h e mi k ali e n u n d R e a g e n zi e n  

4', 6 -Di a mi di n -2 -p h e n yli n d ol ( D A PI)  B o e hri n g er  I n g el h ei m,  I n g el h ei m  a m 
R h ei n, D e ut s c hl a n d  

Br o m p h e n ol b l a u M er c k, D ar m st a dt, D e ut s c hl a n d  

D h ar m a F E C T 1 Tr a n sf e cti o n R e a g e nt  D h ar m a c o n , L af a y ett e, C ol or a d o, U S A  

D M S O  Si g m a, St. L o ui s, U S A  

D T T  A p pli C h e m, D ar m st a dt, D e ut s c hl a n d  

Et h a n ol  M er c k, D ar m st a dt, D e ut s c hl a n d  
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Gl y c eri n  M er c k, D ar m st a dt, D e ut s c hl a n d  

Gl y ci n  R ot h, K arl sr u h e, D e ut s c hl a n d  

H Cl  M er c k, D ar m st a dt, D e ut s c hl a n d  

I s o pr o p a n ol M er c k, D ar m st a dt, D e ut s c hl a n d  

K Cl  R ot h, K arl sr u h e, D e ut s c hl a n d  

K H 2 P O 4  R ot h, K arl sr u h e, D e ut s c hl a n d  

M et h a n ol  M er c k, D ar m st a dt, D e ut s c hl a n d  

N a Cl  V W R I nt er n ati o n al, D ar m st a dt, D e u t s c h-
l a n d 

N a 2 H P O 4  R ot h, K arl sr u h e, D e ut s c hl a n d  

N atri u m d o d e c yl s ulf at ( S D S)  R ot h, K arl sr u h e, D e ut s c hl a n d  

P ar af or m al d e h y d  ( P F A) Si g m a, St. L o ui s, U S A  

P ef a bl o c ®  A p pli C h e m, D ar m st a dt, D e ut s c hl a n d  

P ol y a cr yl a mi d R oti p h or e s e ®  G el 3 0  R ot h, K arl sr u h e, D e ut s c hl a n d  

T etr a m et h yl et h yl e n di a mi n  R ot h, K arl sr u h e, D e ut s c hl a n d  

Tri s  R ot h, K arl sr u h e, D e ut s c hl a n d  

Trit o n X -1 0 0  Si g m a, St. L o ui s, U S A  

Tr y p a n bl a u F ar b st off  0 ,4 %  I n vitr o g en , C arl s b a d, K alif or ni e n , U S A 

T w e e n ®  2 0  Si g m a, St. L o ui s, U S A  

 

2. 4  A nti k ör p er  

2. 4. 1  P ri m ä r e  A nti k ö r p e r  

T a b ell e 5 : Pri m är e A nti k ör p er 

A nti k ör p er  A nti g e n  Ur-
s pr u n g  

V er d ü n n u n g  
 

Pr o d u kt -
n u m m er  

Q u ell e  

   I m m u nfl u-
or e s z e n z / 
P L A  

W e st er n  
Bl ot  

  

A nti -C al-
n e xi n  

C al n e xi n  K a ni n -
c h e n  

 1: 1 0 0 0 0 
i n  2, 5 % 
Mil c h  

C 4 7 3 1  Si g m a,  
St.  L o ui s, 
U S A  
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A nti -
G A P V D 1 ( K) 

G A P V D 1  K a ni n -
c h e n  

1: 3 0 0  1: 2 0 0 0 
i n 2, 5  % 
b o vi n e m  
S er u m-
al b u mi n 
(B S A ) 

N B P 1 -
1 9 1 5 6  

N o v u s bi o , 
C e nt e n -
ni a l,  C ol o-
r a d o, U S A 

A nti -
G A P V D 1 ( M) 

G A P V D 1  M a u s  1: 4 0 0  5  µ g/ ml 
i n 2, 5  % 
B S A  

S A B 1 4 0 1
6 2 6 -
5 0 U G  

Si g m a ,  
St.  L o ui s, 
U S A  

A nti -P E R 2  P E R 2  K a ni n -
c h e n  

1: 1 5 0  1: 2 0 0  
i n 2, 5  % 
B S A  

2 0 3 5 9 -1 -
A P  

Pr ot ei n -
t e c h,  R o-
s e m o nt,  Il-
li n oi s, U S A  

A nti -G F P  gr e e n  fl u-
or e s c e nt 
pr ot ei n  
(G F P ) 

M a u s  1: 4 0 0  1: 1 5 0 0 
i n 2, 5  % 
Mil c h  

G 6 5 3 9  Si g m a,  
St.  L o ui s, 
U S A  

 

2. 4. 2  S e k u n d ä r e  A nti k ö r p e r  

T a b ell e 6 : S e k u n d är e A nti k ör p er 

A nti k ör p er  Ur s pr u n g  V er d ü n -
n u n g  

Pr o d u kt -
n u m m er  

Q u ell e  

C y a ni n e -3  (C y 3 )-g e-
k o p p elt er  A nti -M a u s  
(I g G) A nti k ör p er  

Zi e g e  1: 3 2 0 0  1 1 5 -1 6 5 -2 0 5  J a c k s o n  I m m u n o-
R e s e ar c h , El y , 
E n gl a n d  

C y 3 -g e k o p p elt er 
A nti -K a ni n c h e n  I g G 
A nti k ör p er  

Zi e g e  1: 3 2 0 0  1 1 1 -1 6 6 -0 0 3  J a c k s o n  I m m u n o-
R e s e ar c h , El y , 
E n gl a n d  

E C L T M  A nti -M a u s 
I g G A nti k ör p er , mit 
M e err etti c h p er o xi -
d a s e g e k o p p elt  

S c h af  1: 1 0 0 0 0  N A 9 3 1 V  G E  H e alt h c ar e, 
C h alf o nt  St.  Gil e s, 
E n gl a n d  

E C L T M  A nti -K a ni n -
c h e n  I g G A nti k ör -
p er , mit  M e err e t-
ti c h p er o xi d a s e g e-
k o p p elt  

E s el  1: 1 0 0 0 0  N A 9 3 4 V  G E  H e alt h c ar e, 
C h alf o nt  St.  Gil e s, 
E n gl a n d  
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2. 5  si R N A  

T a b ell e 7 : si R N As  

 Pr o d u kt n u m m er  Q u ell e  

si G a p v d 1 P o ol  L -0 2 6 2 0 6 -0 1 -0 0 0 5  D h ar m a c o n, L af a y ett e, C ol or a d o, U S A  

si P er 2 P o ol  L -0 1 2 9 7 7 -0 0 -0 0 0 5  D h ar m a c o n, L af a y ett e, C ol or a d o, U S A  

si N T P o ol  D -0 0 1 8 1 0 -1 0 -0 5  D h ar m a c o n, L af a y ett e, C ol or a d o, U S A  

 

2. 6  s o n sti g e Pr ot ei n e  

T a b ell e 8 : s o n sti g e Pr ot ei n e 

Mil c h p ul v er (f ett ar m)  R ot h, K arl sr u h e, D e ut s c hl a n d  

B S A  Si g m a, St. L o ui s, U S A  

 

2. 7  V er br a u c h s m at eri ali e n  

T a b ell e 9 : V er br a u c h s m at eri ali e n 

6  W ell  Z ell k ult ur -M ulti s c h al e ‚N u n cl o n 
D elt a S urf a c e ‘ 

T h er m o  Fi s c h er  S ci e ntifi c, R o s kil d e, 
D ä n e m ar k  

8 W ell µ -Sli d e K a m m er o bj e kt ä g er  I bi di, M arti n sri e d, G er m a n y 

1 5 m l B D F al c o n T u b e  B D Bi o s ci e n c e s, Fr a n kli n L a k e s, U S A  

5 0 m l B D F al c o n T u b e  B D Bi o s ci e n c e s, Fr a n kli n L a k e s, U S A  

C ol or  Pr e st ai n e d  Pr ot ei n  St a n d ar d, 
Br o a d R a n g e ( 1 1 – 2 4 5  k D a)  

N e w  E n gl a n d  Bi ol a b s,  Fr a n kf urt  a m 
M ai n, D e ut s c hl a n d  

D e c k gl ä s er  ‘Hi g h  Pr e ci si o n  Mi cr o s c o p e 
C o v er Gl a s s e s ’ 1 0 0 St c k . 2 4 x 6 0 m m 1 7 0 
± 5  µ m  N o.  1. 5 H  (1 7 0  n m  Hi g h  p erf or-
m a n c e ) 

I bi di, M arti n sri e d, G er m a n y 

G el K a s s ett e n  ‚N o v e x ‘, 1 m m I n vitr o g e n, C arl s b a d , U S A 

Kr y or ö hr c h e n  ‚V W R  T e m p er at ur e  Fr e e-
z er Vi al s  –  S elf -St a n di n g 2 m l‘ 

V W R  I nt er n ati o n al, R a d n or,  P e n n s yl v a-
ni a, V er ei ni gt e St a at e n  

N a g ell a c k  ‚F A S T  &  S HI N Y  B A S E  A N D 
T O P C O A T ’ 

KI K O Mil a n o, B er g a m o , It ali e n 

O bj e kttr ä g er  mit  a b n e h m b ar e n  K a m -
m er n  ‚4  C h a m b er  P ol y st yr e n e  V e s s el 

B D  F al c o n  ( B D  Bi o s ci e n c e s),  B e df or d, 
U S A  
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Ti s s u e  C ult ur e  Tr e at e d Gl a s s  Sli d e  (I n-
cl u d e s C h a m b er R e m o v al D e vi c e s) ’ 

P etri s c h al e 1 0 0 x 1 0 0 x 2 0  m m  S ar st e dt, N ü m br e c ht, D e ut s c hl a n d  

Pi p ett e ‚C o st ar Stri p ett e 5 ml S er ol o gi c al 
Pi p et ’ 

C or ni n g  I n c or p or at e d, C or ni n g,  N e w 
Y or k, U S A  

Pi p ett e ‚C o st ar Stri p ett e 1 0 ml S er ol o gi -
c al Pi p et ’ 

C or ni n g  I n c or p or at e d, C or ni n g,  N e w 
Y or k, U S A  

Pi p ett e ‚C o st ar Stri p ett e 2 5 ml S er ol o gi -
c al Pi p et ’ 

C or ni n g  I n c or p or at e d, C or ni n g,  N e w 
Y or k, U S A  

Pi p ett e n s pit z e ‚Ti p  O n e  1 0  µl  B e v ell e d 
Ti p ’ 

St arl a b , H a m b ur g, D e ut s c hl a n d  

Pi p ett e n s pit z e ‚Ti p O n e 2 0 0 µl B e v ell e d 
Ti p ’ 

St arl a b, H a m b ur g, D e ut s c hl a n d  

Pi p ett e n s pit z e ‚Ti p O n e 1 0 0 0 µl B e v ell e d 
Ti p ’ 

St arl a b, H a m b ur g, D e ut s c hl a n d  

P ol y vi n yli d e nfl u ori d (P V D F )-Tr a n sf er-
m e m br a n  

Milli p or e, B e df or d, M a s s a c h u s ett s, U S A  

Tr a n sf er m e m br a n ‚I m m o bil o n-P  ( P V D F) 
Tr a n sf er M e m br a n e ‘ 

Milli p or e, B e df or d, M a s s a c h u s ett s, U S A  

W h at m a n Filt er p a pi er  G E  H e alt h c ar e,  C h alf o nt St. Gil e s , E n g-
l a n d 

Z ä hl k a m m er ‚C o u nt e s s  c ell  c o u nti n g 
c h a m b er sli d e ’ 

I n vitr o g e n, E u g e n e, U S A 

Z ell k ult urfl a s c h e ( kl ei n, 2 5 c m 2 ) T h er m o  Fi s c h er  S ci e ntifi c,  W alt h a m, 
M a s s a c h u s ett s, U S A  

Z ell k ult ur s c h al e ‚Ti s s u e  C ult ur e  Di s h, 
Ti s s u e C ult ur e -Tr e at e d b y V a c u u m G a s 
Pl a s m a, 1 0 0 x 2 0 m m ’ 

C or ni n g  I n c or p or at e d,  C or ni n g,  N e w 
Y or k, U S A  

 

2. 8  Kit s  

T a b ell e 1 0 : Kit s 

D u oli n k i n Sit u P L A Pr o b e A nti -R a b bit 
P L U S  

Si g m a , St. L o ui s, U S A  

D u oli n k  P L A  pr o b e  a nti -R a b bit  P L U S 
( 5 x) 
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D u oli n k A nti b o d y Dil u e nt ( 1 x)   

D u oli n k Bl o c ki n g S ol uti o n ( 1 x)   

D u oli n k  i n Sit u P L A Pr o b e A nti-M o u s e  
MI N U S  

Si g m a , St. L o ui s, U S A  

D u oli n k  P L A  pr o b e  a nti -M o u s e  MI N U S 
( 5 x) 

 

D u oli n k A nti b o d y Dil u e nt ( 1 x)   

D u oli n k Bl o c ki n g S ol uti o n ( 1 x)   

D u oli n k  I n  Sit u  D et e cti o n  R e a g e nt s 
R e d  

Si g m a , St. L o ui s, U S A  

1 x Li g a s e ( 1 U/ µ l)  

D u oli n k  Li g ati o n  ( 5 x)/ Li g ati o n-S t a m ml ö-
s u n g  

 

1 x P ol y m er a s e ( 1 0 U/ µ l)  

D u oli n k  A m plifi c ati o n  R e d  ( 5 x) / Am plifi -
k ati o n - St a m ml ö s u n g  

 

E C L T M  P ri m e W e st er n Bl otti n g D et e c -
ti o n R e a g e nt 

G E H e alt h c ar e, C h alf o nt St. Gil e s, E n g -
l a n d 

L ö s u n g  A ‚A m er s h a m T M  E C L T M  Pri m e 
L u mi n ol E n h a n c er S ol uti o n ’ 

 

L ö s u n g  B ‚A m er s h a m ™  E C L ™  Pri m e 
P er o xi d e S ol uti o n ’ 

 

 

2. 9  G er ät e  

T a b ell e 1 1 : G er ät e 

6 3 x/ 1, 2 5 N A Öli m m er si o n s o bj e kti v  Z ei s s, O b er k o c h e n, D e ut s c hl a n d  

A ut o kl a v ‚V 1 5 0 ‘ S y st e c, Li n d e n , D e ut s c hl a n d  

A ut o m ati si ert er  Z ell z ä hl er ‚C o u nt e s s ® -
C ell -C o u nt er ‘ 

I n vitr o g e n, C arl s b a d, K alif or ni e n,  U S A  

Bil d a n al y s e s y st e m ‚L u mi n e s c e nt  I m a g e 
A n al y z er L A S -4 0 0 0 ‘ 

F ujifil m, T o ki o, J a p a n  

C O 2 -I n k u b at or ‚H er a C ell ‘ H er a e u s, H a n a u, D e ut s c hl a n d  
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Ei nfri er b e h ält er ‚Cr y o  1  ° C  Fr e e zi n g  
C o nt ai n er ‘ 

N al g e  N u n c  I nt er n ati o n al,  R o c h e st er, 
N e w Y or k, U S A  

E P S -N et zt eil ‚El e ctr o p h or e si s  P o w er  
S u p pl y E P S 3 0 1 ’ 

G E  H e alt h c ar e,  C h alf o nt St. Gil e s , E n g-
l a n d 

F är b etr o g n a c h C o pli n  f ür 5 O bj e kt e mit 
Gl a s d e c k el  

Gl a s w er k W ert h ei m, W ert h ei m, D e ut s c h -
l a n d 

F ei n w a a g e ‚A E -1 6 6 ‘ M ettl er -T ol e d o, Gi e ß e n, D e ut s c hl a n d  

Fl u or e s z e n z mi kr o s k o p ‚A xi o v ert 1 0 0 ‘ Z ei s s, O b er k o c h e n, D e ut s c hl a n d  

H ori z o nt al e  G el el e ktr o p h or e s e k a m m er 
‚H ori z o n 1 1. 1 4 ‘ 

Bi o m etr a, G ötti n g e n, D e ut s c hl a n d  

Ki p p s c h üttl er  ‚W T 1 6 ‘ Bi o m etr a, G ötti n g e n, D e ut s c hl a n d  

M a g n etr ü hr er ‚I K A M A G R C T‘ I K A-W er k e, St a uf e n, D e ut s c hl a n d  

Mi kr o z e ntrif u g e ‚G al a x y Mi ni St ar ‘ V W R  I nt er n ati o n al, D ar m st a dt, D e ut s c h-
l a n d 

Or bit al s c h üttl er  ‚G F L 3 0 1 5 ‘ G F L G e s ell s c h aft f ür L a b ort e c h ni k, B ur g -
w e d el, D e ut s c hl a n d  

p H -M et er ‚Cli m ati c 7 6 6 ‘ K ni c k, B erli n, D e ut s c hl a n d  

St eril b a n k ‚H er a S af e ‘ H er a e u s, H a n a u, D e ut s c hl a n d  

T a n k -B l ot-B e h ält er ‚Mi ni -P R O T E A N  T e -
tr a S y st e m‘ 

Bi o -R a d  L a b or at ori e s , H er c ul e s,  K alif or -
ni e n,  U S A  

Ultr a s c h all h o m o g e ni s at or ‚S o n o p ul s ‘ B a n d eli n, B erli n, D e ut s c hl a n d  

V erti k al e  P ol y a cr yl a mi d -G el e l e ktr o p h o-
r e s e k a m m er ‚N o v e x -Mi ni -C ell ‘-G el k a m -
m er  

I n vitr o g e n, C arl s b a d, K alif or ni e n, U S A  

V ort e x ‚Bi o V ort e x V 1 ‘ Bi ot e c h n ol o g y L a b 4 y o u, B erli n, D e ut s c h -
l a n d 

W a s s er b a d ‚M W B 2 0 ‘ L a b ort e c h ni k M e di n g e n,  Dr e s d e n, 
D e ut s c hl a n d  

Z e ntrif u g e  ‚R oti x a 5 0 R S ‘ A n dr e a s  H etti c h,  T uttli n g e n,  D e ut s c h-
l a n d 
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2. 1 0  S oft w ar e  

T a b el l e 1 : S oft w ar e  

A d o b e P h ot o s h o p  A d o b e, S a n J o s é , K alif or ni e n, U S A 

Gr a p h P a d Pri s m ® 8  Gr a p h P a d S oft w ar e, L a J oll a, U S A  

I m a g e J N ati o n al  I n stit ut e s  of  H e alt h , B et h e s d a , 
M ar yl a n d , U S A 

L A S 4 0 0 0  F ujifi lm, T o k y o, J a p a n  

M et a M or p h V 6. 3r 6  M ol e c ul ar  D e vi c e s,  S a n  J o s e, K alif or -
ni e n , U S A  

M ulti G a u g e  G E H e alt h c ar e, C h alf o nt St. Gil e s, E n g -
l a n d 

Offi c e  Mi cr o s oft, R e d m o nt, W a s hi n gt o n, U S A  
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3  M et h o d e n  

3. 1   Z ell k ult ur  

3. 1. 1  K ulti vi e r u n g d e r Z ell e n  

B ei d e v er w e n d et e n Z ellli ni e n ( si e h e K a p.  2. 1. 1) w ur d e n i n M e di u m ( si e h e K a p. 2. 1. 3) 

b ei ei n er T e m p er at ur v o n 3 7 ° C, ei n er m a xi m al e n F e u c hti g k eit s s ätti g u n g u n d 5 % C O 2  

k ulti vi ert.  

Di e H T 1 0 8 0 -Z ellli ni e b e n öti gt ei nf a c h e s N ä hr m e di u m ( si e h e K a p . 2. 1. 3) u n d w ur d e i n 

ei n e m A b st a n d v o n z w ei  T a g e n p a s s a gi ert. Di e H T 1 0 8 0 -P E R 2 -G F P -Z ellli ni e w ur d e i n 

S el e kti o n s m e di u m ( si e h e K a p . 2. 1. 3) k ulti vi ert, w ä hr e n d di e P a s s a g e i n ei n e m A b st a n d 

v o n dr ei  T a g e n st attf a n d.  

Di e P a s s a g e  f a n d wi e f ol gt st att: U m di e Z ell e n v o n d er Fl ä c h e d er Z ell k ult ur fl a s c h e 

l ös e n  z u  k ö n n e n  w ur d e n  si e  mit  P B S  g e w a s c h e n  u n d  d ar a uf hi n  mit  0, 5  %  Tr y p si n/  

Et h yl e n di a mi nt etr a e s si g s ä ur e  a u s i hr e m V er b u n d g el ö st. A n s c hli e ß e n d erf ol gt e ei n e 

R e s u s p e n di er u n g  i n d e m e nt s pr e c h e n d e n M e di u m. A b h ä n gi g v o n d er Z ell di c ht e, di e 

i n d er alt e n Fl a s c he b e st a n d u n d i n d er n e u e n err ei c ht w er d e n s ollt e, w ur d e n u nt er-

s c hi e dli c h e K o n z e ntr ati o n e n i n n e u e Fl a s c h e n ü b erf ü hrt.  

U m ei n e st et e Z ell di c ht e z u err ei c h e n w ar ei n e K o n z e ntr ati o n v o n 1/ 1 0 d er S u s p e n si o n 

a u s H T 1 0 8 0 -Z ell e n n öti g, w ä hr e n d v o n d er H T 1 0 8 0 -P E R 2 -G F P -S u s p e n si o n 1/ 5 i n di e 

n e u e K ulti vi er u n g sfl a s c h e pi p etti ert w ur d e . A n s c hli e ß e n d  w ur d e di e n e u e Fl a s c h e mit 

d e m d er Z ellli ni e e nt s pr e c h e n d e n M e di u m a uf g ef üllt  ( si e h e K a p. 2. 1. 3) . 

 

3. 1. 2  K r y o k o n s e r vi e r u n g d e r Z ell e n  

Di e  Kr y o k o n s er vi er u n g  di e nt  d er  l a n gfri sti g e n  L a g er u n g  v o n  Z ell e n  ( M az ur,  1 9 7 0) . 

D a z u w er d e n di e Z ell e n i n Ei nfri er b e h ält er  g ef üllt i n ei n e m mit fl ü s si g e m Sti c k st off b e-

f üllt e n T a n k g el a g ert.  

U m di e Z ell e n ei n z ufri er e n w ur d e n si e wi e z u Z w e c k e n d er K ulti vi er u n g v o n d e m Fl a-

s c h e n b o d e n g el ö st ( si e h e K a p . 3. 1. 1). A n s c hli e ß e n d  w ur d e di e S u s p e n si o n i n ei n e n 

1 5 m l B D F al c o n  T u b e  pi p etti ert u n d d ari n 3 mi n l a n g b ei 1 2 0 0 r p m z e ntrif u gi ert.  N a c h 

d er E ntf er n u n g d e s Ü b er st a n d e s d e s Z e ntrif u g at s s c hl o s s si c h di e R e s u s p e n si er u n g 

d e s Z ell p ell et s i n Ei nfri er m e di u m ( si e h e K a p . 2. 1. 3) a n.  V o n di e s er S u s p e n si o n w ur d e  

j e 1  m l i n ei n Kr y or ö hr c h e n  g ef üllt. I n I s o pr o p a n ol  e nt h alt e n d e n  Kr y o b e h ält er n  er f ol gt e 
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di e L a g er u n g b ei -8 0 ° C f ür 2 4 h . Na c h A bl a uf di e s er Z eit  w ur d e n di e B e h ält er i n d e n 

Sti c k st offt a n k ü b erf ü hrt . 

U m di e Z ell e n a uf z ut a u e n, w ur d e n di e Kr y o k o n s er vi er u n g sr ö hr c h e n a u s d e n Kr y o b e-

h ält er n e nt n o m m e n u n d b ei 3 7  ° C i m W a s s er b a d er w är mt. Di e Z ell s u s p e n si o n w ur d e 

i n  ei n e n  1 5  ml B D  F al c o n  T u b e  g ef üllt  u n d  n a c h  d er  Z u g a b e  v o n  M e di u m  p ell eti ert.  

N a c h d e m d er D M S O -h alti g e Ü b er st a n d e ntf er nt  w or d e n w ar , w ur d e d a s Z ell p ell et i n 

( S el e kti o n s-) M e di u m r e s u s p e n di ert. Di e K ulti vi er u n g erf ol gt e  a n s c hli e ß e n d  i n Z ell k ul-

t urfl a s c h e n (si e h e K a p. 3. 1. 1. ). 

 

3. 1. 3  R N A -I nt e rf e r e n z 

Z ur R N A -I nt erf er e n z-B e h a n dl u n g  w ur d e n  di e  Z ell e n  i n  ei n er  Di c ht e  v o n  1 x 1 0 5  Z el-

l e n/K a m m er i n ‚6 W ell Z ell k ult ur -M ulti s c h al e n ‘ a u s g e s ät u n d f ür 2 4 h b ei 3 7 ° C , f e u c h-

ti g k eit s g e s ätti gt er At m o s p h är e u n d 5 % C O2  i n k u bi ert. 

E s w ur d e  ei n e 5 µ M  St a m ml ö s u n g d er s m all i nt erf eri n g R N A  (si R N A )/ n o n -t ar g eti n g 

si R N A  (si N T ) mit R i b o n u kl e a s e-fr ei e m W a s s er h er g e st ellt. U m ei n e K o n z e ntr ati o n d er 

si R N A/ si N T  v o n 1 0 0  n m ol/l  z u  err ei c h e n  w ur d e  di e  St a m ml ö s u n g, ‚D h ar m a F E C T 1 

Tr a n sf e cti o n  R e a g e nt ‘, s er u mfr ei e s  M e di u m,  a nti bi oti k afr ei e s  M e di u m  u n d  di e 

si R N A/ si N T  d er St a m ml ö s u n g  z u s a m m e n g ef ü hrt . N a c h A b s a u g e n d e s M e di u m s a u s 

d e n ‚6 W ell Z ell k ult ur -M ulti s c h al e n ‘ w ur d e j e d e K a m m er  mit 3 m l di e s er Tr a n sf e kti o n s-

l ö s u n g g ef üllt. Z ur N e g ati v k o ntr oll e w ur d e di e j e w eili g e K a m m er  mit a nti bi oti k afr ei e m 

M e di u m g ef üllt . 

N a c h 2 4  h I n k u b ati o n u nt er d e n z u v or b e s c hri e b e n e n B e di n g u n g e n w ur d e  d er I n h alt 

d er K a m m er n  d er ‚6 W ell Z ell k ult ur -M ulti s c h al e n ‘ a b g e s a u gt  u n d 3 m l a nti bi oti k afr ei e s 

M e di u m pr o K a m m er  ei n g ef üllt. N a c h 4 8 h I n k u b ati o n b ei d e n b e s c hri e b e n e n B e di n-

g u n g e n w ur d e n di e Z e ll e n z ur H er st ell u n g v o n G e s a mt pr ot ei n e xtr a kt e n g e n ut zt  ( si e h e 

K a p . 3. 2. 1).  

 

3. 2  Pr ot ei n a n al yti s c h e M et h o d e n  

3. 2. 1  H e r st ell u n g v o n G e s a mt p r ot ei n e xt r a kt e n  

Di e Z ell e n w ur d e n  mit  P B S g e w a s c h e n u n d tr y p si ni ert, di e e nt st a n d e n e Z ell s u s p e n si o n  

w ur d e  i n ei n 1 5 ml ‚B D F al c o n T u b e ‘ g ef üllt , u n d di e Z ell z a hl mit d e m Z ell z ä hl er b e-
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sti m mt. Di e S u s p e n si o n w ur d e dr ei Mi n ut e n l a n g b ei 1 2 0 0 r p m z e ntrif u gi ert, a n s c hli e-

ß e n d w ur d e d er Ü b er st a n d a b g e n o m m e n . Pr o 1 x 1 0 6  Z ell e n w ur d e n  1 0 0 µ l 1 x L a e m mli -

P uff er v er w e n d et, i n d e m di e Z ell e n  r e s u s p e n di ert w ur d e n . I n ei n e m 1, 5 ml f a s s e n d e s 

E p p e n d orfr e a kti o n s g ef ä ß f ol gt e di e H o m o g e ni si er u n g d er S u s p e n si o n  f ür 1 0 s b ei 2 0 

% P o w er d ur c h d e n Ultr a s c h all h o m o g e ni s at or . Di e Pr o b e n k o n nt e n n u n dir e kt f ür d e n 

W e st er n Bl ot v er w e n d et w er d e n o d er b ei -2 0 ° C bi s z ur N ut z u n g g el a g ert w er d e n.  

 

3. 2. 2  W e st e r n Bl ot A n al y s e n  

3. 2. 2. 1  Di s k o nti n ui e rli c h e  S D S -P ol y a c r yl a mi d -G el e l ektr o p h o r e s e   

Z ur el e ktr o p h or eti s c h e n A uftr e n n u n g v o n Pr ot ei n e n w ur d e di e  di s k o nti n ui erli c h e S D S -

P ol a cr yl a mi d -G el el e ktr o p h or e s e  n a c h  L a e m mli  g e n ut zt,  b ei  w el c h er  ei n e  Tr e n n u n g 

v or wi e g e n d n a c h M ol e k ul ar g e wi c ht erf ol gt  ( L a e m mli, 1 9 7 0). D a z u w ur d e i n ei n e ‚N o-

v e x ‘ G el K a s s ett e ei n Tr e n n g el mit 8  % A cr yl a mi d g e g o s s e n u n d a n s c hli e ß e n d ei n e 

S c hi c ht S a m m el g el mit 5  % A cr yl a mi d i n di e K a s s ett e g ef üllt.  Di e G e s a mt pr ot ei n e x-

tr a kt e i n 1 x L a e m mli-P uff er w er d e n z ur D e n at uri er u n g f ür 5 Mi n ut e n b ei 9 5  ° C er hit zt  

u n d  d a n n  a uf  d a s  G el  a uf g etr a g e n. Al s  Gr ö ß e n m ar k er di e nt e  di e  ‚C ol or  Pr e st ai n e d  

Pr ot ei n St a n d ar d , Br o a d R a n g e  ( 1 1-1 2 4 5 k D a)‘ . Di e G el el e ktr o p h or e s e erf ol gt e b ei 6 0 -

1 5 0 m V i n 1 x T G S -L a uf p uff er . 

 

3. 2. 2. 2  El e kt r o p h o r eti s c h e r T r a n sf e r  

F ür d e n  Tr a n sf er d er a uf g etr e n nt e n Pr ot ei n e a uf ei n e P V D F -M e m br a n w ur d e d er T a n k -

B l ot-B e h ält er ‚Mi ni -Pr ot e a n  T etr a S y st e m ‘ v er w e n d et.  A uf di e s c h w ar z e S eit e d er H al-

t er u n g  w ur d e  ei n  i n  Tr a n sf er p uff er g etr ä n kt er  S c h w a m m  g el e gt.  Hi e r a uf  f ol gt e  ei n 

1  m m di c k e s , e b e nf all s mit Tr a n sf er p uff er  v oll g e s o g e n e s , W h at m a n -Filt er p a pi er  u n d 

d a s S D S -P ol y a cr yl a mi d -G el , w el c h e s  z u v or 2 0 mi n l a n g in  Tr a n sf er p uff er  e q uili bri ert 

w o r d en i st . A uf  d a s G el w ur d e di e  mit M et h a n ol a kti vi ert e P V D F -M e m br a n  g el e gt , a uf 

w el c h e ei n v oll g e s o g e n e s W h at m a n -Filt er p a pi er u n d ei n i n Tr a n sf er p uff er g etr ä n kt er 

S c h w a m m g el e gt w ur d e .  

Di e H alt er u n g w ur d e v er s c hl o s s e n , in  d e n i n  ei n Ei s b a d  g e st ellt e n  T a n k -B l ot-B e h ält er 

w ur d e  ei n  R ü hrfi s c h  g el e gt  u n d  di e  b ef üllt e  H alt er u n g w ur d e ei n g e h ä n gt .  D er  mit 

Tr a n sf er p uff er a uf g ef üllt e B e h ält er w ur d e im  Ei s b a d  a uf ei n e n M a g n etr ü hr er  g e st ellt . 

D er Tr a n sf er f a n d b ei 4  ° C , 3 0 V u n d 9 0 m A f ür 2 0 h st att . 
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3. 2. 2. 3   I m m u n c h e mi s c h e D et e kti o n mitt el s C h e m ol u mi ne s z e n z  

Z ur Bl o c ki er u n g u n s p e zifi s c h er Bi n d u n g s st ell e n w ur d e di e M e m br a n i n ei n er 5 %i g e n 

e ntf ett et e n Mil c h p ul v erl ö s u n g f ür 1 h b ei R a u mt e m p er at ur ( R T ) g e s c h w e n kt.  B ei d e s 

erf ol gt e,  wi e  a u c h  b ei  d e n  s p ät er e n W a s c h s c hritt e n,  a uf  ei n e m  Ki p p s c h üttl er  b ei 2 0  

r p m. D a n a c h w ur d e di e M e m br a n dr ei m al f ür j e 1 0 mi n mit P B S -T g e w a s c h e n.  

D er Pri m är a nti k ör p er w ur d e j e n a c h E ig n u n g  i n 2, 5 % B S A ( g el ö st i n P B S -T ) o d er i n 

2, 5  % Mil c h p ul v er ( g el ö st i n P B S -T ) v er d ü n nt u n d b ei 4 ° C ü b er N a c ht b ei 2 0 r p m i n k u-

bi ert  ( si e h e  K a pit el  2. 4. 1,  T a b ell e  5). A n s c hli e ß e n d  w ur d e  di e M e m br a n  dr ei m al  mit 

P B S -T f ür j e w eil s 1 0 mi n  g e w a s c h e n . 

D er  S e k u n d är a nti k ör p er ,  ei n  mit  d er M e err ett i c hp er o xi d a s e  k o nj u gi ert er  I m m u n k o m-

pl e x, w ur d e a uf di e M e m br a n a uf g etr a g e n  ( si e h e K a p. 2. 4. 2, T a b ell e 6).  Di e I n k u b ati-

o n s z eit d er M e m br a n b etr u g 1  h b ei R T u n d 2 0 r p m.  Di e M e m br a n w ur d e er n e ut dr ei-

m al j e 1 0 mi n l a n g mit P B S -T g e w a s c h e n.  

Mitt el s d e s ‚E C L T M  Pri m e W e st er n Bl otti n g D et e cti o n R e a g e nt ‘-Kit s  u n d d e m Bil d a n a-

l y s e s y st e m ‚L u mi n e s c e nt I m a g e A n al y z er L A S -4 0 0 0 ‘ f ol gt e di e D et e kti o n  d er v o n d e n 

A nti k ör p er n g e b u n d e n e n Pr ot ei n e . 

 

3. 2. 2. 4   A u s w e rt u n g mitt el s  ‚M ulti G a u g e ‘ u n d ‚G r a p h P a d P ri s m ® 8 ‘ 

Di e I nt e n sit ät d er  A ut ol u mi ni s z e n z w ur d e mit d e m Pr o gr a m m ‚M ulti G a u g e ‘ g e m e s s e n. 

Hi er z u w ur d e n di e z u ü b er pr üf e n d e n Pr o tei n b a n d e n al s R e gi o n of I nt er e st ( R OI) m ar-

ki ert . E i n B er ei c h a u ß er h al b d er B a n d e n mit d er gl ei c h e n Fl ä c h e  w ur d e al s Hi nt er gr u n d 

d efi ni ert.  B ei h o h e m  o d er u nr e g el m ä ßi g e m Hi nt er gr u n d w ur d e d er Hi nt er gr u n d j e w eil s 

i n d er S p ur ü b er d e n B a n d e n g e w ä hlt u n d ei n z el n i n V er h ält ni s z u d er B a n d e g e s et zt. 

N a c h d er M e s s u n g d er A ut ol u mi ni s z e n z d er d efi ni ert e n B er ei c h e d ur c h ‚ M ulti G a u g e‘ 

w u r de  d e r W ert d e s  Hi nt er gr u n d e s v o n d e n  M e s s w ert e n  d er R OI s  a b g e z o g e n .  

D a n a c h w ur d e n di e Er g e b ni s s e z u er st a uf di e C A N X -L a d e k o ntr oll e n n or m ali si ert  b e v or 

a uf di e si N T -K o ntr oll e n n or m ali si ert w or d e n si n d . 

V o n all e n R e pli k at e n ei n e s V er s u c h s w ur d e n di e Er g e b ni st a b ell e n v o n ‚M ulti G a u g e ‘ i n 

‚Gr a p h P a d Pri s m ® 8 ‘ ü b er n o m m e n u n d al s Gr a p h e n d ar g e st ellt. A u c h d a s Si g nifi k a n z-

ni v e a u w ur d e mit di e s er S oft w ar e b e sti m mt.  
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3. 3  Mi kr o s k o pi e  

3. 3. 1  I m m u nfl u o r e s z e n z mi k r o s k o pi e 

D a s f ol g e n d e Pr ot o k oll w ei c ht i n w e s e ntli c h e n T eil e n v o n g ä n gi g e n St a n d ar d m et h o d e n 

a b u n d w ur d e i m Z u g e di e s er Ar b eit et a bli ert.  

Z ur Fi xi er u n g u n d F är b u n g d er Z ell e n z u Z w e c k e n d er I m m u nfl u or e s z e n z mi kr o s k o pi e 

w ur d e n di e Z ell e n i n ‚8 W ell µ -Sli d e K a m m er o bj e kt ä g er n ‘ m it ei n er Di c ht e v o n 2 x 1 0 4  

Z ell e n/ K a m m er  a u s g e s ät. N a c h 2 4 h I n k u b ati o n s z eit  b ei 3 7 ° C, m a xi m al er F e u c hti g-

k eit s s ätti g u n g u n d 5 % C O 2  w ur d e mit d er F är b u n g b e g o n n e n.  

Di e Z ell e n w u r d e n z w ei m al mit 3 7 ° C w ar m em  P B S g e w a s c h e n , dar a uf hi n mit 4  % P F A 

i n P B S w el c h e s a uf ei n e T e m p er at ur v o n 3 7 ° C g e br a c ht w or d e n w ar , f ür 1 0 mi n fi xi ert 

u n d d a n a c h mit P B S b ei R T  g e w a s c h e n.  E s  f ol gt e ei n e dr ei m al i g e P er m e a bili si er u n g 

mit 0, 1 % Trit o n -X -1 0 0  i n P B S f ür j e 5 mi n, s o wi e ei n w eit er er W a s c h s c hritt mit P B S 

b ei R T . 

I n je d e K a m m er  w ur d e n z u Z w e c k e n d e s Bl o c ki er e n s 2 Tr o pf e n ‚D u oli n k Bl o c ki n g S o-

l uti o n ( 1 x)‘ g e g e b e n. E s s c hl o s s si c h  ei n e I n k u b ati o n s z eit v o n 6 0 mi n b ei 3 7 ° C, m a xi-

m al f e u c hti g k eit s g e s ätti gt er At m o s p h är e u n d 5  % C O 2  i n ei n er v or g e w är mt e n F e u c h-

ti g k eit s k a m m er a n . Di e F e u c hti g k eit s k a m m er s et zt si c h z u s a m m e n a u s e i n er Z ell k ul-

t ur s c h al e mit ei n e m D ur c h m e s s er v o n 1 0 c m u n d ei n e m i n d e stilli ert e m W a s s er g e-

tr ä n kt e n W h at m a n -Filt er p a pi er , w el c h e s i n di e S c h al e g el e gt wur d e .  

A n s c hli e ß e n d w ur d e n di e Pri m är a nti k ör p er v er d ü n nt i n ‚D u oli n k A nti b o d y Dil u e nt ‘ a uf 

di e K a m m er n  a uf g etr a g e n u n d ü b er N a c ht a uf ei n e m Ki p p s c h üttl er b ei  2 0 r p m u n d  4 

° C b el a s s e n.  

D ar a uf hi n  w ur d e n  di e  Z ell e n  vi er m al  f ür  j e  1 0  mi n  mit  P B S  g e w a s c h e n , d er  S e k u n-

d är a nti k ör p er i m V er h ält ni s 1: 3 2 0 0 i n ‚D u oli n k A nti b o d y Dil u e nt ‘ v er d ü n nt a uf di e Z ell e n 

a uf g etr a g e n  u n d f ür 1, 5 h b ei R T  a uf d e m Ki p p s c h üttl er ( 2 0 r p m ) i n k u bi ert. Di e Z ell e n 

w ur d e n 4 mi n l a n g mit D A PI i n ei n er V er d ü n n u n g v o n 1: 1 0 0 0 i n P B S g e g e n g ef är bt u n d 

vi er m al f ür j e 1 0 mi n mit P B S b ei R T  g e w a s c h e n.  

D ar a uf hi n  w ur d e n di e Z ell e n i n P B S  mit ei n e m ‚A xi o v ert  1 0 0 ‘-Mi kr o s k o p  u n d d e m Öli m-

m er si o n s o bj e kti v  mit  6 3 x V er gr ö ß er u n g  mi kr o s k o pi ert . E s  w ur d e n  D ur c hli c ht a uf n a h-

m e n  a n g ef erti gt . U m d e n Z el lk er n mitt el s d er  K er nf är b u n g ‚D A PI ‘ d ar z u st ell e n, w ur d e  

mit ei n e m A nr e g u n g sfilt er d er W ell e nl ä n g e n  3 2 5 -3 7 5 n m  u n d ei n e m E mi s si o n sfilt er d er 
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W ell e nl ä n g e n  4 3 5 -4 8 5  n m  g e ar b eit et .  Di e  C y 3™ -F är b u n g  w ur d e  mit  ei n e m A nr e-

g u n g sfilt er d er W ell e nl ä n g e n 5 3 3 -5 5 7 n m  u n d ei n e m E mi s si o n sf ilt er d er W ell e nl ä n g e n 

5 7 0 -6 2 0 n m d et e kti ert . 

V o n d e n Z ell e n d er Li ni e H T 1 0 8 0 -P E R 2 -G F P w ur d e n z u d e m  A uf n a h m e n  mit ei n e m 

A nr e g u n g sfilt er d er W ell e nl ä n g e n 4 7 0 -4 9 0 n m  u n d ei n e m E mi s si o n sfilt er d er W ell e n-

l ä n g e n 5 0 5-5 4 5 n m a n g ef erti gt  u m P E R 2 -G F P z u l o k ali si er e n.  

 

3. 3. 1. 1  D a r st ell u n g mitt el s ‚M et a M o r p h V 6. 3 r 6 ‘ u n d ‚P h ot o s h o p ‘ 

Z ur f ar bi g e n D ar st ell u n g d er I m m u nfl u or e s z e n z a uf n a h m e n m u s st e n  di e s e ei n g ef är bt 

w er d e n.  Hi er z u  w ur d e ‚M et a M or p h ‘ v er w e n d et.  I n  d e m  F e n st er ‚O v erl a y s  er st ell e n ‘ 

w ur d e di e D at ei g e öff n et u n d di e F ar b e a u s g e w ä hlt. D i e ü bri g e n F ar b k a n äl e w ur d e n 

fr ei g el a s s e n u n d ei n e n e u e D at ei w ur d e er st ellt. Di e A uf n a h m e w ur d e all ei n mi t d er 

a u s g e w ä hlt e n  F ar b e  g ef üllt.  U m  O v erl a y s  h er z u st ell e n  w u r d e n  m e hr er e  F ar b k a n äl e 

mit u nt er s c hi e dli c h e n F ar b e n b el e gt.  

D ur c hli c ht a uf n a h m e n  w ur d e n  i n  Gr a u st uf e n  a b g e bil d et,  D A PI -A uf n a h m e n  i n  C y a n, 

A uf n a h m e n d er P L A -Si g n al e  i n Rot , u n d G F P -D ar st ell u n g e n in H ell gr ü n ei n g ef är bt . 

Mit  P h ot o s h o p  w ur d e  d i e  A ufl ö s u n g a uf  3 0 0  Pi x el/ Z oll  g e s et zt  u n d  di e  Gr ö ß e  n a c h 

B e d arf v er ä n d ert.  

 

3. 3. 2  P r o xi mit y Li g ati o n A s s a y  

F ür d e n P L A  w ur d e n 3, 4 x 1 0 4  Z ell e n /K a m m er  a uf ei n e n O bj e kttr ä g er mit a b n e h m b ar e n 

K a m m er n  a u s g e s ät . Bi s ei n s c hli e ßli c h z u m S c hritt d er I n k u b ati o n d er Pri m är a nti k ör p er 

w u r de  wi e b ei d er I m m u nfl u or e s z e n z mi kr o s k o pi e v erf a hr e n ( si e h e K a p . 3. 3. 1). D a b ei 

w ur d e n b ei d e Pri m är a nti k ör p er i n d er K o n z e ntr ati o n, di e f ür d ie I m m u nfl u or e s z e n zf är-

b u n g o pti m al w ar, v er w e n d et  ( si e h e K a p . 2. 4. 1 ). E s w ar hi er b ei n ot w e n di g, d a s s b ei d e 

A nti k ör p er v o n v er s c hi e d e n e n S p e zi e s st a m m te n. Di e b ei d e n Pri m är a nti k ör p er, w el-

c h e j e w eil s a n di e z u ü b er pr üf e n d e n Pr ot ei n e bi n d e n, st a m m te n d a h er v o n M a u s u n d 

K a ni n c h e n.  

Di e W a s c h s c hritt e w u r de n bi s a uf di e i m f ol g e n d e n er w ä h nt e n  A u s n a h m e n a uf ei n e m 

Or bit al s c h üttl er  b ei  1 2 0  r p m,  a b g e d e c kt  d ur c h  Al u mi ni u mf oli e,  d ur c h g ef ü hrt.  Al s 

F e u c ht k a m m er n f ür di e I n k u b ati o n w ur d e n Z ell k ult ur s c h al e n mit ei n e m D ur c h m e s s er 
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v o n 1 0 c m g e n ut zt, di e mit i n d e stilli ert e m  W a s s er g etr ä n kt e m  W h at m a n -Filt er p a pi er 

a u s g el e gt w ur d e n . 

Di e  P L A -Pr o b e s  u n d d a s ‚A nti b o d y  Dil u e nt ‘ w u r d e n g e mi s c ht u n d  i m  V er h ält ni s 1: 5 

v er d ü n nt . D er Pri m är a nti k ör p er w u r de  a u s d e n K a m m er n  g e s a u gt u n d j e d e ei n z el n e 

K a m m er  mit 5 1 0  µl  W a s c h p uff er A g ef üllt. D er W a s c h p uff er w ur d e a u s d e n K a m m er n  

e ntf er nt u n d di e K a m m er n mit d e m Tr e n n s c hi e b er v o n d e m O bj e kttr ä g er a b g etr e n nt. 

Di e O bj e kttr ä g er  w u r d e n z w ei m al f ür 5  mi n i n d e m F är b etr o g n a c h  C o pli n  mit W a s c h-

p uff er A g e w a s c h e n. D a n a c h wir d di e P L A -Pr o b e -L ö s u n g a uf di e F el d er d er v or h eri g e n 

K a m m er n g e g e b e n ( 7 0  µl/ F el d)  u n d d er O bj e kttr ä g er w u r de  1 h l a n g i n d er v or g e w är m-

t e n F e u c hti g k eit s k a m m er b ei 3 7  ° C  i n k u bi ert. 

Di e Li g ati o n -St a m ml ö s u n g  w u r de  i m V er h ält ni s 1: 5 i n d e stilli ert e m W a s s er v er d ü n nt 

u n d g e v ort e xt.  A uf j e d e  K a m m er  w u r de  v o n d er e nt st a n d e n e n Li g ati o n -Li g a s e -L ö s u n g  

7 0  µl  pi p etti ert u n d d er O bj e kttr ä g er i n ei n e v or g e w är mt e n F e u c hti g k eit s k a m m er g el e gt 

u n d b ei 3 7  ° C f ür 3 0 mi n i n k u bi ert.  

D i e A m plifi k ati o n -St a m ml ö s u n g  w u r de  1: 5  i n  d e s tilli ert e m  W a s s er  v er d ü n nt  u n d g e-

mi s c ht . Di e Li g ati o n -Li g a s e -L ö s u n g  w u r de  v o n d e m O b je kttr ä g er g e n o m m e n u n d di e 

O bj e kttr ä g er z w ei m al f ür 2 mi n mit W a s c h p uff er A i m F är b etr o g n a c h C o pli n a uf d e m 

or bit al e n S c h üttl er g e w a s c h e n. D er F är b etr o g w u r de  z u m S c h ut z v or Li c ht mit Al uf oli e 

ü b er d e c kt. Di e P ol y m er a s e w u r de  i m V er h ält ni s 1: 8 0 i n d er A m plifi k ati o n -L ö s u n g  v er-

d ü n nt, w or a u s di e A m plifi k ati o n -P ol y m er a s e -L ö s u n g  r e s ulti ert e. N a c h d e m d er W a s c h-

p uff er A k o m pl ett v o n d e n F el d er n g e n o m m e n w or d e n w ar w u r d e n 7 0  µl d er  A m plifi-

k ati o n -P ol y m er a s e -L ö s u n g  a uf j e d e s F el d pi p etti ert.  E s f ol gt e  ei n e I n k u b ati o n b ei 3 7  ° C 

ü b er  1 0 0  mi n  i n  ei n er  v or g e w är mt e n F e u c hti g k eit s s c h al e.  Di e A m plifi k ati o n -P ol y-

m er a s e -L ö s u n g  w u r de  v o m O bj e kttr ä g er g e n o m m e n u n d d er O bj e kttr ä g er z w ei m al f ür 

1 0 mi n mit W a s c h p uff er B i m F är b etr o g n a c h C o pli n  b ei R T a uf d e m or bit al e n S c h üttl er  

g e w a s c h e n . D er F är b etr o g w u r de  mit Al uf oli e a b g e d e c kt.  

A n s c hli e ß e n d w u r de  ü b er N a c ht mit 0, 0 1 x W a s c h p uff er B b ei 4 ° C a uf ei n e m Ki p p-

s c h üttl er g e w a s c h e n. D ar a uff ol g e n d w u r de  mit D A PI i n P B S i n d er K o n z e ntr ati o n v o n 

1: 1 0 0 0 g ef är bt. A b g e d e c kt mit ei n e m D e c k gl a s, w el c h e s  d ur c h N a g ell a c k s eitli c h fi xi ert 

w o r d en w ar , w ur d e  di e Pr o b e mit d e m Mi kr o s k o p ‚A xi o v ert 1 0 0 ‘ mi kr o s k o pi ert. U m di e 

P L A -Si g n al e  z u l o k ali si er e n w ur d e ei n A nr e g u n g sfilt er d er W ell e nl ä n g e n 5 5 3 -5 8 7 n m  

u n d ei n E mi s si o n sfilt er d er W ell e nl ä n g e n 5 9 0 -6 5 0 n m v er w e n d et.  Di e Filt er f ür di e A uf-

n a h m e n d er D A PI -F är b u n g u n d G F P -Si g n al e w ar e n di e gl ei c h e n , di e b ei d er I m m u n-

fl u or e s z e n z mi kr o s k o pi e v er w e n d et w ur d e n ( si e h e K a p. 3. 3. 1).  
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3. 3. 2. 1  D a r st ell u n g  mitt el s ‚A d o b e  P h ot o s h o p ‘, ‚I m a g e J‘ u n d ‚M et a-

M o r p h V 6. 3 r 6 ‘ 

Di e Er g e b ni s s e d e s P L A  w u r d e n al s O v erl a y s d ar g e st ellt. Hi er z u w ur d e n di e A uf n a h-

m e n ei n er T o n w ert k orr e kt ur mit ‚A d o b e P h ot o s h o p ‘ u nt er z o g e n, w el c h e d e n g e s a mt e n 

T o n w ert erf a s st. A n s c hli e ß e n d w ur d e v o n d e n A uf n a h m e n  d e r P L A-Si g n al e  d er Hi n-

t er gr u n d mit ‚I m a g e J‘ a b g e z o g e n, w o b ei f ür j e d e s R e pli k at ei n e s V er s u c h s d er s el b e 

R olli n g b all r a di u s  v er w e n d et w ur d e. D a n n w ur d e n b ei ‚M et a M or p h V 6. 3r 6 ‘ O v erl a y s 

mit d er  F ar b e  ,C y a n ‘ f ür  di e  D A PI-A uf n a h m e n, ‚R e d ‘ f ür P L A -A uf n a h m e n u n d ‚N e w 

H u e ‘ f ür G F P-A uf n a h m e n  er st ellt.  

Mit A d o b e P h ot o s h o p  w ur d e di e G r ö ß e a n g e p a s st u n d di e A ufl ö s u n g a uf 3 0 0 Pi x el/ Z oll 

g e s et zt.  

 

3. 3. 2. 2  A u s w e rt u n g mitt el s  ‚I m a g e J‘ 

Z ur Q u a ntifi k ati o n d er I nt er a kti o n s p u n kt e w ur d e di e S oft w ar e I m a g e J g e n ut zt.  

Di e A uf n a h m e n  d er P L A -Si g n al e  w ur d e n al s R o h d at e n i n I m a g e J ei n g e s p ei st  u n d di e 

P u n kt e mit d er A n w e n d u n g Fi n d M a xi m a g e z ä hlt. A n h a n d d er N e g ati v k o ntr oll e n d er 

V er s u c h e w ur d e j e w eil s f ür ei n R e pli k at ei n e s V er s u c h s ei n e N oi s e T ol er a n c e  f e st g e-

l e gt, b ei d e m m ö gli c h st all e I nt er a kti o n s p u n kt e g e m e s s e n w ur d e n u n d k ei n e M e s s u n-

g e n f er n a b d er P u n kt e st attf a n d e n.  

Di e  M e s s d at e n  w ur d e n  i n  ei n er E x c el -T a b ell e  a uf g eli st et  u n d  v o n  d ort  i n  d a s  Pr o-

gr a m m ‚Gr a p h P a d Pri s m ® 8 ‘ ü b ertr a g e n, mit w el c h e m di e D ar st ell u n g al s Gr a p h u n d 

di e Er mittl u n g d e s Si g nifi k a n z ni v e a u s erf ol gt e . 
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4  E r g e b ni s s e  

A u s g a n g s p u n kt di e s er  Ar b eit  w ar  di e  I d e ntifi k ati o n  v o n  G A P V D 1  al s  I nt er a kti o n s-

p art n er v o n P E R 2 i n P E R 2 -G F P st a bil e x p ri mi er e n d e n m e n s c hli c h e n O st e o s ar k o m-

z ell e n (I br a hi m et al., 2 0 2 1). O b w o hl di e i n di e s e m E x p eri m e nt a n g e w a n dt e M et h o d e 

–  C o -I m m u n o pr ä zi pit ati o n g ef ol gt v o n d er I d e ntifi k ati o n all er mit d e m Zi el pr ot ei n a s s o-

zii ert e n Pr ot ei n e mitt el s M a s s e n s p e ktr o m etri e  ( M a c c arr o n e et al., 2 0 1 7) –  h e ut z ut a g e 

ei n e St a n d ar d m et h o d e i st , f ü hrt si e wi e all e H o c h d urc h s at z m et h o d e n r e g el m ä ßi g z u 

f al s c h  p o siti v e n  Er g e b ni s s e n ( M al o  et  al.,  2 0 0 6).  D ar ü b er  hi n a u s  erl a u bt  di e s e  M e-

t h o d e k ei n e A u s s a g e d ar ü b er w o i n d er Z ell e Prot ei n -Pr ot ei n -I nt er a kti o n e n st attfi n d e n, 

u n d o b di e s e I nt er a kti o n e n dir e kt o d er i n dir e kt, b ei s pi el s w ei s e ü b er gl ei c h z eiti g e I nt er-

a kti o n mit b e sti m mt e n z ell ul är e n Str u kt ur e n, a bl a uf e n . 

D i e Pr ot ei n e P E R 2 u n d G A P V D 1 si n d T eil  d e s z yt o pl a s m ati s c h e n  P E R -Pr ot ei n k o m-

pl e x e s  ( Ar y al et al., 2 0 1 7). A u c h i n u n s er e m L a b or w ur d e G A P V D 1 al s I nt er a kti o n s-

p art n er v o n P E R 2 i d e ntifi zi ert (I br a hi m et al., 2 0 2 1). Zi el m ei n er Ar b eit  w ar e s , di e I n-

t er a kti o n d er Pr ot ei n e G A P V D 1 u n d P E R 2 mitt el s d e s P L A  u nt er d er V er w e n d u n g s p e-

zifi s c h er A nti k ör p er z u ü b er pr üf e n. I n di e s er I m m u nfl u or e s z e n z m et h o d e w er d e n Si g-

n al e er z e u gt, w e n n si c h z w ei  Pr ot ei n e  i n ei n er e xtr e m g eri n g e n Di st a n z  ( < 4 0 n m) z u-

ei n a n d er b efi n d e n  ( H e g a z y et al., 2 0 2 0).  

Al s er st e s w ar e s n öti g d e n P L A  i n u n s er e m L a b or z u  et a bli er e n u n d, f all s erf or d erli c h, 

ei n z el n e S c hritt e z u o pti mi er e n. Z u n ä c h st s ollt e n di e v er w e n d et e n A nti k ör p er hi n si c ht-

li c h S p e zifit ät u n d o pti m al er K o n z e ntr ati o n ü b er pr üft w er d e n. S p e zifi s c h e A nti k ör p er 

s ollt e n d a n n i n d er K o n z e ntr ati o n, i n d er ei n e I m m u nf är b u n g d a s b e st e V er h ält ni s v o n 

Si g n al z u Hi nt er gr u n d er g a b,  i m P L A  A n w e n d u n g fi n d e n.  U m  z u z ei g e n, d a s s di e Er-

g e b ni s s e d e s P L A  ni c ht v o n ei n er b e sti m mt e n  Z ellli ni e a b h ä n gi g si n d, s ollt e  d er A s s a y 

i n z w ei u nt er s c hi e dli c h e n  Z ellli ni e n d ur c h g ef ü hrt  w er d e n: Wil dt y p -Z ell e n ( H T 1 0 8 0) u n d  

i n d er Z ellli ni e  H T 1 0 8 0  P E R 2 -G F P , di e d a s F u si o n s pr ot ei n P E R 2 -G F P st a bil e x pri mi ert 

( K alf al a h et al., 2 0 1 6). D a mit z u s ät zli c h di e U n a b h ä n gi g k ei t d er Er g e b ni s s e v o n d e n 

v er w e n d et e n R e a g e n zi e n ü b er pr üft w er d e n k a n n, s ollt e n di e E x p eri m e nt e i n d e n u n-

t er s c hi e dli c h e n  Z ellli ni e n  j e w eil s  mit u nt er s c hi e dli c h e n  A nti k ör p er k o m bi n ati o n e n  

d ur c h g ef ü hrt w er d e n . F ür d a s P L A -E x p eri m e nt i n d er Z ellli ni e H T 1 0 8 0 P E R 2 -G F P s oll-

t e n ei n A nti k ör p er g e g e n G A P V D 1 u n d ei n A nti k ör p er g e g e n G F P u n d f ür d a s  P L A -

E x p eri m e nt  i n d e n Wil dt y p -Z ell e n ei n a n d er er  A nti k ör p er  g e g e n G A P V D 1  u n d ei n A n-

ti k ör p er g e g e n P E R 2  v er w e n d et  w er d e n.   
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4. 1  Pri n zi p d e s Pr o xi mit y Li g ati o n A s s a y s  

D er P L A  di e nt d e m N a c h w ei s d er e xtr e m e n g e n C ol o k ali s ati o n  z w ei er Pr ot ei n e i n d e m 

er b ei ei n er Di st a n z di e s er P r ot ei n e v o n m a xi m al 4 0 n m ei n Si g n al h er v orr uft ( H e g a z y 

et al., 2 0 2 0) . D ur c h d e n e xtr e m g eri n g e n A b st a n d wir d st ar k i m pli zi ert, d a s s z w ei Pr o-

t ei n e dir e kt i nt er a gi er e n, b e zi e h u n g s w ei s e z u mi n d e st i m gl ei c h e n Pr ot ei n k o m pl e x v or-

li e g e n. D er P E R -Pr ot ei n k o m pl e x b ei s pi el s w ei s e h at ei n e n D ur c h m e s s er v o n c a. 2 5 n m 

( Ar y al et al., 2 0 1 7). F ür di e  p ot e n zi ell  i nt er a gi er e n d en  P r ot ei n e w er d e n z u n ä c h st Pri-

m är a nti k ör p er a u s g e s u c ht , di e a u s v er s c hi e d e n e n S p e zi e s st a m m e n. D i e Pri m är a nti-

k ör p er  wi e d er u m w er d e n mit  s e k u n d är e n  A nti k ör p er n , di e  P L A -P r o b e s g e n a n nt w er-

d e n , d et e kti ert ( S o d er b er g et al., 2 0 0 8). A n di e P L A -Pr o b e s  si n d Oli g o n u kl e oti d e g e-

b u n d e n  (i.), w el c h e al s T e m pl at e  f ür di e Ri n g bil d u n g d ur c h K o n n e kt or-Oli g o n u kl e oti d e 

di e n e n (ii.). D ur c h Hi n z uf ü g e n d er Li g a s e erf ol gt di e Li g ati o n (iii.) mit a n s c hli e ß e n d er  

R olli n g Cir cl e A m plifi c ati o n  ( R C A) d ur c h ei n e P ol y m er a s e (iv .). Di e R C A -R e a kti o n g e-

n eri ert  ei n e n D e s o x yri b o n u kl ei n s ä ur e -Ei n z el str a n g ,  d er  an  d e n  A nti g e n -A nti k ör p er -

K o m pl e x k o v al e nt g e b u n d e n i st. D ur c h H y bri di si er u n g v o n k o m pl e m e nt är e n , fl u or e s-

z e n z m ar ki ert e n  Oli g o n u kl e oti d e n  k a n n  d a s  R C A -Pr o d u kt  d et e kti ert  w er d e n  ( A b b.  9) 

( S o d er b er g et al., 2 0 0 6). 

 

A b bil d u n g 9 : Pri n zi p d e s P L A  

i. P L A -Pr o b e s  bi n d e n a n di e Pri m är a nti k ör p er a n b ei d e n Zi el pr ot ei n e n, ii. n a c h Z u g a b e z w ei er w eit er e r 

Oli g o n u kl e oti d e erf ol gt di e H y bri di si er u n g  z u ei n er Ri n g str u kt ur, iii. Li g ati o n, i v . n a c h Hi n z uf ü g e n v o n 

N u kl e oti d e n  u n d fl u or e s z e nt  m ar ki ert e n Oli g o n u kl e oti d e n ,  s o wi e ei n e r P ol y m er a s e ,  erf ol gt  di e R C A ; 

( Kl a e s s o n et al., 2 0 1 8), b e ar b eit et. 

9  

i. P L A-P r o b e s           ii. Ri n g bil d u n g              iii. Li g ati o n                  iv . R C A 
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4. 2  O pti mi er u n g d er P L A -S c hritt e  Bl o c ki er e n u n d W a s c h e n  

D a  i n P L A -V or e x p eri m e nt e n  u n s p e zifi s c h e  Si g n al e  a uftr at e n  ( hi er  ni c ht  g e z ei gt), 

m u s st e  d a s Pr ot o k oll m o difi zi ert  w er d e n . D a s Bl o c ki er e n w ur d e  o pti mi ert i n d e m V er-

ä n d er u n g e n a m F är b e pr ot o k oll ( si e h e K a pit el 3 .3 . 1), d a s a m A nf a n g d e s P L A -A s s a y s  

d ur c h g ef ü hrt wir d, v or g e n o m m e n w ur d e n.  Z u m Bl o c ki er e n v or Z u g a b e  d er Pri m är a nti-

k ör p er w ur d e di e ‚D u oli n k Bl o c ki n g  S ol uti o n ( 1 x) ‘ a u s d e m  ‚D o uli n k i n Sit u P L A Pr o b e  

Kit ‘ v er w e n d et.  Z u v or w ar i m  I m m u nfl u or e s z e n z-Pr ot o k oll  Zi e g e n s er u m  z ur  Bl o c ki e-

r u n g g e n ut zt w or d e n. V er w e n d u n g d er ‚ D u oli n k Bl o c ki n g S ol uti o n ( 1 x)‘  v erri n g ert e u n-

s p e zifi s c h e Hi nt er gr u n d si g n al e d e utli c h.  

Z u s ät zli c h w ur d e n ei ni g e W a s c h s c hritt e v er ä n d ert . A n f ä n gli c h w ur d e n al s F är b e k a m-

m er n  P etri s c h al e n  v er w e n d e t,  i n di e  ei n  ‚ 8  W ell  µ-Sli d e  K a m m er o bj e kttr ä g er‘  g el e gt 

w ur d e , u n d a uf ei n e n  Ki p p s c h üttl er  g e st ellt . All er di n g s f ü hrt e di e s e B e h a n dl u n g z u u n-

s p e zifi s c h e n Si g n al e n  i n s b e s o n d er e i n d er P eri p h eri e d er ei n z el n e n K a m m er n d e s O b-

j e kttr ä g er s. U m  stri n g e nt er  w a s c h e n  z u  k ö n n e n  w ur d e  z u  fl a c h e n  O bj e kttr ä g er n  mit 

a b n e h m b ar e n K a m m er n g e w e c h s elt. S o k o n nt e n di e K a m m er n ni c ht d e n Fl u s s d e s 

W a s c h p uff er s b e ei ntr ä c hti g e n.  Z u d e m w ur d e u m g e st ellt a uf F är b etr ö g e n a c h C o pli n , 

i n d e n e n d er O bj e kttr ä g er s e n kr e c ht st e ht. D a mit d er W a s c h p uff er a uf d e m Pr ä p ar at 

si c h ni c ht n ur l ei c ht  v o n ei n er S eit e z ur a n d er e n  b e w e gt , s o n d er n u m d e n g a n z e n  O b-

j e kttr ä ger fli e ß e n k a n n, w ur d e d er F är b etr o g a uf ei n e n Or bit al s c h üttl er g e st ellt. U n s p e-

zifi s c h g e b u n d e n e  A nti k ör p er  w ur d e n d ur c h d e n eff e kti v er e n  A u st a u s c h d e s P uff er s s o 

b e s s er a b g el ö st, u n d di e u n s p e zifi s c h e n Si g n al e k o n nt e n st ar k v erri n g ert w er d e n.  

 

4. 3  T e st d er A n ti k ör p ers p e zifit ät  

D a vi el e k o m m er zi ell e A nti k ör p er  k ei n e o d er n ur u n s p e zifi s c h e Bi n d u n g s a kti vit ät a uf-

w ei s e n, erf ol gt e z u n ä c h st ei n T e st, o b d i e Zi el pr ot ei n e v o n d e n v er w e n d et e n A nti k ör-

p er n  i d e ntifi zi ert wer d e n.  D i e E x pr e s si o n d er Zi el pr ot ei n e w ur d e  d ur c h  B e h a n dl u n g mit  

s m all i nt erf eri n g R N A  ( si R N A) h er u nt err e g uli ert  ( K urr e c k, 2 0 0 9), a n s c hli e ß e n d w ur d e n 

di e Pr ot ei n m e n g e n d ur c h  W e st er n Bl ot  q u a ntifi zi ert.  D af ür w ur d e n Z ell e n  mit s m all i n-

t erf eri n g  R N A  Po ol s  g e g e n G a p v d 1  o d er  P er 2  tr a n sfi zi ert.  Al s  K o ntr oll e  w ur d e  ei n e 

Tr a n sf e kti o n mit ei n e m  n o n -t ar g et si R N A P o ol  d ur c h g ef ü hrt s o wi e ei n e K o ntr oll e mit 

u n b e h a n d elt e n Z ell e n.  
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B e h a n dl u n g v o n Z ell e n mit si R N A  f ü hrt z ur H er u nt err e g uli er u n g d es  Zi el g e n s  u n d d e m-

e n t s pr e c h e n d r e d u zi ert er E x pr e s si o n d e s c o di ert e n Pr ot ei n s. D a b ei wir d  si R N A mi tt el s 

Li p of e kti o n  i n  di e Z ell e n  ei n g e s c hl e u st.  A n s c hli e ß e n d  l eit et di e  si R N A  d e n R N A -i n-

d u c e d sil e n ci n g c o m pl e x ( RI S C) z u m k o m pl e m e nt är e n m e s s e n g er R N A  ( m R N A)-A b-

s c h nitt . Di e Zi el -m R N A wir d d ur c h d a s Ar g o n a ut e n pr ot ei n Pr ot ei n ar g o n a ut e -2 , ei n e m 

B e st a n dt eil v o n  RI S C , g e s p alt e n.  N u n  f e hlt  d er  Zi el -m R N A r e s p e kti v e di e  5‘ -C a p -

Str u kt ur  o d er di e  p ol y( A) -S e q u e n z, w a s z u ei n er D e st a bili si er u n g d er m R N A f ü hrt. Di e 

g e s p alt e n e u n d d e s t a bili si ert e m R N A wir d a b g e b a ut u n d ni c ht m e hr tr a n sl ati ert. S o mit 

wir d d a s e nt s pr e c h e n d e Pr ot ei n ni c ht s y nt h eti si ert  ( K urr e c k, 2 0 0 9).  

V er w e n d et w ur d e n  s p e zifi s c h e si R N A s , di e di e G A P V D 1-E x pr e s si o n ( si G a p v d 1 ) u n d  

P E R 2 -E x pr e s si o n ( si P er 2) h e m m e n , s o wi e al s N e g ati v k o ntr oll e  n o n -t ar g eti n g si R N A 

(si N T ), f ür di e k ei n e s p e zifi s c h e Zi el -m R N A  i n d er Z ell e e xi sti ert. A n s c hli e ß e n d erf ol gt e 

di e Q u a ntifi zi er u n g  d er Pr ot ei nl e v el i m  W e st er n Bl ot. D a b ei w ur d e n di e mit s p e zifi s c h er  

si R N A  b e h a n d elt e n Z ell e n mit z w ei K o ntr oll e n v er gli c h e n: U n b e h a n d elt e n  Z ell e n u n d  

mit  si N T -b e h a n d elt e n  Z ell e n. S p e zifi s c h e A nti k ör p er s ollt e n  b ei erf ol gr ei c h e r R N A-I n-

t erf er e n z z u ei n er V er mi n d er u n g d e s Pr ot ei n si g n al s i n mit s p e zifi s c h er si R N A b e h a n-

d elt e n  Z ell e n f ü hr e n.  

G et e st et w ur d e n  vi er A nti k ör p er, di e f ür d e n P L A  i nfr a g e k a m e n: Ei n  P E R 2 -A nti k ör p er  

(a nt i-P E R 2 ), ei n  G F P -A nti k ör p er  (a nti -G F P) , ei n G A P V D 1-A nti k ör p er a u s  M a u s ( a nti -

G A P V D 1( M) ) u n d ei n G A P V D 1 -A nti k ör p er a u s  K a ni n c h e n ( a nti -G A P V D 1( K) ). Al s L a-

d e k o ntr oll e f ür d e n W e st er n B l ot di e nt e Cal n e xi n  ( C A N X). E s w ur d e  j e w eil s di e Z ellli ni e 

v er w e n d et, i n d er a n s c hli e ß e n d  di e A nti k ör p er f ür d e n P L A  ei n g e s et zt w er d e n s ollt e n . 

I n d er Wil dt y p-Z ellli ni e w ur d e n d er  a nti -P E R 2  u n d d er a nti -G A P V D 1( M)  v er w e n d et , i n 

H T 1 0 8 0 -P E R 2 -G F P  d er a nti -G A P V D 1( K) . Mit d e m a nti -G F P w ur d e a n d er s  al s mit d e n 

ü bri g e n A nti k ör p er n v erf a hr e n, d a f ür s ei n e K o ntr oll e k ei n e R N A -I nt erf er e n z d ur c h g e-

f ü hrt w er d e n m u s st e . Er w ur d e d ur c h V er gl ei c h mit Wil dt y p -Z ell e n, di e k ei n G F P e nt-

h alt e n, mit H T 1 0 8 0 P E R 2 -G F P -Z ell e n g et e st et.  V o n j e d e m V er s u c h w ur d e n  dr ei u n-

a b h ä n gi g e R e pli k at e  a n g ef erti g t. Ei n A nti k ör p er w ur d e al s s p e zifi s c h er a c ht et w e n n er 

i n u n a b h ä n gi g e n R e pli k at e n z u v erl ä s si g ei n e Pr ot ei n b a n d e er k e n nt, di e si c h i n d er er-

w art et e n  H ö h e  b efi n d et  u n d n ur d ur c h di e  s p e zifi s c h e si R N A  h er u nt err e g uli ert  wir d. 

Di e  H er u nt err e g ul ati o n d er Zi el g e n e w ur d e  z u s ät zli c h  q u a ntit ati v a u s g e w ert et u n d  i n 

ei n e m B al k e n di a gr a m m  d ar g e st ellt  (A b b. 1 0  u n d  1 1 ).  D a b ei w ur d e  a uf si N T,  b e zi e-

h u n g s w ei s e b ei d er U nt er s u c h u n g  d e s a nti -G F P a uf Wil dt y p -Z ell e n  n or m ali si ert.  
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4. 3. 1  T e st  d e r  P E R 2 - u n d  G F P -A nti k ö r p e r  mitt el s  R N A -I nt e rf e r e n z 

u n d W e st e r n Bl ot  

N a c h H er u nt err e g ul ati o n v o n P E R 2 d ur c h si P er 2  h at d a s P E R 2 -Si g n al a uf d er er w ar-

t et e n H ö h e v o n 1 3 5  k D a  i m W e st er n Bl ot i m V er gl ei c h z ur si N T-K o ntr oll e  d e utli c h a b-

g e n o m m e n . D a s  a uf di e L a d e k o ntr oll e mit C A N X n or m ali si ert e Pr ot ei nl e v el i st i m V er-

gl ei c h z u d e n mit si N T b e h a n d elt e n Z ell e n a uf  7 7 % r e d u zi ert u n d i m V er gl ei c h mit d e n 

u n b e h a n d elt e n  Z ell e n  a uf 7 6 % z ur ü c k g e g a n g e n ( A b b. 1 0 A). D a s  z ei gt ,  d a s s a nti -

P E R 2  s p e zifi s c h e Bi n d u n g s a kti vit ät f ür P E R 2 a uf w ei st.  

W ä hr e n d i n H T 1 0 8 0 P E R 2 -G F P -Z ell e n ei n e d e utli c h e P E R 2 -G F P B a n d e a uf d er er-

w art et e n H ö h e v o n 2 4 5  k D a  v or h a n d e n i st , w ei st  d er a nti -G F P i n d er H T 1 0 8 0 -Z ellli ni e 

a uf gl ei c h er H ö h e k ei n e B a n d e  a uf  ( A b b. 1 0 B ). D a s Er g e b ni s  z ei gt,  d a s s  a u c h d er a nti -

G F P s ei n Zi el pr ot ei n s p e zifi s c h bi n d et.  

 

 

A b bil d u n g 1 0 : T e st  d e s a nti -P E R 2  u n d d e s a nti -G F P i m W e st er n Bl ot  

( A) O b e n: W e st er n -Bl ot -A n al y s e v o n H T 1 0 8 0 P E R 2 -G F P n a c h  si P er 2 u nt er V er w e n d u n g d e s a nti -P E R 2  

a u s  dr ei  u n a b h ä n gi g e n  R e pli k at e n  ( n = 3);  v o n  li n k s  n a c h  r e c ht s:  N e g ati v k o ntr oll e  mit  u n b e h a n d elt e n 

Z ell e n, N e g ati v k o ntr oll e mit si N T, si P er 2; C A N X : L a d e k o ntr oll e ( L a uf h ö h e b ei 9 0 k D a). U nt e n: Q u a ntifi-

zi er u n g d e s a uf si N T n or m ali si ert e n Pr ot ei nl e v el s dr ei er  u n a b h ä n gi g er Tr a n sf e kti o n e n mit  si R N A  d ur c h  

si
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W e st er n -Bl ot -A n al y s e n u nt er V er w e n d u n g d e s a nti -P E R 2  i n P E R 2-G F P ( n = 3); v o n li n k s n a c h r e c ht s: 

N e g ati v k o ntr oll e mit u n b e h a n d elt e n Z ell e n, N e g ati v k o ntr oll e mit si N T, si P E R 2. B al k e n z ei g e n  St a n d ar d-

f e hl er  ( S E M),  nic ht  si g nifi k a nt  ( n. s.),  p = 0, 1 5 7 8 (t-T e st).  ( B) W e st er n -Bl ot -A n al y s e  v o n  H T 1 0 8 0  u n d 

H T 1 0 8 0 P E R 2 -G F P mit  d e m a nti -G F P  a u s dr ei u n a b h ä n gi g e n R e pli k at e n ( n = 3), v o n li n k s n a c h r e c ht s: 

N e g ati v k o ntr oll e mit H T 1 0 8 0, H T 1 0 8 0 P E R 2 -G F P; C A N X  ( L a uf h ö h e b ei 9 0 k D a): L a d e k o ntr oll e.  

 

4. 3. 2  T e st  d e r  G A P V D 1 -A nti k ö r p e r  mitt el s  R N A -I nt e rf e r e n z  u n d 

W e st e r n Bl ot  

D i e R N A-I nt erf er e n z v o n G a p v d 1  mi t a n s c hli e ß e n d e m W e st er n Bl ot u nt er V er w e n d u n g 

d e s a nti -G A P V D 1( K)  z ei gt  ei n e R e d u kti o n d e s Si g n al s b ei ei n er  H ö h e v o n c a. 2 4 0  k D a , 

d er er w art et e n P o siti o n v o n G A P V D 1 b ei d er S D S -G el el e ktr o p h or e s e ( A b b. 1 1 A ). D a s 

a uf  di e  L a d e k o ntr oll e  mit  C A N X n or m ali si ert e Pr ot ei nl e v el  v o n  G A P V D 1  i n  d e n mit 

si G a p v d 1  b e h a n d elt e n Z ell e n li e gt b ei 1 8  % d er mit si N T  b e h a n d elt e n Z ell e n  u n d b ei 

1 6  %  b e z o g e n a uf di e  u n b e h a n d elt e n Z ell e n  (A b b. 1 1 A).  

A uf d er gl ei c h e n  H ö h e b ei c a.  2 4 0  k D a k a n n m a n ei n e A b s c h w ä c h u n g  d e s  s i G a p v d 1-

Si g n al s  mit  d e m  a nti -G A P V D 1 ( M)  i m V er h ält ni s  z u  d e n  K o ntr oll e n er k e n n e n  ( A b b. 

1 1 B).  Di e  Q u a ntifi zi er u n g  all er  dr ei  R e pli k at e  z ei gt,  d a s s n a c h  d er  Tr a n sf e kti o n  mit 

si G a p v d 1 i m  V er gl ei c h z u d e n K o ntr oll e n mit d er si N T  n o c h 7 2  %  d e s a uf C A N X n or-

m ali si ert e n Pr ot ei nl e v el s n a c h g e wi e s e n w er d e n k o n nt e. E s  erf ol gt e  ei n e S e n k u n g  d e s 

n or m ali si ert e n Pr ot ei nl e v el s n a c h B e h a n dl u n g mit d er si G a p v d 1  a uf  6 5 % d e s Pr ot ei n-

l e v el s d er u n b e h a n d elt e n Z ell e n ( A b b. 1 1 B).  
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A b bil d u n g 1 1 : T e st  d e s  a nti -G A P V D 1 ( K) u n d a nti -G A P V D 1( M) i m W e st er n Bl ot  

( A) O b e n: W e st er n -Bl ot -A n al y s e v o n H T 1 0 8 0 n a c h  si G a p v d 1  u nt er V er w e n d u n g d e s a nti -G A P V D 1 ( K) 

a u s dr ei u n a b h ä n gi g e n  R e pli k at e n  i m Wil dt y p ( n = 3); v o n li n k s n a c h r e c ht s: N e g ati v k o ntr oll e mit u n b e-

h a n d elt e n  Z ell e n, N e g ati v k o ntr oll e  mit  si N T,  si G a p v d 1;  C A N X :  L a d e k o ntr oll e  ( L a uf h ö h e  b ei  9 0  k D a). 

U nt e n: Q u a ntifi zi er u n g d e s a uf si N T n or m ali si ert e n  Pr ot ei nl e v el s dr ei er u n a b h ä n gi g er Tr a n sf e kti o n e n 

mit  si R N A  d ur c h  W e st er n -Bl ot -A n al y s e u nt er V er w e n d u n g d e s a nti -G A P V D 1 ( K) i m Wil dt y p ( n = 3); v o n 

li n k s n a c h r e c ht s: N e g ati v k o ntr oll e mit u n b e h a n d elt e n Z ell e n, N e g ati v k o ntr oll e mit si N T, si G a p v d 1. B al-

k e n z ei g e n  St a n d ar df e hl er ( S E M) , **** p <0, 0 0 0 1  (t-T e st).  ( B) O b e n: W e st er n -Bl ot -A n al y s e  v o n H T 1 0 8 0  

n a c h  si G a p v d 1 u nt er  V er w e n d u n g d e s a nti -G A P V D 1 ( M) a u s dr ei u n a b h ä n gi g e n  R e pli k at e n  ( n = 3); v o n 

li n k s  n a c h  r e c ht s:  N e g ati v k o ntr oll e  mit  u n b e h a n d elt e n  Z ell e n, N e g ati v k o ntr oll e  mit  si N T,  si G a p v d 1; 

C A N X  ( L a uf h ö h e b ei 9 0 k D a): L a d e k o ntr oll e. U nt e n : Q u a ntifi zi er u n g d e s a uf si N T n or m ali si ert e n  Pr o-

t ei nl e v el s  dr ei er  u n a b h ä n gi g er Tr a n sf e kti o n e n  mit  si R N A  d ur c h  W e st er n -Bl ot -A n al y s e  u nt er  V er w e n-

d u n g d e s a nti -G A P V D 1 ( M) i m Wil dt y p ( n = 3); v o n li n k s n a c h r e c ht s: N e g ati v k o ntr oll e mit u n b e h a n d elt e n 

Z ell e n, N e g ati v k o ntr oll e mit si N T, si G a p v d 1. B al k e n z ei g e n St a n d ar df e hl er ( S E M) , * p= 0, 0 1 8 2  (t-T e st).  
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4. 4  T e st d er  A nti k ör p er s p e zifit ät  d ur c h I m m u nf är b u n g  

U m z u u nt er s u c h e n, o b di e P E R 2 - u n d G F P -A nti k ör p er i n d er I m m u nf är b u n g s p e zifi s c h 

a n i hr e Zi el pr ot ei n e bi n d e n o d er o b si e u n s p e zifi s c h e Bi n d u n g s affi nit ät a uf w ei s e n,  w ur-

d e n si e mit d e m dir e kt e n Fl u or e s z e n z si g n al v o n P E R 2 -G F P i m gl ei c h e n Pr ä p ar at v er-

gli c h e n.  A nti -G A P V D 1( K)  u n d a nti -G A P V D 1( M)  w ur d e n i n  Wil dt y p  H T 1 0 8 0 -Z ell e n  g e-

t e st et u n d di e Er g e b ni s s e mit G A P V D 1 -I m m u nf är b u n g e n a u s p u bli zi ert en St u di e n v er-

gli c h e n.  

 

4. 4. 1  V e r gl ei c h v o n  I m m u nf ä r b u n g e n mit A nti k ö r p e r n g e g e n P E R 2 

u n d G F P  mit d e m Fl u o r e s z e n z si g n al  v o n P E R 2 -G F P  

Di e M e n g e a n  e n d o g e n e m  P E R 2 o s zilli ert  i n A b h ä n gi g k eit v o n d er cir c a di a n e n U hr. 

D i e L o k ali s ati o n d e s Pr ot ei n s i n n er h al b d er Z ell e bl ei bt d a b ei  j e d o c h i m W e s e ntli c h e n 

u n v er ä n d ert . D er ü b er wi e g e n d e A nt eil v o n P E R 2  b efi n d et si c h i m Z ell k er n, u n d P E R 2 

k a n n  z u  k ei n e m  Z eit p u n kt  a u s s c hli e ßli c h  i m  Z yt o pl a s m a  n a c h g e wi e s e n  w er d e n 

( S m ylli e  et  al.,  2 0 1 6). Di e  I m m u nf är b u n g e n  v o n  P E R 2 -G F P mit  d e n  a nti -P E R 2  u n d 

a nti -G F P s pi e g el t en di e b e s c hri e b e n e i ntr a z ell ul är e V ert eil u n g v o n P E R 2 g e n a u wi d er. 

D er Gr o ßt eil v o n P E R 2 b ef a n d si c h i m Z ell k er n, w ä hr e n d e s i m Z yt o pl a s m a i n d e utli c h 

ni e dri g er er K o n z e ntr ati o n v or h a n d e n w ar . V er gl ei c ht m a n a u ß er d e m  d a s dir e kt e Fl u o-

r e s z e n z si g n al v o n P E R 2 -G F P mit d e n I m m u nf är b u n g e n d er  j e w eili g e n A nti k ör p er, s o 

w ar e n di e Si g n al e w eit g e h e n d d e c k u n g s gl ei c h ( A b b. 1 2 ). Di e s e B ef u n d e s pr e c h e n f ür 

ei n e h o h e S p e zifit ät d er A nti k ör p er i n d er I m m u nf är b u n g.  

D ar ü b er hi n a u s w ur d e n V er d ü n n u n g sr ei h e n b ei d er A nt i k ör p er a n g ef erti gt,  u m di e B e-

di n g u n g e n z u fi n d e n, b ei d e n e n d a s V er h ält ni s v o n s p e zifi s c h e m Si g n al z u Hi nt er gr u n d 

o pti m al  i st  ( D at e n  ni c ht  g e z ei gt).  D a b ei  h at  si c h  h er a u s g e st ellt,  d a s s  a nti -P E R 2  a m 

b e st e n  i n  ei n er  V er d ü n n u n g  v o n  1: 1 5 0  u n d  d er a nti -G F P  i n ei n er  V er d ü n n u n g  v o n 

1: 4 0 0  ei n g e s et zt  w er d e n  s ollt e  ( A b b. 1 2 ,  z ei gt i st j e w eil s n ur di e  o pti m al e A nti k ör-

p er v er d ü n n u n g).  
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A b bil d u n g 1 2 : I m m u nfl u or e s z e n zf är b u n g e n v o n P E R 2 u n d G F P i n H T 1 0 8 0 P E R 2-G F P -Z ell e n  

R e pr ä s e nt ati v e mi kr o s k o pi s c h e A uf n a h m e n d er I m m u nfl u or e s z e n zf är b u n g e n mit a nti -P E R 2  i n d er K o n-

z e ntr ati o n v o n 1: 1 5 0 ( o b e n) u n d d e m a nti -G F P i n d er K o n z e ntr ati o n v o n 1: 4 0 0 ( u nt e n) i n d er Z e llli ni e 

H T 1 0 8 0 P E R 2 -G F P. V o n li n k s n a c h r e c ht s: O v erl a y v o n D ur c hli c ht - u n d D A PI -A uf n a h m e, Fl u or e s z e n z-

f är b u n g v o n P E R 2 b z w. G F P u nt er V er w e n d u n g d e s S e k u n d är a nti k ör p er s C y 3 ( g el b), A b bil d u n g d e s 

P E R 2 -G F P -K o n str u kt s ( gr ü n) . D a s E x p eri m e nt i st ei n m al a u s g ef ü hrt w or d e n mit z w ei A uf n a h m e n pr o 

K o n z e ntr ati o n ( n = 1).  

 

4. 4. 2  I m m u nf ä r b u n g e n  mit  A nti k ö r p e r n  g e g e n G A P V D 1  u n d  V e r-

gl ei c h mit d e r  p u bli zi e rt e n  L o k ali s ati o n  

D a k ei n e Z ellli ni e v erf ü g b ar w ar, di e fl u or e s z e n z m ar ki ert e s G A P V D 1 e x pri mi ert, k o n n-

t e n di e a nti -G A P V D 1 s  l e digli c h d ar a uf hi n g et e st et w er d e n,  o b di e r e s ulti er e n d e n V er-

t eil u n g s m u st er v o n G A P V D 1 b ei d er I m m u nf är b u n g b er eit s p u bli zi ert e n D at e n e nt s pr a-

c h e n.  Z u  di e s e m  Z w e c k  w ur d e n  er n e ut Titr ati o n sr ei h e n  mit  b ei d e n a nti -G A P V D 1 s 

d ur c h g ef ü hrt  ( D at e n ni c ht g e z ei gt). F ür di e I m m u nf är b u n g mit d e m a nti -G A P V D 1 ( M) 

ei g n et e  si c h  a m b e st e n  ei n e K o n z e ntr ati o n v o n 1: 4 0 0 , f ür d e n a nti -G A P V D 1 ( K) ei n e 

K o n z e ntr ati o n v o n 1: 3 0 0  ( A b b. 1 3 ). 

G A P V D 1 i st, s o w eit bi s h er b e k a n nt i st, a u s s c hli e ßli c h a n z yt o s oli s c h e n Pr o z e s s e n b e-

t eili gt. E s r e g uli ert di e C l at hri n-v er mitt elt e E n d o z yt o s e ( S at o et al., 2 0 0 5) u n d Tr a n s-

p ort pr o z e s s e z wi s c h e n tr a n s -G ol gi -N et z w er k u n d E n d o s o m ( L o d hi et al., 2 0 0 7). D e m-

e nt s pr e c h e n d z ei g te n di e I m m u nf är b u n g e n mit b ei d e n A nti k ör p er n d e utli c h e Si g n al e 
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i m  Z yt o pl a s m a  u n d  v er ei n z elt  a u c h  ei n e  g e h ä uft e  Si gn al di c ht e  a n  d er  Z ell m e m br a n 

( A b b. 1 3 ). 

B ei d e a nti -G A P V D 1 s  s ollt e n d a h er i m P L A ei n g e s et zt w er d e n k ö n n e n, all er di n g s mit 

d er Ei n s c hr ä n k u n g, d a s s d er  a nti -G A P V D 1( K)  a u c h i m Z ell k er n d e utli c h e Si g n al e er-

z e u gt, u n d e v e nt u ell e n u kl e är e Si g n al e mit di e s e m A nti k ör p er i m P L A ei n er z u s ät zli-

c h e n Ü b er pr üf u n g d ur c h ei n e n w eit er e n A nti k ör p er erf or d er n k ö n nt e n  ( A b b. 1 3 ). 

 

A b bil d u n g 1 3 : I m m u nfl u or e s z e n zf är b u n g e n d er a nti -G A P V D 1 s  in H T 1 0 8 0  Wil dt y p -Z ell e n  

R e pr ä s e nt ati v e m i kr o s k o pi s c h e A uf n a h m e n d er I m m u nfl u or e s z e n zf är b u n g e n mit d e n a nti -G A P V D 1 s  in 

H T 1 0 8 0 Wil dt y p -Z ell e n ; o b er e R ei h e: a nti -G A P V D 1 ( K) ( 1: 3 0 0), u nt er e R ei h e: a nti -G A P V D 1 ( M) ( 1:4 0 0); 

v o n li n k s n a c h r e c ht s: O v erl a y v o n D ur c hli c ht - u n d D A PI -A uf n a h m e, Fl u or e s z e n zf är b u n g v o n G A P V D 1 . 

D a s E x p eri m e nt i st ei n m al a u s g ef ü hrt w or d e n mit z w ei A uf n a h m e n pr o K o n z e ntr ati o n ( n = 1).  

 

4. 5  Ü b er pr üf u n g  d er  I nt er a kti o n  v o n  P E R 2  u n d  G A P V D 1 

d ur c h  P L A  

U m d e n P L A z u et a bli er e n  u n d z u v ali di er e n,  s ollt e n v or d er D ur c hf ü hr u n g d e s ei g e nt-

li c h e n E x p eri m e nt e s P o siti v- u n d N e g ati v k o ntr oll e n d ur c h g ef ü hrt w er d e n. D er A s s a y 

1 3  
D ur c hli c ht/ D A PI  C y 3  
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w ur d e i n H T 1 0 8 0 P E R 2 -G F P -Z ell e n et a bli ert. P E R 2 -G F P di e nt e d a b ei al s ei n e P o si-

ti v k o ntr oll e, d a b ei gl ei c h z eiti g er V er w e n d u n g v o n a nti -P E R 2 u n d a nti -G F P, di e a u s 

v er s c hi e d e n e n S p e zi e s st a m m e n, di e b ei d e n li n e ar mit ei n a n d er v er b u n d e n e n E pit o p e  

P E R 2 u n d G F P < 4 0 n m v o n ei n a n d er e ntf er nt si n d. Z u s ät zli c h k o n nt e i n di e s er Z ellli ni e 

di e Ü b erl a g er u n g d er P L A -Si g n al e mit d e m G F P -Si g n al al s w eit er e K o ntr oll e di e n e n. 

Al s z w eit e P o siti v k o ntr oll e w ur d e n  b ei d e a nti -G A P V D 1 s i n ei n e m V er s u c h s a n s at z v er-

w e n d et.  D a s  w ar  m ö gli c h,  w eil  di e  A nti k ör p er  e b e nf all s  v o n  v er s c hi e d e n e n  S p e zi e s 

st a m m e n u n d a n d a s gl ei c h e Zi el pr ot ei n bi n d e n. A u c h i n di e s e m F all s ollt e n di e Bi n-

d u n g s e pit o p e ei n e e xtr e m e n g e r ä u mli c h e N ä h e a uf w ei s e n u n d z ur Si g n al er z e u g u n g 

f ü hr e n. 

Al s N e g ati v k o ntr oll e  w ar f ür j e d e A nti k ör p er-K o m bi n ati o n di e V er w e n d u n g ei n e s ei n-

z el n e n A nti k ör p er s  st att ei n e s A nti k ör p er -P a ar s  v or g e s e h e n . Si g n al e i m P L A tr ot z F e h-

l e n d e s z w eit e n Pri m är a nti k ör p er s w är e n d a n n a uf u n s p e zifi s c h e Bi n d u n g s a kti vit ät d er 

S e k u n d är a nti k ör p er  z ur ü c k z uf ü hr e n.  F ür  di e  P E R 2 - u n d G F P -A nti k ör p er k o ntr oll e n  

w ur d e di e H T 1 0 8 0 P E R 2 -G F P -Z ellli ni e g e n ut zt, d a  ü b erl a g ert e Bil d er ( O v erl a y s ) mit 

d e n P E R 2 -G F P -A uf n a h m e n a n g ef erti gt w er d e n k o n nt e n u n d s o al s w eit er e K o ntr oll e 

di e nt e n ( A b b. 1 4 ). 

E s w ur d e n  v er s c hi e d e n e Fl u or e s z e n z a uf n a h m e n a n g ef er ti gt, u m di e L a g e d er Si g n al e 

i m V er h ält ni s z u m Z ell k er n u n d z ur Z ell m e m br a n d ur c h O v erl a y s  d ar st ell e n z u k ö n n e n : 

D ur c hli c ht a uf n a h m e n z ur B e urt eil u n g, o b di e Si g n al e i n n er h al b d er Z ell e li e g e n ; D A PI -

A uf n a h m e n,  u m  di e  L a g e r el ati v z u m  Z ell k er n  a b z u bil d e n ; u n d  G F P -A uf n a h m e n f ür 

P E R 2 -G F P . Mit di e s e n A uf n a h m e n w ur d e n  O v erl a y s mit d e n P L A -A uf n a h m e n  a n g e-

f erti gt, w el c h e di e P L A -Si g n al e  a b bil d e n. Di e P L A -Si g n al e  w ur d e n mit ‚I m a g e J‘ g e z ä hlt 

u n d i n V er h ält ni s z ur Z ell z a hl g e s et zt.  

 

4. 5. 1  Et a bli e r u n g d e s P L A mit  A nti k ö r p e r n g e g e n P E R 2 u n d G F P  

Di e  P o siti v - u n d  N e g ati v k o ntr oll e n  mit a nti -P E R 2 u n d a nti -G F P  er g a b e n  ei n e u nt er-

s c hi e dli c h e Ei g n u n g b ei d e r A nti k ör p er  i m P L A-A s s a y . D er a nti -G F P all ei n e  z ei gt e  ei n e 

d e utli c h g eri n g er e A n z a hl a n P L A -Si g n al e n  pr o Z ell e al s di e P o siti v k o ntr oll e . Der a nti -

P E R 2 all ei n e  wi e s j e d o c h n ur g eri n gf ü gi g w e ni g er Si g n al e pr o Z ell e a uf al s di e P o si-

ti v k o ntr oll e ( A b b. 1 4). D e n O v erl a y s D ur c hli c ht/ D A PI/ P L A i st z u e nt n e h m e n, d a s s di e 

Si g n al e d er P o siti v - u n d N e g ati v k o ntr oll e n  er w art u n g s g e m ä ß  i n ner h al b d er Z ell e n l a-

g e n.  Di e O v erl a y s D A PI/ P L A z ei g te n d e utli c h di e L a g e d er P L A -Si g n al e i n B e z u g z u m 
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K er n o h n e w eit er e Str u kt ur e n d er Z ell e d ar z u st ell e n. Di e P L A -Si g n al e i m B er ei c h d e s 

Z ell k er n s w ar e n  u n s c h arf a b g e bil d et, w ä hr e n d di e P L A -Si g n al e i m Z yt o pl a s m a s c h ar f 

a b g e bil d et w ar e n . Di e s k ö n nt e d af ür s pr e c h e n, d a s s Si g n al e, di e s c h ei n b ar i m K er n 

l o k ali si ert w ar e n , t at s ä c hli c h a u ß er h al b d e s K er n s la g e n u n d si c h i n Z ell e b e n e n ü b er 

b z w. u nt er d e m Z ell k er n b ef a n d e n.  I n d e n O v erl a y s P E R 2 -G F P/ P L A  i st di e L a g e d er 

P L A -Si g n al e  i m V er h ält ni s z u d e m G F P-Si g n al d ar g e st ellt.  S o w o hl i n d e n N e g ati v k o n-

tr oll e n, wi e a u c h i n d er P o siti v k o ntr oll e b efa n d si c h di e M e hr z a hl d er P L A -Si g n al e  i m 

Z yt o pl a s m a . 

 

A b bil d u n g 1 4 :  N e g ati v k o ntr oll e n  u n d  P o siti v k o ntr oll e  v on  a nti -P E R 2  u n d a nti -G F P  i m P L A  i n 

H T 1 0 8 0 P E R 2 -G F P  

Mi kr o s k o pi s c h e A uf n a h m e n d er N e g ati v k o ntr oll e n ( er st e R ei h e: a nti -P E R 2, z w eit e R ei h e a nti -G F P ) u n d 

d er P o siti v k o ntr oll e  (dritt e R ei h e : a nti -P E R 2  u n d a nti -G F P ) d e s a nti -P E R 2 u n d a nti -G F P i m P L A; v o n 

li n k s n a c h r e c ht s: O v erl a y a u s D ur c hli c ht a uf n a h m e ( gr a u), Z ell k er n -F är b u n g ( c y a n) u n d P L A -Si g n al e n  

(r ot), d a n a c h O v erl a y a u s Z ell k er n -F är b u n g ( c y a n) u n d P L A -Si g n al e n  (r ot), d a n a c h O v erl a y a u s P E R 2 -

G F P ( gr ü n) u n d P L A -Si g n al e n (r ot ). I m O v erl a y P E R 2-G F P / P L A d er N e g ati v k o ntr oll e mit d e m a nti -P E R 2  

si n d u n s p e zifi s c h e Si g n al e v or h a n d e n, di e w a hr s c h ei nli c h v o n Kl e b st offr e st e n d er K a m m er n a uf d e m 

O bj e kttr ä g er r ü hr e n.  P L A -Si g n al e, di e a u s E b e n e n ü b er o d er hi nt er d e m N u kl e u s i n d e s s e n E b e n e pr o-

ji zi er e n, si n d i n d e n O v erl a y s u n s c h arf u n d w ei ßli c h a b g e bil d et.  
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Di e st ati sti s c h e A u s w ert u n g d er N e g ati v k o ntr oll e n d e r a nti -P E R 2  u n d a nti -G F P i m V er-

gl ei c h z ur P o siti v k o ntr oll e mit b ei d e n A nti k ör p er n i st i n ei n e m B al k e n di a gr a m m d ar g e-

st ellt  ( A b b.  15).  Di e  st ati sti s c h e  A u s w ert u n g  d er  K o ntr oll e n  d er a nti -P E R 2  u n d a nti -

G F P i m P L A z ei gt  i m Mitt el 2 3, 9  Si g n al e pr o Z ell e i n d er P o siti v k o ntr oll e u nt er N ut z u n g 

d er  A nti k ör p er  g e g e n  P E R 2  u n d  G F P.  I n  d e n N e g ati v k o ntr oll e n  er z e u gt e  d er a nti -

P E R 2  2 0, 9  Si g n al e pr o Z ell e, w ä hr e n d d er a nti -G F P 1 0, 2  Si g n al e pr o Z ell e h er v orr i ef. 

I m u n g e p a art e n t-T e st d er N e g ati v k o ntr oll e mit d e m a nti -G F P u n d d er P o siti v k o ntr oll e 

(a nti -P E R 2 u n d a nti -G F P) er g a b s  si c h  ei n si g nifi k a nt er Si g n al u nt er s c hi e d  ( p = 0, 0 0 2 6). 

D er Si g n al u nt er s c hi e d z wi s c h e n d e m a nti -P E R 2  u n d d er P o siti v k o ntr oll e w ar ni c ht si g-

nifi k a nt  ( A b b. 1 5 ). 

 

A b bil d u n g 1 5 : N e g ati v - u n d P o siti v k o ntr oll e n d e s a nti -P E R 2 u n d a nti -G F P i n H T 1 0 8 0 P E R 2 -G F P  

D ar g e st ellt si n d di e Si g n al e pr o Z ell e d er N e g ati v - u n d P o siti v k o ntr oll e n d er i n d e m  P L A v er w e n d et e n  

a nti -P E R 2 u n d a nti -G F P . V o n li n k s n a c h r e c ht s: N e g ati v k o ntr oll e d e s a nti -P E R 2 , N e g ati v k o ntr oll e d e s 
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a nti -G F P, P o siti v k o ntr oll e mit d e m a nti -P E R 2 u n d a nti -G F P.  E s w ur d e n j e w eil s 1 0 A uf n a h m e n pr o E x-

p eri m e nt mit i m D ur c h s c h nitt 4, 5 Z ell e n/ A uf n a h m e a u s g e w ert et.  

 

4. 5. 2  Et a bli e r u n g d e s P L A  mit  A nti k ö r p e r n g e g e n G A P V D 1  

Di e P o siti v - u n d N e g ati v k o ntr oll e n d er a nti -G A P V D 1 s er g a b e n  ei n e ä h nli c h e Ei g n u n g 

b ei d er  A nti k ör p er  i m  P L A -A s s a y ,  d a  di e  P L A-Si g n al e  d er  N e g ati v k o ntr oll e n  ä h nli c h 

ni e dri g w ar e n u n d di e P o siti v k o ntr oll e mit b ei d e n A nti k ör p er n ei n e st ar k er h ö ht e A n z a hl 

a n  P L A -Si g n al e n  h er v orr i ef  ( A b b.  1 6). A u c h  hi er w ar e n di e  P L A -Si g n al e  i m  B er ei c h 

d e s  Z ell k er n s  u n s c h arf  a b g e bil d et,  w ä hr e n d  di e  P L A -Si g n al e  i m  Z yt o pl a s m a  s c h arf 

a b g e bil d et w ar e n . S o mit i st e s w a hr s c h ei nli c h, d a s s s c h ein b ar i m K er n l o k ali si ert e Si g-

n al e t at s ä c hli c h a u ß er h al b d e s K er n s l a g e n u n d si c h i n Z ell e b e n e n ü b er b z w. u nt er 

d e m Z ell k er n b ef a n d e n. I n d e n O v erl a y s P E R 2 -G F P/ P L A  i st di e L a g e d er P L A-Si g n al e 

i m V er h ält ni s z u d e m G F P-Si g n al d ar g e st ellt. I n d e n N e g ati v k o ntr oll e n wi e a u c h i n d er 

P o siti v k o ntr oll e b ef a n d si c h d er Gr o ßt eil d er P L A -Si g n al e i m Z yt o pl a s m a.  

 

A b bil d u n g 1 6 : N e g ati v k o ntr oll e n u n d P o siti v k o ntr oll e d er a nti -G A P V D 1 s  i m P L A i n H T 1 0 8 0 P E R 2 -

G F P  
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Mi kr o s k o pi s c h e  A uf n a h m e n  d er  N e g ati v k o ntr oll e n  ( er st e  R ei h e: a nti -G A P V D 1 ( K),  z w eit e  R ei h e: a nti -

G A P V D 1 ( M)) u n d d er P o siti v k o ntr oll e ( dritt e R ei h e: b ei d e a nti -G A P V D 1 s ) d er a nti -G A P V D 1 s  i m P L A; 

v o n li n k s n a c h r e c ht s: O v erl a y a u s D ur c hli c ht a uf n a h m e ( gr a u), Z ell k er n -F är b u n g ( c y a n) u n d P L A -Si g-

n al e n  (r ot), d a n a c h O v erl a y a u s Z ell k er n-F är b u n g ( c y a n) u n d P L A -Si g n al e n  (r ot), d an a c h O v erl a y a u s 

P E R 2 -G F P ( gr ü n) u n d P L A -Si g n al e n  (r ot). P L A -Si g n al e,  di e a u s E b e n e n ü b er o d er hi nt er d e m N u kl e u s 

i n d e s s e n E b e n e pr oji zi er e n, si n d i n d e n O v erl a y s u n s c h arf u n d w ei ßli c h a b g e bil d et. 

 

Di e  st ati sti s c h e  A u s w ert u n g  d er  N e g ati v k o ntr oll e n  d er  j e w eili g e n a nti -G A P V D 1 s  i m 

V er gl ei c h z ur P o siti v k o ntr oll e mit b ei d e n A nt i k ör p er n i st i n ei n e m B al k e n di a gr a m m d ar-

g e st ellt ( A b b. 1 7 ). I n  d e n st ati sti s c h e n A u s w ert u n g e n  w i es di e  P o siti v k o ntr oll e  mit  

d ur c h s c h nittli c h 4 , 1 4 Si g n al e n pr o Z e ll e ei ne n  h ö h er e n W ert a uf al s di e N e g ati v k o n-

tr oll e n mit a nti -G A P V D 1( K)  (1, 7  Si g n al e pr o Z ell e) u n d a nti -G A P V D 1( M)  (1, 9  Si g n al e 

pr o  Z ell e) all ei n e.  Di e  Diff er e n z  z wi s c h e n  d er  N e g ati v k o ntr oll e  mit  d e m a nti -

G A P V D 1 ( M) w ar  i m V er gl ei c h z ur P o siti v k o ntr oll e i m u n g e p a art e n t-T e st si g nifi k a nt (p -

= 0, 0 1 3 ). Di e Diff er e n z  z wi s c h e n a nti -G A P V D 1( K)  u n d d er  P o siti v k o ntr oll e  w ar  i m u n-

g e p a art e n t -T e st  e b e nf all s si g nifi k a nt  ( p = 0, 0 0 7 8). 
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A b bil d u n g 1 7 : N e g ati v - u n d P o siti v k o ntr oll e n d er a nti -G A P V D 1 s  i m P L A i n H T 1 0 8 0 P E R 2 -G F P   

D ar g e st ellt si n d di e Si g n al e pr o Z ell e d er N e g ati v - u n d P o siti v k o ntr oll e n d er i n d em  P L A v er w e n d et e n  

a nti -G A P V D 1 s . V o n li n k s n a c h r e c ht s: N e g ati v k o ntr oll e d e s a nti -G A P V D 1( K) , N e g ativ k o ntr oll e d e s a nti -

G A P V D 1( M) , P o siti v k o ntr oll e  mit b ei d e n  a nti -G A P V D 1 s . E s w ur d e n 1 0  A uf n a h m e n pr o E x p eri m e nt, mit 

i m D ur c h s c h nitt 4, 3 Z ell e n/ A uf n a h m e , a u s g e w ert et.  

 

4. 5. 3  Ü b e r p r üf u n g  d e r  I nt e r a kti o n  v o n  P E R 2 -G F P  u n d  G A P V D 1 i n 

H T 1 0 8 0 P E R 2 -G F P  d u r c h  P r o xi mit y Li g ati o n A s s a y  

U m  di e  I nt er a kti o n  d er  Pr ot ei n e  G A P V D 1  u n d  P E R 2 i m P L A  z u  ü b er pr üf e n,  w ur d e  

z u n ä c h st di e P E R 2 -G F P -Z ellli ni e v er w e n d et , d a d a s dir e kt e I m m u nfl u or e s z e n z si g n al 

v o n  P E R 2 -G F P di e L a g e d e s P E R 2 -Pr ot ei n s z ei gt u n d d a d ur c h di e P L A -Si g n al e  mit 

d er L o k ali s ati o n v o n P E R 2 v er gli c h e n w er d e n k ö n n e n.  F ür d a s P L A -E x p eri m e nt  w ur-

d e n a nti -G A P V D 1 ( K) u n d a nti -G F P  g e n ut zt.  E s w ur d e n  dr ei  u n a b h ä n gi g e  R e pli k at e 

d e s E x p eri m e nt s d ur c h g ef ü hrt . 

Di e Er g e b ni s s e d e s P L A  i n d er P E R 2-G F P -Z ellli ni e  si n d i n z w ei  r e pr ä s e nt ati v en  A b bil-

d u n g e n a u s dr ei u n a b h ä n gi g e n E x p eri m e nt e n d ar g e st ellt . N e b e n d e m E x p eri m e nt w ur-

d e n b ei j e d e m R e pli k at z w ei N e g ati v k o ntr oll e n i n d er s el b e n Z ellli ni e mit j e w eil s ei n e m 

d er b ei d e n A nti k ör p er a u s g ef ü hrt. E s i st j e w eil s ei n e r e pr ä s e nt ati v e A b bil d u n g d ar g e-

st ellt  ( A b b. 1 8 ). Di e N e g ati v k o ntr oll e n w u r d e n b er eit s i n K a p. 4. 5 . 1 u n d K a p. 4. 5. 2 b e-

s c hri e b e n.  E s  si n d  k ei n e P L A -Si g n al e  a u ß er h al b  d er  Z ell e n  e nt st a n d e n  (A b b.  1 8, 

D ur c hli c ht/ D A PI/ P L A -O v erl a y s ), w a s di e V ali dit ät d e s A s s a y s u nt er st üt zt.  I m B er ei c h 

d e s Z ell k er n s w ar e n  ü b er wi e g e n d u n s c h arf f o k u s si ert e P L A -Si g n al e v or h a n d e n , w ä h-

r e n d di e  M e hr z a hl d er  Si g n al e  i n ei n er F o k u s e b e n e a u ß er h al b  d er  N u kl e i la g (A b b. 1 8,  

D ur c hli c ht/ D A PI/ P L A -O v erl a y s  u n d D A PI/ P L A -O v erl a y s ). Di e s k ö n nt e b e d e ut e n , d a s s 

di e M e hr z a hl d er Si g n al e i m B er ei c h d e s Z ell k er n e s i n ei n er a n d er e n z ell ul är e n E b e n e 

la g al s di e Si g n al e i m Z yt o pl a s m a.  D a G A P V D 1 ei n Pr ot ei n mit z yt o s oli s c h er F u n kti o n 

i st ( L o d hi et al., 2 0 0 7) u n d G A P V D 1 a u s s c hli e ßli c h al s B e st a n dt eil z yt o pl a s m ati s c h er 

P E R -K o m pl e x e g ef u n d e n w ur d e ( Ar y al et al., 2 0 1 7), i st ei n e I nt er a kti o n v o n G A P V D 1 

mit P E R 2 -G F P  i m N u kl e u s u n w a hr s c h ei nli c h.  

Di e  z yt o pl a s m ati s c h e n  P L A -Si g n al e  ü b erl a p p te n n at ürli c h er w ei s e  mit  d e m  Fl u or e s-

z e n z si g n al v o n P E R 2 -G F P, d a P E R 2 -G F P diff u s i n d er g a n z e n Z ell e v ert eilt i st ( A b b. 

1 8,  G F P -P E R 2/ P L A -O v erl a y s ). All er di n g s li e ß si c h k ei n e K orr el ati o n d er G F P -Si g n al-

st är k e  mit d e n  P L A -Si g n al e n  b e o b a c ht e n  w a s  d ar a uf  s c hli e ß e n  l ä s st,  d a s s  di e 
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G A P V D 1 -P E R 2 -I nt er a kti o n e n ni c ht v o n d er l o k al e n K o n z e ntr ati o n v o n P E R 2-G F P a b-

h ä n gi g si n d.  In d e n N e g ati v k o ntr oll e n  mit n ur j e w eil s ei n e m A nti k ör p er w ar e n si g nifi-

k a nt  w e ni g er P L A -Si g n al e  v or h a n d e n  al s i n d e m ei g e ntli c h e n  E x p eri m e nt mit b ei d e n 

A nti k ör p er n . Di es  b e st äti gt di e H y p ot h e s e, d a s s G A P V D 1 u n d P E R 2 i nt er a gi er e n.   

 

A b bil d u n g 1 8 : P L A d er  Pr ot ei n e P E R 2 -G F P u n d G A P V D 1 i n H T 1 0 8 0 P E R 2 -G F P  mit N e g ati v k o n-

tr oll e n 

Mi kr o s k o pi s c h e A uf n a h m e n n a c h  P L A mit  a nti -G A P V D 1 ( K) u n d a nti -G F P  mit N e g ati v k o ntr oll e n  i n d er 

Z ellli ni e  H T 1 0 8 0  P E R 2 -G F P . V o n  li n k s  n a c h  r e c ht s : O v erl a y  a u s  D ur c hli c ht a uf n a h m e  ( gr a u),  D A PI 

( c y a n)  u n d  P L A-Si g n al e n  (r ot)  ( er st e  S p alt e),  O v erl a y  a u s  D A PI  u n d  P L A -Si g n al e n  ( z w eit e  S p alt e), 

O v erl a y a u s P E R 2 -G F P u n d P L A -Si g n al e n ( dritt e S p alt e).  E s si n d r e pr ä s e nt ati v e A b bil d u n g e n dr ei er 

u n a b h ä n gi g er R e pli k at e d e s E x p eri m e nt s d ar g e st ellt ( n = 3).  
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I n  d er  st ati sti s c h e n A u s w ert u n g  er g a b  si c h  b ei  d er  N e g ati v k o ntr oll e  mit a nti -

G A P V D 1 ( K) ei n Mitt el w ert v o n 4, 2 P L A -Si g n al e n pr o Z ell e  u n d b ei d er N e g ati v k o ntr oll e 

mit d e m a nti -G F P  ei n e n Mitt el w ert v o n  3, 4  Si g n al e n  pr o Z ell e . D a s E x p eri m e nt w ie s 

mit 1 4, 4  Si g n al e n pr o Z ell e  i m V er gl ei c h z u b ei d e n K o ntr oll e n ei n e n u m d e n p -W ert 

< 0, 0 0 0 1  st ati sti s c h si g nifi k a nt e n U nt er s c hi e d i n d er A n z a hl d er P L A -Si g n al e  pr o Z ell e 

a uf  ( A b b. 1 9 ). Di e s e Er g e b ni s s e b e kr äfti g e n  di e  H y p ot h e s e,  d a s s  di e  Pr ot ei n e 

G A P V D 1 u n d P E R 2 -G F P i nt er a gi er e n.  

 

A b bil d u n g 1 9 : St ati sti s c h e A u s w ert u n g  d e s P L A  mit a nti -G A P V D 1 ( K) u n d a nti -G F P  i n  H T 1 0 8 0 

P E R 2 -G F P -Z ell e n  

D ar g e st ellt i st di e st ati sti s c h e A u s w ert u n g d er Si g n al e pr o Z ell e d e r P L A s mit a nti -G A P V D 1 ( K) u n d d e m 

a nti -G F P i n d er Z ellli ni e H T 1 0 8 0 P E R 2 -G F P, s o wi e d er  N e g ati v k o ntr oll e n mit d e n ei n z el n e n A nti k ör-

p er n.  V o n  li n k s  n a c h  r e c ht s: A nti -G A P V D 1 ( K) all ei n , a nti -G F P  all ei n , a nti -G A P V D 1 ( K) u n d a nti -G F P 

( n = 3). Di e Er g e b ni s s e d e s E x p eri m e nt s mit a nti -G A P V D 1 ( K) u n d d e m a nti -G F P  si n d i m V er gl ei c h z u 

b ei d e n N e g ati v k o ntr oll e n i m u n g e p a art e n t-T e st u m d e n p -W ert < 0, 0 0 0 1 si g nifi k a nt . D er St a n d ar df e hl er 

( S E M) i st i m B al k e n di a gr a m m a n g e g e b e n. E s w ur d e n 9 -1 1  A u f n a h m e n pr o E x p eri m e nt, mit i m D ur c h-

s c h nitt 5, 5  Z ell e n/ A uf n a h m e , a u s g e w ert et.  
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4. 5. 4  Ü b e r p r üf u n g  d e r  I nt e r a kti o n  v o n  P E R 2  u n d  G A P V D 1 i n 

H T 1 0 8 0  d u r c h P r o xi mit y Li g ati o n A s s a y  

D a s v or a u s g e g a n g e n e E x p eri m e nt z ei gt, d a s s G A P V D 1 mit ü b er e x pri mi ert e m P E R 2 -

G F P i nt er a gi er e n k a n n. I n d er l et zt e n V er s u c h sr ei h e s ollt e g e z ei gt w er d e n, d a s s a u c h 

di e b ei d e n e n d o g e n e n Pr ot ei n e G A P V D 1 u n d P E R 2  i n d er Wil dt y p -Z ellli ni e H T 1 0 8 0 

i nt er a gi er e n. 

Al s A nti k ör p er w ur d e n  a nti -P E R 2  u n d a nti -G A P V D 1 ( M) v er w e n d et.  N e b e n d e m E x p e-

ri m e nt w ur d e n b ei j e d e m R e pli k at z w ei N e g ati v k o ntr oll e n i n d er s el b e n Z ellli ni e mit  j e-

w eil s ei n e m d er b ei d e n A nti k ör p er a u s g ef ü hrt . D a s E x p eri m e nt u n d di e N e g ati v k o n-

tr oll e n w ur d e n i n dr ei u n a b h ä n gi g e n R e pli k at e n d ur c h g ef ü hrt. A u c h i n di e s e m E x p eri-

m e nt l a g e n all e PL A -Si g n al e  i n n er h al b d er Z ell e n, u n d i n n er h al b d e s N u kl e u s v or h a n-

d e n e  P L A -Si g n al e  s c hi e n e n  i n  ei n er  a n d er e n  E b e n e  al s  d er  F o k u s e b e n e  z u  li e g e n  

( A b b.  2 0).  D ar a u s  k a n n  g e s c hl o s s e n  w er d e n,  d a s s  a u c h  di e  e n d o g e n e n  Pr ot ei n e 

P E R 2 u n d G A P V D 1  a u s s c hli e ßli c h i m Z yt o pl a s m a i nt er a gi er e n.  
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A b bil d u n g 2 0 : P L A d er Pr ot ei n e P E R 2 u n d G A P V D 1 i n H T 1 0 8 0  Wil dt y p -Z ell e n  mit N e g ati v k o n-

tr oll e n 
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Mi kr o s k o pi s c h e  A uf n a h m e n n a c h  P L A  mit  a nti -G A P V D 1 ( M) u n d a nti -P E R 2  mit  N e g ati v k o ntr oll e n  i n 

H T 1 0 8 0  Wil dt y p -Z ell e n . V o n li n k s n a c h r e c ht s: O v erl a y a u s D ur c hli c ht a uf n a h m e ( gr a u), Z ell k er n -F är-

b u n g ( c y a n) u n d P L A -Si g n al e n (r ot) ; O v erl a y a u s Z ell k er n -F är b u n g ( c y a n) u n d P L A -Si g n al e n  (r ot). E s 

si n d r e pr ä s e nt ati v e A b bil d u n g e n dr ei er u n a b h ä n gi g er R e pli k at e d e s E x p eri m e nt s d ar g e st ellt ( n = 3).  

 

Di e st ati sti s c h e A u s w ert u n g i st i n ei n e m P u n kt e di a gr a m m d ar g e st ellt ( A b b. 2 1 ). V er-

gl ei c ht m a n di e Er g e b ni s s e v o m P L A -E x p eri m e nt mit d e n N e g ati v k o ntr oll e n, s o la g di e 

A n z a hl d er Si g n al e pr o Z ell e b ei b ei d e n N e g ati v k o ntr oll e n d e utli c h u nt er d er A n z a hl 

d e r  Si g n al e  i m E x p eri m e nt . A nti -G A P V D 1 ( M) all ei n e  ri ef  0, 8  P L A-Si g n al e  pr o Z ell e 

h er v or , d er a nti -P E R 2  all ei n e  ri ef i m Mitt el 0, 7  P L A -Si g n al e  pr o Z ell e h er v or. Mit ei n er 

A n z a hl v o n 2 , 5 Si g n al e n pr o Z ell e i m E x p eri m e nt mit b ei d e n A nti k ör p er n  w ar  di e Dif-

f er e n z  z u b ei d e n  K o ntr oll e n j e w eil s st ati sti s c h s i g nifi k a nt mit  ei n e m  p -W ert < 0 , 0 0 0 1 

(si e h e A b b. 2 1 ). Di e s  b e st äti gt  di e  I nt er a kti o n d er e n d o g e n e n Pr ot ei n e  P E R 2  u n d 

G A P V D 1 i n d er Z ellli ni e H T 1 0 8 0.  
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A b bil d u n g 2 1 : St ati sti s c h e A u s w ert u n g d e s P L A  mit a nti -G A P V D 1 ( M) u n d a nti -P E R 2  i n Wil dt y p  

H T 1 0 8 0 -Z ell e n.  

D ar g e st ellt i st di e st ati sti s c h e A u s w ert u n g d er Si g n al e pr o Z ell e d e r P L A s  mit a nti -G A P V D 1 ( M) u n d d e m 

a nti -P E R 2  i n d er Z ellli ni e H T 1 08 0 , s o wi e d er N e g ati v k o ntr oll e n mit d e n ei n z el n e n A nti k ör p er n. V o n li n k s 

n a c h r e c ht s: A nti -G A P V D 1 ( M) all ei n , a nti -P E R 2  all ei n , a nti -G A P V D 1 ( M) u n d a nti -P E R 2  ( n = 3). Di e Er-

g e b ni s s e d e s E x p eri m e nt s mit a nti -G A P V D 1 ( M) u n d d e m a nti -P E R 2  si n d i m V er gl ei c h z u b ei d e n N e g a-

ti v k o ntr oll e n i m u n g e p a art e n t-T e st u m d e n p -W ert < 0, 0 0 0 1 si g nifi k a nt. D er St a n d ar df e hl er ( S E M) i st i m 

B al k e n di a gr a m m a n g e g e b e n.  E s w ur d e n i n 1 0 -2 0 A uf n a h m e n pr o E x p eri m e nt, mit i m D ur c h s c h nitt 7, 8 

Z ell e n / A uf n a h m e, a u s g e w er t et. 
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5  D i sk u s si o n  

D a di e I d e ntifi k ati o n v o n G A P V D 1 al s I nt er a kti o n s p art n er v o n P E R 2 p ot e n zi ell  w eitr ei-

c h e n d e  I m pli k ati o n e n  f ür  di e  F u n kti o n  d er  zir k a di a n e n  U hr  b e zi e h u n g s w ei s e  f ür 

G A P V D 1 -a s s o zii ert e Pr o z e s s e h at , w ar e s u n a b di n g b ar di e n e u e I nt er a kti o n mit hilf e 

ei n er  u n a b h ä n gi g e n  M et h o d e  z u  ü b er pr üf e n.  Z u  di e s e m  Z w e c k  w ur d e  di e  M et h o d e 

‚Pr o xi mit y L i g ati o n A s s a y ( P L A)‘ i m L a b or et a bli ert u n d d ur c h g ef ü hrt. 

 

5. 1  P o siti v er  T e st  a uf  I nt er a kti o n  v o n  G A P V D 1  u n d  P E R 2 

d ur c h P r o xi mit y Li g ati o n A s s a y  

 

5. 1. 1  Ei g n u n g d e r v e r w e n d et e n A nti k ö r p e r  

Di e A u s s a g e kr aft d e s P L A b er u ht z u ei n e m ni c ht u n w e s e ntli c h e n T eil a uf d er Q u al it ät 

d er v er w e n d et e n A nti k ör p er. Di e V er w e n d u n g v o n A nti k ör p er n mit s c h w a c h er Affi nit ät 

f ü hrt p ot e nti ell z u f al s c h n e g ati v e n Er g e b ni s s e n i m P L A. I m G e g e n s at z d a z u v er ur s a-

c h e n u n s p e zifi s c h e A nti k ör p er f al s c h p o siti v e P L A -Si g n al e. A u s di e s e m Gr u n d w ur d e n 

di e  i n di e s er Ar b eit v er w e n d et e n A nti k ör p er d ur c h z w ei u n a b h ä n gi g e M et h o d e n g et e s-

t et.  

D a b ei h at si c h g e z ei gt, d a s s s o w o hl d er P E R 2 - al s a u c h d er G F P -A nti k ör p er i n d er 

I m m u nfl u or e s z e n zf är b un g v o n P E R 2 -G F P -Z ell e n ei n mit d e m G F P -Si g n al w eit g e h e n d 

i d e nti s c h e s Si g n al er z e u g e n. F u si o n s pr ot ei n e v o n P E R 2 mit fl u or e s zi er e n d e n Pr ot ei-

n e n si n d g ut c h ar a kt eri si ert e u n d i n vi el e n St u di e n v er w e n d et e Pr ot ei n e, d er e n s u b z el-

l ul är e V ert eil u n g mit d er d e s e n d o g e n e n P E R 2 ü b er ei n sti m mt ( N a g o s hi et al., 2 0 0 4, 

L e e  et  al.,  2 0 1 5,  S m ylli e  et  al.,  2 0 1 6) . F ür  d e n  T e st  d er  G A P V D 1 -A nti k ör p er  st a n d 

k ei n e Z ellli ni e z ur V erf ü g u n g, di e fl u or e s z e n z m ar ki ert e s G A P V D 1 e x pri mi ert. D e n n o c h 

b e st äti gt e n di e V er s u c h e, d a s s di e s u b z ell ul är e V ert eil u n g v o n G A P V D 1 mit p u bli zi er-

t e n D at e n ü b er ei n sti m mt. D er ü b er wi e g e n d e T eil b ef a n d si c h i m C yt o pl a s m a, i n s b e-

s o n d er e  i n  K er n n ä h e,  w a s  w a hr s c h ei nli c h  ei n er  L o k ali s ati o n  i m  G ol gi -A p p ar at  e nt-

s pri c ht  ( H er ml e et al., 2 0 1 8). D af ür s pri c ht a u c h, d a s s d a s F är b e m u st er a uf ei n e L o k a-

li s ati o n v o n G A P V D 1 i n v e si k ul är e n Str u kt ur e n hi n d e ut et, w a s wi e d er u m i n Ei n kl a n g 

st e ht mit d e s s e n R oll e b ei E n d o z yt o s e  ( S at o et al., 2 0 0 5) u n d v e si k ul är e m Tr a n s p ort  

( L o d hi  et  al.,  2 0 0 7). E s  w ur d e  d e n n o c h  i n s of er n ei n  g eri n g er  U nt er s c hi e d z wi s c h e n 
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d e n b ei d e n G A P V D 1 -A nti k ör p er n f e st g e st ellt, al s d a s s a nti -G A P V D 1( K) m e hr Si g n al 

i m Z ell k er n al s a nti-G A P V D 1( M) er z e u gt e. D a si c h a n s c hli e ß e n d h er a u s st ellt e, d a s s 

G A P V D 1 -P E R 2 -Si g n al e i m P L A u n a b h ä n gi g v o n d e n v er w e n d et e n A nti k ör p er n s o g ut 

wi e a u s s c hli e ßli c h i m Z yt o pl a s m a a uftr et e n, bli e b di e s er B ef u n d f ür di e P L A -E x p eri-

m e nt e f ol g e nl o s.  

D ar ü b er hi n a u s f ü hrt e di e H er u nt err e g uli er u n g v o n P E R 2 u n d G A P V D 1 d ur c h si R N A 

z u ei n er s p e zifi s c h e n A b n a h m e d er Si g n ali nt e n sit ät e n i m W e st er n  Bl ot. Ei n G F P -Si g-

n al w ar a u s s c hli e ßli c h i n Z ell e n z u d et e kti er e n, di e a u c h G F P e x pri mi er e n. Hi er m u s s 

ei n s c hr ä n k e n d a n g ef ü hrt w er d e n, d a s s d er T e st mitt el s W e st er n  Bl ot i m V er gl ei c h z ur 

I m m u nfl u or e s z e n zf är b u n g g eri n g er e A u s s a g e kr aft f ür di e Ei g n u n g ei n e s A nti k ör p er s 

i m  P L A  b e sit zt,  d a  A nti g e n e  a uf  ei n er  Pr ot ei n m e m br a n  v oll st ä n di g  d e n at uri ere n ,  i m 

P L A a b er  wi e a u c h i n d er I m m u nf är b u n g n ati v o d er s c h w a c h d e n at uri ert v orli e g e n.  

Z u s a m m e nf a s s e n d l ä s st si c h f e st st ell e n, d a s s si c h i n di e s e n V or v er s u c h e n all e A nti-

k ör p er hi n si c htli c h S p e zifit ät u n d Affi nit ät al s f ür d e n P L A g e ei g n et h er a u s st ellt e n, w a s 

si c h  i n  d e n  a n s c hli e ß e n d  d ur c h g ef ü hrt e n  P L A -E x p eri m e nt e n  d ur c h g e h e n d  b e st äti gt 

h at.  

 

5. 1. 2  St ä r k e n u n d S c h w ä c h e n d e s P L A  

D er P L A i st ei n e i m J a hr 2 0 0 2 e nt wi c k elt e –  u n d d a mit r el ati v n e u e –  M et h o d e, di e mit 

h o h er S e n siti vit ät u n d S p e zifit ät I nt er a kti o n e n z wi s c h e n z w ei Pr ot ei n e pit o p e n d et e k-

ti ert, w o b ei di e E pit o p e si c h a uf ei n u n d d e m s el b e n o d er a uf z w ei u nt er s c hi e dli c h e n 

P ol y p e pti d e n b efi n d e n k ö n n e n  ( Fr e dri k s s o n et al., 2 0 0 2, Z atl o u k al et al., 2 0 1 4) . I n di e-

s er Ar b eit w ur d e d er P L A f ür b ei d e Z w e c k e ei n g e s et zt. Di e er st e V ari a nt e, n ä mli c h di e 

D et e kti o n  z w ei er  u nt er s c hi e dli c h er  Pr ot ei n e pit o p e  a uf  P E R 2 -G F P  o d er  G A P V D 1, 

di e nt e al s P o siti v k o ntr oll e i m Z u g e d er Et a bli er u n g d er M et h o d e. Di e s e Art d er P o siti v-

k o ntr oll e i st all er di n g s ni c ht z w a n g sl ä ufi g erf ol gr ei c h a uf gr u n d b e sti m mt er Ei g e n s c h af-

t e n d er P L A-M et h o d e.  

B ei s pi el s w ei s e  k ö n nt e n  si c h  Pri m är a nti k ör p er  mit  gl ei c h er  o d er  ü b erl a p p e n d er  Bi n-

d u n g s st ell e g e g e n s eiti g st eri s c h bl o c ki er e n ( M o c a n u et al., 2 0 1 1). Di e s e M ö gli c h k eit 

b e st a n d pri n zi pi ell b ei gl ei c h z eiti g er V er w e n d u n g d er b ei d e n G A P V D 1 -A nti k ör p er. D a s 

A nti g e n z ur H er st ell u n g v o n a nti -G A P V D 1( K) u mf a s st e di e A mi n o s ä ur e n 5 5 0 -6 0 0 v o n 

G A P V D 1  w ä hr e n d  d a s  k o m pl ett e  G A P V D 1 -Pr ot ei n  al s A nti g e n  z ur  H er st ell u n g  v o n 
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a nti -G A P V D 1 ( M)  b e n ut zt  w ur d e.  Di e  d e utli c h  h ö h er e  P L A-Si g n al st är k e  b ei  V er w e n-

d u n g  b ei d er  A nti k ör p er  i m  V er gl ei c h  z ur  V er w e n d u n g  j e w eil s  n ur  ei n e s  A nti k ör p er s 

z ei gt j e d o c h, d a s s b ei d e A nti k ör p er gl ei c h z eiti g G A P V D 1 bi n d e n k ö n n e n.  

Ä h nli c h e Eff e kt e w är e n a u c h b ei d e n n a c h g e s c h alt et e n R e a kti o n e n i m P L A m ö gli c h. 

B ei s pi el s w ei s e  k ö n nt e n  si c h  di e  Oli g o n u kl e oti d -k o nj u gi ert e n  S e k u n d är a nti k ör p er  g e-

g e n s eiti g st eri s c h bl o c ki er e n. Ei n e  s ol c h e Sit u ati o n k ö n nt e d af ür v er a nt w ortli c h s ei n, 

d a s s d i e gl ei c h z eiti g e V er w e n d u n g d er P E R 2- u n d G F P -A nti k ör p er ei n P L A -Si g n al er-

z e u gt e, d a s n ur u n w e s e ntli c h st är k er w ar al s d a s Si g n al mit d e m P E R 2 -A nti k ör p er al-

l ei n e, d a i n di e s e m F all di e Pri m är a nti k ör p er n a c h g e wi e s e n er m a ß e n u nt er s c hi e dli c h e 

Pr ot ei n e pit o p e  bi n d e n.  L o k al  u nt er s c hi e dli c h e  st eri s c h e  Bl o c k a d e  v o n  Pri m är - 

u n d/ o d er  S e k u n d är a nti k ör p er n k ö n nt e a u c h ei n e Er kl är u n g d af ür s ei n, d a s s di e P L A -

Si g n al e i n n er h al b ei n er Z ell e i n d er R e g el h et er o g e n i n B e z u g a uf Gr ö ß e u n d H elli g k eit 

si n d, s o wi e d a s s di e Si g n al e  oft ni c ht h o m o g e n i n d er Z ell e v ert eilt si n d o b w o hl v o n 

ei n er u nif or m e n V ert eil u n g d er Pr ot ei ni nt er a kti o n e n i m Z yt o pl a s m a a u s g e g a n g e n w er-

d e n d arf.  

Wi c hti g i st a u c h ei n e k orr e kt e I nt er pr et ati o n d er Er g e b ni s s e d er P L A-M et h o d e. O b w o hl 

di e M et h o d e all g e m ei n al s N a c h w ei s v o n Pr ot ei ni nt er a kti o n e n gilt, erl a u bt si e str e n g 

g e n o m m e n n ur di e S c hl u s sf ol g er u n g, d a s s ei n p o siti v e s P L A -Si g n al ei n e Di st a n z v o n 

< 4 0  n m z wi s c h e n z w ei M ol e k ül e n b e d e ut et  ( H e g a z y et al., 2 0 2 0). E s i st d a h er m ö gli c h, 

d a s s G A P V D 1 u n d P E R 2 tr ot z p o siti v e m P L A -Si g n al ni c ht dir e kt mit ei n a n d er i nt er a-

gi er e n, s o n d er n b ei s pi el s w ei s e b ei d e gl ei c h z eiti g a n ei n dritt e s Pr ot ei n bi n d e n. D af ür 

k ä m e i n s b e s o n d er e C S N K 1 D i n B etr a c ht, d a s s o w o hl mit P E R 2 ( Ar y al et al., 2 0 1 7) al s 

a u c h mit G A P V D 1  ( K at e g a y a et al., 2 0 1 2) i nt er a gi ert. All g e m ei n wir d a n g e n o m m e n, 

d a s s z w ei i m P L A i nt er a gi er e n d e Pr ot ei n e z u mi n d e st i m gl ei c h e n Pr ot ei n k o m pl e x e nt-

h alt e n si n d.  

A u c h m u s s di e a b s ol ut e Si g n al st är k e i n P L A -E x p eri m e nt e n z ur ü c k h alt e n d i nt er pr eti ert 

w er d e n: I nt er m ol e k ul ar e P L A -Si g n al e err ei c h e n b ei h o h er E x pr e s si o n  d er Zi el pr ot ei n e 

ei n e S ätti g u n g. B ei s y st e m ati s c h er Ä n d er u n g d er Di c ht e d er oli g o n u kl e oti d k o nj u gi er-

t e n A nti k ör p er d ur c h Z u g a b e u n k o nj u gi ert er A nti k ör p er wir d d a s P L A-Si g n al e b e nf all s 

g e s ätti gt.  Di e s e  S ätti g u n g  k a n n  a u c h  ni c ht  d ur c h  V erri n g er u n g  d er  D a u er  d er R C A  

b e s eiti gt w er d e n. Di e Er g e b ni s s e d e s P L A l a s s e n si c h d a h er n ur s e mi q u a ntit ati v a u s-

w ert e n,  d a  i n  d er  R e a kti o n  ei n e  R ei h e  ni c htli n e ar er  Eff e kt e  a uftritt  ( M o c a n u  et  al., 

2 0 1 1) . 
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I n  m e hr er e n  E x p eri m e nt e n  tr at e n  v er ei n z elt e  p un ktf ör mi g e  P L A -Si g n al e  i m  Z ell k er n 

a uf. D a b ei fi el a uf, d a s s b ei F o k u s si er u n g a uf di e z yt o pl a s m ati s c h e n Si g n al e di e Si g-

n al e i m Z ell k er n u n s c h arf er s c hi e n e n u n d u m g e k e hrt. Ei n e m ö gli c h e Er kl är u n g d af ür, 

d a s s  ni c ht  all e  Si g n al e  i n n er h al b  ei n er  Z ell e  gl ei c h z e iti g  f o k u s si ert  w er d e n  k o n nt e n, 

k ö n nt e  s ei n,  d a s s  di e  Si g n al e  i n  v er s c hi e d e n e n  z ell ul är e n  E b e n e n  li e g e n,  u n d  d a s s 

u n s c h arf e Si g n al e i m B er ei c h d e s Z ell k er n s t at s ä c hli c h i n ei n er ti ef er e n Z ell s c hi c ht a u-

ß er h al b  d e s  Z ell k er n s  li e g e n.  U m  di e s e  H y p ot h e s e  z u  b e s t äti g e n  k ö n nt e n  i n  ei n e m 

n ä c h st e n S c hritt P L A -E x p eri m e nt e ni c ht wi e i n di e s er Ar b eit mit ei n e m W eitf el d -Fl u o-

r e s z e n z mi kr o s k o p, s o n d er n  mit  ei n e m  k o nf o k al e n  Fl u or e s z e n z mi kr o s k o p,  d a s  Li c ht 

a u s S c hi c ht e n o b er h al b u n d u nt er h al b d er f o k u s si ert e n E b e n e a u s bl e n d e t, d ur c h g e-

f ü hrt w er d e n.  

D er P L A i st a u c h a nf älli g d af ür, f al s c h p o siti v e u n d s c h ei n b ar s p e zifi s c h e Si g n al e f ür 

A nti g e n e, di e i n k ei n er f u n kti o n ell e n V er bi n d u n g z u ei n a n d er st e h e n, z u er z e u g e n. V er-

s u c h e v o n  Al s e m ar z, 2 0 1 8  h a b e n g e z ei gt, d a s s A nti g e n p a ar e, di e k ei n e dir e kt e o d er 

i n dir e kt e I nt er a kti o n a uf w ei s e n, j e d o c h t eil w ei s e ü b erl a p p e n d e I m m u nfl u or e s z e n z si g-

n al e z ei g e n, p o siti v e Er g e b ni s s e er z e u g e n k ö n n e n. S o mit w är e e s m ö gli c h, d a s s ei n 

p o siti v e s Si g n al er z e u gt wir d, w e n n di e Pri m är a nti k ör p er a u s st o c h a sti s c h e n Gr ü n d e n 

n a h e g e n u g b ei ei n a n d er li e g e n, o h n e d a s s i hr e Zi el pr ot ei n e mit ei n a n d er i nt er a gi er e n 

( Al s e m ar z, 2 0 1 8).  

Ei n e n w eit er er Kriti k p u n kt st ell e n di e K o ntr oll e n d ar: Ü bli c h er w ei s e wir d –  wi e a u c h i n 

di e s er Ar b eit –  al s N e g ati v k o ntr oll e d er P L A mit j e w eil s n ur ei n e m d er b ei d e n Pri m är a n-

ti k ör p er d ur c h g ef ü hrt. Di e s e s V or g e h e n k o ntr olli ert j e d o c h n ur, o b di e S e k u n d är a nti-

k ör p er s p e zifi s c h bi n d e n, a b er ni c ht di e k o m pl ett e P L A -M et h o d e ( Al s e m ar z, 2 0 1 8). U m 

P L A -Er g e b ni s s e d ur c h n o c h b e s s er e K o ntr oll e n a b si c h er n z u k ö n n e n w är e e s n ot w e n-

di g K o ntr oll e n n a c h Krit eri e n z u er s c h aff e n, di e di e ‚ N ä h e‘ d er Pr ot ei n e z u ei n a n d er  al s 

a u s s a g e kr äfti g e n B el e g f ür ei n e I nt er a kti o n d efi ni er e n  ( Al s e m ar z, 2 0 1 8). E s i st all er-

di n g s n o c h off e n wi e s ol c h e K o ntr oll e n a u s s e h e n k ö n nt e n, d a e s si c h u m ei n e i ntri n si-

s c h e S c h w ä c h e d er M et h o d e h a n d elt.  

A uf d er a n d er e n S eit e b e sit zt d er P L A ei n e R ei h e v o n Ei g e n s c h aft e n, di e i h n z u ei n er 

w ert v oll e n M et h o d e z ur C h ar a kt eri si er u n g v o n Pr ot ei n -Pr ot ei n -I nt er a kti o n e n, ü b er di e 

n o c h k ei n e o d er s e hr w e ni g w eit er e I nf or m ati o n e n v orli e g e n, m a c h e n. Di e m a xi m al e 

Di st a n z v o n 4 0  n m z wi s c h e n d e n Pri m är a nti k ör p er n, di e b e n öti gt wir d u m ei n p o siti v e s 

Si g n al z u er h alt e n, err ei c ht di e m a kr o m ol e k ul ar e E b e n e u n d li e gt d a mit u nt er d er o pti-

s c h e n A ufl ö s u n g ( H e g a z y et al., 2 0 2 0). I n a n d er e n W ort e n, ei n s u b mi kr o s k o pi s c h er 
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V or g a n g wir d mi kr o s k o pi s c h si c ht b ar g e m a c ht. D a s b e d e ut et, d a s s m a n gl ei c h z eiti g 

di e  L o k ali s ati o n  d er  I nt er a kti o n e n  i n n er h al b  d er  Z ell e  b e sti m m e n  k a n n.  I m  F all  d er 

G A P V D 1 -P E R 2 -I nt er a kti o n w ar di e s e I nf or m ati o n s e hr w ert v oll, d a G A P V D 1 v or n e h m-

li c h i m Z yt o pl a s m a u n d P E R 2 m e hr h eitli c h i m Z ell k er n v orli e gt. D er P L A h at g e z ei gt, 

d a s s G A P V D 1 -P E R 2 f a st a u s s c hli e ßli c h i m Z yt o pl a s m a i nt er a gi er e n. D a P E R 2 s ei n e 

bi ol o gi s c h e F u n kti o n ü b er wi e g e n d i m Z ell k er n u n d G A P V D 1 i m Z yt o pl a s m a a u s ü bt , 

si n d di e s e Er g e b ni s s e ei n er st er Hi n w ei s d ar a uf, d a s s di e P E R 2 -G A P V D 1 -I nt er a kti o n 

d er R e g ul ati o n v o n G A P V D 1 di e n e n k ö n nt e.  

Ei n w eit er er V ort eil d e s P L A i st, d a s s er mit e n d o g e n e n Pr ot ei n e n i n j e d er Z ell - u n d 

G e w e b e art d ur c h g ef ü hrt w er d e n k a n n  ( S o d er b er g et al., 2 0 0 8). D a s u nt er s c h ei d et i h n 

v o n ei n er R ei h e v er w a n dt er mi kr o s k o pi s c h er M et h o d e n, b ei s pi el s w ei s e ei nf a c h e n C o-

l o k ali s ati o n s st u di e n  mitt el s  I m m u n ofl u or e s z e n z mi kr o s k o pi e  o d er F ör st er -R e s o-

n a n z e n er gi etr a n sf er ( F R E T)-Mi kr o s k o pi e,  d a  di e  Pr ot ei n e  i n  di e s e n  F äll e n  fl u or e s-

z e n z m ar ki ert  s ei n  m ü s s e n.  Di e  hi er  er h alt e n e n  Er g e b ni s s e  k ö n nt e n  d a h er  o h n e  z u-

s ät zli c h e n A uf w a n d i n a n d er e n Z ell art e n o d er G e w e b e s c h nitt e n ü b er pr üft w er d e n.  

P L A -Si g n al e k ö n n e n a uf ei nf a c h e W ei s e a ut o m ati s c h g e z ä hlt w er d e n, w a s al s V ort eil 

g e g e n ü b er  d er  m a n u ell e n  A u s w ert u n g  a n g e s e h e n  w er d e n  k a n n.  A u c h  w e n n  d a s 

m e n s c hli c h e  A u g e  g ut  M u st er  er k e n n e n  k a n n,  f e hlt  i h m  di e  S e n siti vit ät  u m  g eri n g e 

Ä n d er u n g e n  i n  d er  Di c ht e  v o n  P arti k el n  z u  i d e ntifi zi er e n,  w a s  C o m p ut er pr o gr a m m e 

s e hr eff e kti v u n d o h n e Bi a s l ei st e n k ö n n e n, b ei s pi el s w ei s e mit d er F u n kti o n ‚Fi n d M a-

xi m a ‘ i n I m a g e J ( Br o c h er, 2 0 1 9). 

 

5. 1. 3  Alt e r n ati v e  M et h o d e n  f ü r  di e  Ü b e r p r üf u n g  v o n  P r ot ei n -P r o-

t ei n-I nt e r a kti o n e n 

U m z u ü b er pr üf e n, o b G A P V D 1 mit P E R 2 i nt er a gi ert , k o m m e n m e hr er e M et h o d e n i n-

fr a g e. Di e I m m u nf är b u n g k a n n b ei s pi el s w ei s e d ar ü b er A uf s c hl u s s g e b e n, o b Pr ot ei n e 

i n  d er  Z ell e  c ol o k ali si ert  si n d,  w a s  z w ar  wi e  b ei m  P L A  ni c ht  z w a n g sl ä ufi g  b e d e ut et, 

d a s s z w ei Pr ot ei n e i nt er a gi er e n, j e d o c h ei n e n Hi n w ei s d ar a uf li ef er n k a n n. I m m u nf är-

b u n g e n si n d ei nf a c h d ur c h z uf ü hr e n, h a b e n j e d o c h d e n N a c ht eil, d a s s si e k ei n e A u s-

s a g e kr aft  b e sit z e n,  w e n n  d er  Gr o ßt eil  d er  Zi el pr ot ei n e  gl ei c h m ä ßi g  i m  Z yt o pl a s m a 

o d er  i m Z ell k er n v ert eilt i st, w a s d er F all i st f ür P E R 2 u n d G A P V D 1. I n di e s e m F all i st 

d er P L A ei n er ei nf a c h e n I m m u nf är b u n g d e utli c h ü b erl e g e n.  
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Ei n e w eit er e M et h o d e u m ei n e p ot e nti ell e dir e kt e Pr ot ei n -Pr ot ei n -I nt er a kti o n z u u nt er-

s u c h e n i st di e F R E T -Mi kr o s k o pi e. F R E T er z e u gt fl u or e s zi er e n d e Si g n al e b ei ei n er i n-

t er m ol e k ul ar e n E ntf er n u n g d er Pr ot ei n e v o n 1-1 0 n m z u ei n a n d er  ( J ar e s-Erij m a n a n d 

J o vi n, 2 0 0 3) . U m di e I nt er a kti o n z w ei er Pr ot ei n e d et e kti er e n z u k ö n n e n, w er d e n v or a b 

F u si o n s pr ot ei n e mit v er s c hi e d e n e n fl u or e s zi er e n d e n Pr ot ei n e n b e n öti gt, s o g e n a n nt e n 

F R E T -P a ar e n  ( B aj ar  et  al.,  2 0 1 6). D a b ei  m u s s  d a s  F R E T -P a ar  s o  g e w ä hlt  w er d e n, 

d a s s  n a c h  A nr e g u n g  d e s  ei n e n  Fl u or e s z e n z pr ot ei n  d e s s e n  Li c ht e mi s si o n a u sr ei c ht  

u m d a s z w eit e Fl u or e s z e n z pr ot ei n a n z ur e g e n.   

F R E T -Mi kr o s k o pi e v o n P E R 2 u n d G A P V D 1 w ur d e b er eit s d ur c h g ef ü hrt, z ei gt e j e d o c h 

k ei n e p o siti v e n Er g e b ni s s e ( K alf al a h u n d R ei n k e, u n v er öff e ntli c ht). D af ür gi bt e s m e h-

r er e Er kl är u n g s m ö gli c h k eit e n. Pri n zi pi ell s c hli e ßt ei n n e g ati v e s Er g e b ni s i m F R E T ei n e 

dir e kt e I nt er a kti o n z w ei er Pr ot ei n e ni c ht a u s, d a u nt er U m st ä n d e n di e Fl u or e s z e n z pr o-

t ei n e b ei b e st e h e n d er Pr ot ei n-Pr ot ei n -I nt er a kti o n ni c ht n a h e g e n u g b ei ei n a n d er li e g e n. 

D a s Fl u or e s z e n z pr ot ei n k ö n nt e a u c h i n d a s Zi el pr ot ei n ei n g ef alt et w er d e n , s o d a s s e s 

ni c ht a n g er e gt w er d e n k a n n. D a d er V er s u c h bi s h er n ur mit P E R 2 -G F P u n d G A P V D 1 -

G F P d ur c h g ef ü h rt w ur d e, m ü s st e er mit v er s c hi e d e n e n K o m bi n ati o n e n v o n F u si o n s-

pr ot ei n e n wi e d er h olt w er d e n, di e d a s fl u or e s zi er e n d e Pr ot ei n a u c h a m N - o d er C -T er-

mi n u s tr a g e n. Alt er n ati v k ö n nt e di e s e s Er g e b ni s a u c h d ar a uf hi n w ei s e n, d a s s di e I n-

t er a kti o n z wi s c h e n P E R 2 u n d GA P V D 1 ni c ht dir e kt i st, s o n d er n b ei s pi el s w ei s e ü b er 

C S N K 1 D al s Bi n d e gli e d erf ol gt  ( Ar y al et al., 2 0 1 7, K at e g a y a et al., 2 0 1 2). 

S c hli e ßli c h i st ei n e ni c ht a uf Mi kr o s k o pi e b er u h e n d e M et h o d e z u m N a c h w ei s v o n Pr o-

t ei n-Pr ot ei n -I nt er a kti o n e n di e C o-I m m u n o pr ä zi pit ati o n ( C o-I P). A m a u s s a g e kr äfti g st e n 

i st di e s e s E x p eri m e nt, w e n n e s g eli n gt z w ei e n d o g en e Pr ot ei n z u c o -i m m u n o pr ä zi pi-

ti er e n. St e ht f ür ei n Pr ot ei n k ei n g e ei g n et er A nti k ör p er z ur V erf ü g u n g, k a n n v er s u c ht 

w er d e n di e s e s Pr ot ei n mit ei n er g e ei g n et e n M ar ki er u n g, z. B. Fl a g o d er M y c, i n Z ell e n 

z u e x pri mi er e n u n d di e C o -I P d a n n mit ei n e m A nti k ör p er, d er g e g e n d e n Pr ot ei n -T a g 

g eri c ht et i st, d ur c h z uf ü hr e n . Ei n e V ari a nt e di e s e s E x p eri m e nt s k a n n s e hr hilfr ei c h s ei n 

u m dir e kt e Pr ot ei n -Pr ot ei n -I nt er a kti o n e n n a c h z u w ei s e n. D a b ei w er d e n di e Zi el pr ot ei n e 

mit  o d er  o h n e  T a g  i n  B a kt eri e n  e x pri mi ert  u n d  d a n n  wir d ei n e  C o -I P d ur c h g ef ü hrt. 

Di e s e Str at e gi e h at d e n V ort eil, d a s s i n d er R e g el k ei n e Pr ot ei n e i n B a kt eri e n z ell e n 

v or h a n d e n si n d, di e al s Z wi s c h e n gli e d er b ei d er I nt er a kti o n di e n e n k ö n n e n , wi e b ei-

s pi el s w ei s e C S N K 1 D i m F all v o n P E R 2 u n d G A P V D 1  ( Ar y al et al., 2 0 1 7, K at e g a y a et 

al., 2 0 1 2 ). 
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5. 2  M ö gli c h e  bi ol o gi s c h e  F u n kti o n e n  d er  I nt er a kti o n  v o n 

P E R 2 u n d G A P V D 1  

Di e I nt er a kti o n v o n P E R 2 u n d G A P V D 1 k ö n nt e pri n zi pi ell d a z u f ü hr e n, d a s s di e bi ol o-

gi s c h e  F u n kti o n  ei n e s  d er  Pr ot ei n e  d ur c h  d a s  a n d er e  Pr ot ei n  b e ei nfl u s st  wir d,  o d er 

d a s s si c h b ei d e Pr ot ei n e g e g e n s eiti g i n i hr er F u n kti o n b e ei nfl u s s e n. Di e hi er d ur c h g e-

f ü hrt e n E x p eri m e nt e g e b e n n ur w e ni g A uf s c hl u s s d ar ü b er i n w el c h e Ri c ht u n g s ol c h 

ei n e R e g ul ati o n erf ol g e n k ö n nt e. Di e P E R 2 -G A P V D 1 -I nt er a kti o n w ur d e d ur c h d e n P L A 

all er di n g s i m W e s e ntli c h e n i m Z yt o pl a s m a l o k ali si ert. D a G A P V D 1 z yt o pl a s m ati s c h e 

Pr o z e s s e  r e g uli ert u n d i m K er n s o g ut wi e ni c ht v or h a n d e n i st ( L o d hi et al., 2 0 0 7, W hit e 

et al., 1 9 9 9) , w o g e g e n P E R 2 h a u pt s ä c hli c h i m K er n l o k ali si ert i st u n d d ort s ei n e H a u pt-

f u n kti o n  al s  tr a n s kri pti o n ell er  R e pr e s s or  a u s ü bt ( K u m e  et  al.,  1 9 9 9,  S m ylli e  et  al., 

2 0 1 6) , i st e s g e g e n w ärti g w a hr s c h ei nli c h er, d a s s P E R 2 di e F u n kti o n v o n G A P V D 1 b e-

ei nfl u s st, al s u m g e k e hrt.  

E s st ellt si c h di e Fr a g e wi e s o ei n e R e g ul ati o n a u s s e h e n k ö n nt e. Di e I nt er a kti o n mit 

ei n e m a n d er e n Pr ot ei n k a n n b ei s pi el s w ei s e L o k ali s ati o n, e n z y m ati s c h e A kti vit ät, p o st-

tr a n sl ati o n ell e M o difi k ati o n e n u n d w eit er e Ei g e n s c h aft e n ei n e s Pr ot ei n s b e ei nfl u s s e n. 

Ei n  m ö gli c h er  n ä c h st er  S c hri tt  w är e  d a h er  P E R 2  d ur c h  si R N A h er u nt er z ur e g uli er e n  

u n d a n s c hli e ß e n d z u ü b er pr üf e n w el c h e n Ei nfl u s s d a s a uf di e F u n kti o n v o n G A P V D 1 

h at. R el e v a nt i st b ei di e s er Fr a g e st ell u n g b e s o n d er s di e T at s a c h e, d a s s P E R 2 al s U h-

r e n pr ot ei n r h yt h mi s c h e x pri mi ert wir d. D es s e n R h yt h mi k k ö n nt e d a h er G A P V D 1 e b e n-

f all s ei n e cir c a di a n e R h yt h mi k v erlei h e n.  

N e b e n d er u nt er s u c ht e n I nt er a kti o n v o n P E R 2 mit G A P V D 1 v erf ü g e n b ei d e Pr ot ei n e 

ü b er w eit er e I nt er a kti o n s p art n er. S o bil d e n di e Pr ot ei n e P E R 2 u n d G A P V D 1 ei n e n z y-

t o s oli s c h e n  K o m pl e x  mit  d e n  Pr ot ei n e n  C S N K 1 D,  P E R 1,  P E R 3,  C R Y 1  u n d  C R Y 2 

( Ar y al et al., 2 0 1 7). D a s Pr ot ei n C S N K 1 D r e g uli ert m e hr er e Pr ot ei n e d ur c h P h o s p h o-

r yli er u n g, d ar u nt er a u c h P E R 2 ( C a m a c h o et al., 2 0 0 1). S o mit w är e e s d e n k b ar, d a s s 

C S N K 1 D  d ur c h  ei n e  I nt er a kti o n  mit  G A P V D 1  e b e nf all s  di e  P h o s p h or yl i er u n g  v o n 

G A P V D 1 b e ei nfl u s st.  

I m Hi n bli c k a uf di e  A u s g a n g sfr a g e st ell u n g n a c h d er R oll e v o n P E R 2 b ei d er R e g ul ati o n 

d er A ut o p h a gi e si n d i n s b e s o n d er e G A P V D 1 -a b h ä n gi g e Pr o z e s s e i nt er e s s a nt, di e mit 

d e m A ut o p h a gi e m e c h a ni s m u s i n V er bi n d u n g st e h e n. G A P V D 1 i st a n d er R e g ul ati o n 

d e s  v e si k ul är e n Tr a n s p ort s  b et eili gt , d er m e c h a ni sti s c h e n g mit d e m A ut o p h a gi e m e-

c h a ni s m u s v er b u n d e n i st . G A P V D 1 f ör d ert di e E nt p a c k u n g v o n St a c h el s a u m bl ä s c h e n 
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(cl at hri n c o at e d v e si cl e s ) b ei d er CL A T H RI N -v er mitt elt e n E n d o z yt o s e , di e wi e d er u m 

m e c h a ni sti s c h a n A ut o p h a gi e g e k o p p elt i st  ( S e m er dji e v a et al., 2 0 0 8, D wi v e di et al., 

2 0 1 1) . D ar ü b er hi n a u s gr eift P E R 2 i n d e n v e si k ul är e n Gl ut a m attr a n s p ort ei n. N e ur o-

tr a n s mitt er w er d e n v o n V E SI C U L A R G L U T A M A T E T R A N S P O R T E R  ( V G L U T) i n s y-

n a pti s c h e  V e si k el ü b erf ü hrt. Di e M e n g e d e s g e s p ei c h ert e n N e ur otr a n s mitt er s ri c ht et 

si c h n a c h d er A n z a hl a n V G L U T s pr o V e si k el. Hi er d ur c h wir d di e p o st s y n a pti s c h e R e-

a kti o n b e ei nfl u s st. Di e M e n g e a n V G L U T 1 ( V E SI C U L A R G L U T A M A T E T R A N S P O R-

T E R 1 ) i n d er v e si k ul är e n Fr a ktio n o s zilli ert mit ei n e m 2 4 h -R h yt h m u s i n A b h ä n gi g k eit 

v o n P E R 2  ( Y el a m a n c hili et al., 2 0 0 6, D ar n a et al., 2 0 0 9). 

Ei n e m cir c a di a n e n R h yt h m u s u nt erli e gt a u c h di e I nt er a kti o n v o n V G L U T 1 u n d E n d o p-

hili n,  ei n e m  M e m br a n -Bi n d u n g s pr ot ei n  b ei  d er  Cl at hri n -a b h ä n gi g e n  E n d o z yt o s e  s y-

n a pti s c h er M e m br a n v e si k el  ( Mil o s e vi c et al., 2 0 1 1, Ri c ht er et al., 2 0 1 8) . 

Ü b er e x pr e s si o n v o n G A P V D 1 f ör d ert di e R et e nti o n v o n  G L U C O S E T R A N S P O R T E R 

T Y P E 4 (G L U T 4 ) i n A di p o z yt e n, i n d e m e s di e F u si o n G L U T 4-e nt h alt e n d er V e si k el mit 

d er Z yt o pl a s m a m e m br a n v er hi n d ert ( L o d hi et al., 2 0 0 7). D er i n s uli n s e n siti v e G L U T 4 

s pi elt  i n  d er  p o st pr a n di al e n  Gl u c o s e v er w ert u n g  ei n e  wi c hti g e  R oll e ( St e n bit  et  al., 

1 9 9 7) . G L U T 4 wir d v or all e m i n d e n  M u s k el z ell e n u n d A di p o z yt e n e x pri mi ert, w o er di e 

i n s uli ni n d u zi ert e  Gl u c o s e a uf n a h m e  d ur c h  Tr a n sl o k ati o n  i n  di e  Z ell m e m br a n  er m ö g-

li c ht ( Br y a nt et al., 2 0 0 2). D er Gl u c o s e st off w e c h s el wir d i n st ar k e m M a ß e v o n d er cir-

c a di a n e n U hr r e g uli ert  ( K al s b e e k et al., 2 0 1 4), u n d M o d ul ati o n d er G A P V D 1-A kti vit ät 

d ur c h P E R 2 k ö n nt e ei n e m e c h a ni sti s c h e V er bi n d u n g z wi s c h e n di e s e n Pr o z e s s e n s ei n. 

Z u s a m m e nf a s s e n d  i st e s  al s o  d e n k b ar,  d a s s  ei n e  r h yt h mi s c h e  St e u er u n g  v o n 

G A P V D 1 d ur c h P E R 2 z u cir c a di a n er R e g ul ati o n d e s v e si k ul är e n Tr a n s p ort s f ü hrt u n d 

d a d ur c h Pr o z e s s e wi e A ut o p h a gi e o d er Gl u c o s e st off w e c h s el st e u ert.  

P E R 2 u n d G A P V D 1 st e h e n e b e nf all s i n B e z u g a uf d a s n e p hr o ti s c h e S y n dr o m i n V er-

bi n d u n g mit ei n a n d er. B ei a n m e m br a n ö s er Gl o m er ul o n e p hriti s Er kr a n kt e n i st di e E x-

pr e s si o n  d e s M E L A T O NI N  R E C E P T O R  T Y P E  1 A ( M T N R 1 A)  i n  r e n al e n  T u b u-

l u s e pit h el z ell e n  si g nifi k a nt  h er u nt err e g uli ert.  D er  Tr a n s kri pti o n sf a kt or P I T U A RI T Y 

H O M E B O X -1  ( PI T X 1) bi n d et a n d e n Pr o m ot or f ür M T N R 1 A u n d f ör d ert d a d ur c h di e 

M T N R 1 A -E x pr e s si o n. V er mi n d ert e E x pr e s si o n v o n M T N R 1 A, PI T X 1 o d er d e m C Y C-

LI C A D E N O SI N E M O N O P H O S P H A T E R E S P O N S E E L E M E N T BI N DI N G P R O T EI N  

r e g uli ert  di e  E x pr e s si o n  v o n P er 2  h o c h.  I n  b e s c h ä di gt e m  G e w e b e  f ü hrt  v erri n g ert e 

PI T X 1 -E x pr e s si o n z u ni e dri g er e n S pi e g el n v o n M T N R 1 A i n r e n al e n T u b ul u s e pit h el z el-
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l e n. Di e s er h ö ht d a s Ri si k o a n m e m br a n ö s er N e p hr o p at hi e z u er kr a n k e n, ei n e m h ä u-

fi g e n Gr u n d d e s n e p hr oti s c h e n S y n dr o m s b ei Er w a c h s e n e n ( H u a n g et al., 2 0 1 8) . A u c h 

ei n e r e z e s si v e M ut ati o n v o n  G a p v d 1  f ü hrt z ur A u s pr ä g u n g ei n e s n e p hr oti s c h e n S y n-

dr o m s, j e d o c h d er h er e dit är e n F or m. B ei di e s er Ur s a c h e wir d di e P o d o z yt e n mi gr ati-

o n sr at e v er mi n d ert  ( H er ml e et al., 2 0 1 8). P E R 2 k ö n nt e s o a u c h Ei nfl u s s a uf di e E nt-

st e h u n g ei n e s n e p hr oti s c h e n S y n dr o m s ü b er d y sf u n kti o n al e s G A P V D 1 b e sit z e n.  

 

S c hl u s sf ol g er u n g e n  

Di e C ol o k ali s ati o n d er Pr ot ei n e P E R 2 u n d G A P V D 1 w ur d e d ur c h d e n P L A b e st äti gt, 

d a mit i st di e Pr ot ei n -Pr ot ei n -I nt er a kti o n b ei d er Pr ot ei n e w a hr s c h ei nli c h. 

 

A u s bli c k  

U m ei n e p ot e nti ell e r h yt h mi s c h e A kti vi er u n g v o n G A P V D 1 d ur c h P E R 2 z u ü b er pr üf e n 

w är e e s si n n v oll b e k a n nt e F u n k ti o n e n v o n G A P V D 1 a uf cir c a di a n e A kti vit ät z u t e st e n. 

Z u n ä c h st  s ollt e n  s ol c h e  U nt er s u c h u n g e n  a m  Pr ot ei n  G A P V D 1  s el b st  a n s et z e n.  I n 

Fr a g e k o m m e n d e s s e n G A P - u n d G E F -A kti vit ät e n, di e mit hilf e v o n e n z y m ati s c h e n A s-

s a y s ( z. B. G T P a s e -Gl o ™  A s s a y, ( M o n d al et al., 2 0 1 5)) a n al y si ert w er d e n k ö n n e n. Ä n-

d er u n g e n  d er  s u b z ell ul är e n  L o k ali s ati o n  v o n  G A P V D 1  k ö n nt e n  mit hilf e  v o n  fl u or e s-

z e n z m ar ki ert e m  G A P V D 1  u n d  I m m u nfl u or e s z e n z mi kr o s k o pi e  u nt er s u c ht  w er d e n.  I n 

ei n e m n ä c h st e n S c hritt k ö n nt e n z ell ul är e Pr o z e s s e, a n d e n e n G A P V D 1 b et eili gt i st, 

a n al y si ert  w er d e n. Hi er k o m m e n i n s b e s o n d er e C l at hri n-v er mitt elt e E n d o z yt o s e, v e si-

k ul är er Tr a n s p ort u n d A ut o p h a gi e i n B etr a c ht . Wir d ei n er di e s er Pr o z e s s e al s r h yt h-

mi s c h i d e ntifi zi ert, b ei s pi el s w ei s e i n Z ell e n, d er e n cir c a di a n e U hr d ur c h D e x a m et h a s o n 

s y n c hr o ni si ert w ur d e ( B al s al o br e et al., 2 0 0 0), s ollt e i m n ä c h st e n S c hritt G A P V D 1 h er-

u nt err e g uli ert w er d e n. H ä n gt di e R h yt h mi zit ät ei n e s Pr o z e s s e s v o n G A P V D 1 a b , i st e s 

w a hr s c h ei nli c h, d a s s di e P E R 2 -G A P V D 1 -I nt er a kti o n d a bei ei n e z e ntr al e R oll e s pi elt.  

D a P E R 2 v o n C S N K 1 D p h o s p h or yli ert wir d  ( C a m a c h o et al., 2 0 0 1), G A P V D 1 e b e nf all s 

mit C S N K 1 D i nt er a gi ert ( K at e g a y a et al., 2 0 1 2), u n d G A P V D 1, P E R 2 u n d C S N K 1 D i n 

ei n e m Pr ot ei n k o m pl e x v orli e g e n ( Ar y al et al., 2 0 1 7), k ö n nt e ei n e F u n kti o n d er P E R 2 -

G A P V D 1 -I nt er a kti o n s ei n, G A P V D 1 i n d e n P E R-K o m pl e x z u r e kr uti er e n, u m d e s s e n 

P h o s p h or yli er u n g d ur c h C S N K 1 D z u er m ö gli c h e n. U m z u u nt er s u c h e n , o b G A P V D 1 

v o n C S N K 1 D p h o s p h or yli ert wir d , k ö n nt e di e M e n g e a n p h o s p h or yli ert e m G A P V D 1 i n 
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h u m a n e n Z ell e n g e m e s s e n w er d e n. Mitt el s I m m u n pr ä zi pit ati o n k ö n nt e G A P V D 1 a n-

g er ei c h ert w er d e n u n d a n s c hli e ß e n d d ur c h M a s s e n s p e ktr o m etri e p ot e nti ell e P h o s p h o-

r yli er u n g s st ell e n  v o n  G A P V D 1  b e sti m mt  w er d e n.  A n s c hli e ß e n d  k ö n nt e  mit hilf e  v o n 

C S N K 1 D -I n hi bit ore n  u nt er s u c ht  w er d e n,  w el c h e  P h o s p h or yli er u n g s st ell e n  v o n 

C S N K 1 D a b h ä n g e n.  

A b s c hli e ß e n d st ellt si c h di e Fr a g e w el c h e R oll e di e W e c h s el wir k u n g z wi s c h e n P E R 2 

u n d G A P V D 1 a uf di e E nt st e h u n g v o n Kr a n k h eit e n h a b e n k ö n nt e. S ollt e G A P V D 1 ü b er 

s ei n e F u n kti o n i n d e r E n d o z yt o s e z u ei n er cir c a di a n e n V e si k el bil d u n g b eitr a g e n, d a n n 

k ö n nt e  ei n e  F e hlf u n kti o n  d er  cir c a di a n e n  St e u er u n g  v o n  G A P V D 1  di e s e  V e si k el bil-

d u n g b e ei nfl u s s e n. I n di e s e m Z u s a m m e n h a n g si n d e xtr a z ell ul är e V e si k el ( E V s), di e 

v o n f a st j e d er Z ell e –  a u c h v o n T u m or z ell e n –  g e bil d et w er d e n, v o n b e s o n d er e m I nt e-

r e s s e. E V s b ei n h alt e n ei n e gr o ß e A u s w a hl a n M ol e k ül e n wi e N u kl ei n s ä ur e n, Pr ot ei n e, 

Li pi d e u n d K o hl e n h y dr at e . E V s tr a n s p orti er e n i hr e Fr a c ht z wi s c h e n b e n a c h b art e n u n d 

a u c h w eit er v o n ei n a n d er e ntf er nt e n Z ell e n u n d di e n e n s o d er i nt er z ell ul är e n K o m m u-

ni k ati o n.  Z u d e m s c h ei n e n  N u kl ei n s ä ur e n  wi e mi cr o R N A s  ( mi R N A s),  di e  v o n E V s 

tr a n s p orti ert w er d e n, z u ei n er z utr ä gli c h e n T u m or u m g e b u n g b ei z utr a g e n ( T k a c h a n d 

T h ér y,  2 0 1 6) . D a  mi R N A s  mit  B e z u g  z u  E V s  g e w e b e s p e zifi s c h  a u s g e pr ä gt  si n d 

( L a g o s-Q ui nt a n a et al., 2 0 0 2)  u n d gl ei c h z eiti g i n K ör p erfl ü s si g k eit e n v or h a n d e n si n d  

( W e b er  et  al.,  2 0 1 0), h a b e n  si e  gr o ß e s  P ot e nti al  f ür  di e  fr ü h e  Kr e b s di a g n o sti k,  di e 

Pr o g n o s e st ell u n g u n d di e K o ntr oll e d e s B e h a n dl u n g s erf ol g s v o n N ut z e n z u s ei n .  

A u c h P E R 2 i st a n d er T u m or e nt st e h u n g b et eili gt. P E R 2 b e sit zt T u m or s u p pr e s s or e i-

g e n s c h aft e n u n d i st b ei v er mi n d ert er E x pr e s si o n i n di e G e n e s e o n k ol o gi s c h er Er kr a n-

k u n g e n i n v ol vi ert  ( F u et al., 2 0 0 2). I n Br u st kr e b s z ell e n, s o wi e i n  v o n c hr o ni s c h m y el o-

i s c h er L e u k ä mi e b etr off e n e n Z ell e n, wir d di e E x pr e s si o n v o n P E R 2 d ur c h Pr o m ot or-

m et h yli er u n g h er u nt err e g uli ert  ( C h e n et al., 2 0 0 5, Y a n g et al., 2 0 0 6) .  

Di e Pr ot ei n e P E R 2 u n d G A P V D 1 si n d n e b e n d er T u m or e nt st e h u n g i n di e G e n e s e w ei-

t er er Er kr a n k u n g e n ei n ge b u n d e n. S o wir d di e P er 2 -E x pr e s si o n  b ei d er m e m br a n ö s e n 

Gl o m er ul o n e p hriti s h o c hr e g uli ert  ( H u a n g et al., 2 0 1 8). B ei d er G e n e s e d er e x p eri m e n-

tell e n m e m br a n ö s e n  Gl o m er ul o n e p hriti s  ( H e y m a n n-N e p hriti s)  s pi el e n e b e n s o  V or-

g ä n g e i n cl at hri n b e s c hi c ht et e n  V erti ef u n g e n d er gl o m er ul är e n E pit h el z ell e n ei n e R oll e 

( K erj a s c h ki et al., 1 9 8 7). Di e E nt p a c k u n g v o n cl at hri n c o at e d  v e si cl e s  wir d wi e d er u m 

d ur c h G A P V D 1 g ef ör d ert ( S e m er dji e v a et al., 2 0 0 8). 
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I m m u n hi st o c h e mi s c h e U nt er s u c h u n g e n z ei g e n, d a s s G A P V D 1 i n N e ur o n e n v o n Al z-

h ei m er p ati e nt e n  er h ö ht  e x p ri mi ert wir d  ( S c h e p er et al., 2 0 0 7).  G A P V D 1 i st i n Tr a n s-

p ort pr o z e s s e d ur c h V e si k el bil d u n g  i n v ol vi ert u n d P E R 2 i st s p e zi ell a n d e m Gl ut a m at-

v e si k eltr a n s p ort  ü b er  d e n  V G L U T 1  b et eili gt  ( St e n m ar k,  2 0 0 9,  Y el a m a n c hili  et  al., 

2 0 0 6) . D a d er  hi p p o c a m p al e  Gl ut a m at s pi e g el  b ei  Al z h ei m er p ati e nt e n  r e d u zi ert  i st 

( R u p si n g h et al., 2 0 1 1), k ö n nt e n di e Pr ot ei n e P E R 2 u n d G A P V D 1 ei n e n Ei nfl u s s a uf 

d e n Gl ut a m at s pi e g el i m Hi p p o c a m p u s v o n Al z h ei m er er kr a n kt e n h a b e n. Pr ot ei n e, di e 

mit G L U T 4 a s s o zii ert si n d , k ö n nt e n al s Zi el e n e u er T h er a pi e a n s ät z e d e s Di a b et e s m el-

lit u s T y p II di e n e n ( M or g a n et al., 2 0 1 1). S o k ö n nt e a u c h ei n e P h o s p h or yli er u n g v o n 

G A P V D 1 , ei n e m mit G L U T 4 a s s o zii ert e n Pr ot ei n ( L o d hi et al., 2 0 0 7), d ur c h P E R 2 b ei 

cir c a di a n er V e si k el bil d u n g n e u e Er k e n nt ni s s e hi n si c htli c h d er B e h a n dl u n g v o n Di a b e-

t e s m ellit u s T y p II li ef er n. 
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e n d o c yti c  p at h w a y r e g ul at or y  g e n e s  a cti v at e s  a ut o p h a g y  i n  C.  el e g a n s. M ol 
C ell s,  3 1 , 4 7 7 -8 1.  

E F S A P A N E L O N DI E T E TI C P R O D U C T S, N. & A L L E R GI E S 2 0 1 0. S ci e ntifi c O pi ni o n 
o n  t h e  s u b st a nti ati o n  of  h e alt h  cl ai m s  r el at e d  t o  m el at o ni n  a n d  all e vi ati o n  of 
s u bj e cti v e f e eli n g s of j et l a g (I D 1 9 5 3), a n d r e d u cti o n of sl e e p o n s et l at e n c y, a n d 
i m pr o v e m e nt of sl e e p q u alit y (I D 1 9 5 3) p ur s u a nt t o Arti cl e 1 3( 1) of R e g ul ati o n 
( E C) N o 1 9 2 4/ 2 0 0 6. E F S A J o ur n al,  8 , 1 4 6 7.  

EI D E,  E.  J.,  W O O L F,  M.  F.,  K A N G,  H.,  W O O L F,  P.,  H U R S T,  W.,  C A M A C H O,  F., 
VI E L H A B E R,  E.  L.,  GI O V A N NI,  A.  &  VI R S H U P,  D.  M.  2 0 0 5.  C o ntr ol  of 



6 7  

m a m m ali a n  cir c a di a n  r h yt h m  b y  C KI ε -r e g ul at e d  pr ot e a s o m e-m e di at e d  P E R 2 
d e gr a d ati o n. M ol e c ul ar a n d c ell ul ar bi ol o g y,  2 5 , 2 7 9 5 -2 8 0 7.  

E Z A KI, J., M A T S U M O T O, N., T A K E D A -E Z A KI, M., K O M A T S U, M., T A K A H A S HI, K ., 
HI R A O K A, Y., T A K A, H., F U JI M U R A, T., T A K E H A N A, K. & Y O S HI D A, M. 2 0 1 1. 
Li v er  a ut o p h a g y  c o ntri b ut e s  t o  t h e  m ai nt e n a n c e  of  bl o o d  gl u c o s e  a n d  a mi n o 
a ci d l e v el s. A ut o p h a g y,  7 , 7 2 7 -7 3 6.  

F E L D E R, R. B. & MI F F LI N, S. W. 1 9 8 8. M o d ul ati o n of c ar oti d si n u s aff er e nt  i n p ut t o 
n u cl e u s tr a ct u s s olit ari u s b y p ar a br a c hi al n u cl e u s sti m ul ati o n. Cir c R e s,  6 3 , 3 5 -
4 9.  

F L E U R,  L.  1 9 9 9.  A  s u pr a c hi a s m ati c  n u cl e u s  g e n er at e d  r h yt h m  i n  b a s al  gl u c o s e 
c o n c e ntr ati o n s. J o ur n al of n e ur o e n d o cri n ol o g y,  1 1 , 6 4 3 -6 5 2.  

F LI E R S, E., N O P P E N, N. W. , WI E R SI N G A, W. M., VI S S E R, T. J. & S W A A B, D. F. 
1 9 9 4. Di stri b uti o n of t h yr otr o pi n -r el e a si n g h or m o n e ( T R H)-c o nt ai ni n g c ell s a n d 
fi b er s i n t h e h u m a n h y p ot h al a m u s. J C o m p N e ur ol,  3 5 0 , 3 1 1 -2 3.  

F O R T U N, J., D U N N, W. A., J R., J O Y, S., LI, J. & N O T T E R P E K, L. 2 0 0 3 . E m er gi n g 
r ol e f or a ut o p h a g y i n t h e r e m o v al of a g gr e s o m e s i n S c h w a n n c ell s. J N e ur o s ci,  
2 3 , 1 0 6 7 2 -8 0.  

F R E D RI K S S O N,  S.,  G U L L B E R G,  M.,  J A R VI U S,  J.,  O L S S O N,  C.,  PI E T R A S,  K., 
G U S T A F S D O T TI R,  S.  M.,  O S T M A N,  A.  &  L A N D E G R E N,  U.  2 0 0 2.  Pr ot ei n 
d et e cti o n u si n g pr o xi mit y -d e p e n d e nt D N A li g ati o n a s s a y s. N at Bi ot e c h n ol,  2 0 , 
4 7 3 -7.  

F U,  L.,  P E LI C A N O,  H.,  LI U,  J.,  H U A N G,  P.  &  L E E,  C.  2 0 0 2.  T h e  cir c a di a n  g e n e 
P eri o d 2  pl a y s  a n  i m p ort a nt  r ol e  i n  t u m or  s u p pr e s si o n  a n d  D N A  d a m a g e 
r e s p o n s e i n vi v o. C ell,  1 1 1 , 4 1 -5 0.  

G A L L E G O, M. & VI R S H U P, D. M. 2 0 0 7. P o st -tr a n sl ati o n al m o difi c ati o n s r e g ul at e t h e 
ti c ki n g of t h e cir c a di a n cl o c k. N at R e v M ol C ell Bi ol,  8 , 1 3 9 -4 8.  

G A M S B Y,  J.  J.,  T E M P L E T O N,  E.  L.,  B O N VI NI,  L.  A.,  W A N G,  W.,  L O R O S,  J.  J., 
D U N L A P, J. C., G R E E N, A. I. & G U LI C K , D. 2 0 1 3. T h e cir c a di a n P er 1 a n d P er 2 
g e n e s i nfl u e n c e al c o h ol i nt a k e, r ei nf or c e m e nt, a n d bl o o d al c o h ol l e v el s. B e h a v 
Br ai n R e s,  2 4 9 , 1 5 -2 1.  

G A T FI E L D, D. & S C HI B L E R, U. 2 0 0 7. P h y si ol o g y. Pr ot e a s o m e s k e e p t h e cir c a di a n 
cl o c k ti c ki n g. S ci e n c e,  3 1 6 , 1 1 3 5 -6.  

G E K A KI S,  N.,  S T A K NI S,  D.,  N G U Y E N,  H.  B.,  D A VI S,  F.  C.,  WI L S B A C H E R,  L.  D., 
KI N G,  D.  P.,  T A K A H A S HI,  J.  S.  &  W EI T Z,  C.  J.  1 9 9 8.  R ol e  of  t h e  C L O C K 
pr ot ei n i n t h e m a m m ali a n cir c a di a n m e c h a ni s m. S ci e n c e,  2 8 0 , 1 5 6 4 -1 5 6 9.  

G E N A RI O, R., M O R E L L O, E., B U E N O, A. A. & S A N T O S, H. O. 2 0 1 9. T h e u s ef ul n e s s 
of  m el at o ni n  i n  t h e  fi el d  of  o b st etri c s  a n d  g y n e c ol o g y. P h ar m a c ol  R e s,  1 4 7 , 
1 0 4 3 3 7.  

G O L O M B E K, D. A. & R O S E N S T EI N, R. E. 2 0 1 0. P h y si ol o g y of cir c a di a n e ntr ai n m e nt. 
P h y si ol o gi c al r e vi e w s,  9 0 , 1 0 6 3 -1 1 0 2.  

G O R V E L, J. P., C H A V RI E R, P., Z E RI A L, M. & G R U E N B E R G, J. 1 9 9 1. r a b 5 c o ntr ol s 
e arl y e n d o s o m e f u si o n i n vitr o. C ell,  6 4 , 9 1 5 -2 5.  

G R O S S M A N, E., L A U D O N, M. & ZI S A P E L, N. 2 0 1 1. Eff e ct of m el at o ni n o n n o ct ur n al 
bl o o d pr e s s ur e: m et a -a n al y si s of r a n d o mi z e d c o ntr oll e d tri al s. V a s c H e alt h  Ri s k 
M a n a g,  7 , 5 7 7 -8 4.  

G R U M A TI,  P.,  C O L E T T O,  L.,  S A B A T E L LI,  P.,  C E S C O N,  M.,  A N G E LI N,  A., 
B E R T A G GI A, E., B L A A U W, B., U R CI U O L O, A., TI E P O L O, T. & M E R LI NI, L. 
2 0 1 0.  A ut o p h a g y  i s  d ef e cti v e  i n  c oll a g e n  VI  m u s c ul ar  d y str o p hi e s,  a n d  it s 
r e a cti v ati o n r e s c u e s m y ofi b er d e g e n er ati o n. N at ur e m e di ci n e,  1 6 , 1 3 1 3 -1 3 2 0.  

G U, X., XI N G, L., S HI, G., LI U, Z., W A N G, X., Q U, Z., W U, X., D O N G, Z., G A O, X. & 
LI U,  G.  2 0 1 2.  T h e  cir c a di a n  m ut ati o n  P E R 2  S 6 6 2 G  i s  li n k e d  t o  c ell  c y cl e 
pr o gr e s si o n a n d t u m ori g e n e si s. C ell D e at h & Diff er e nti ati o n,  1 9 , 3 9 7 -4 0 5.  



6 8  

G UI L L A U M O N D,  F.,  D A R D E N T E,  H.,  GI G U È R E,  V.  &  C E R M A KI A N,  N.  2 0 0 5. 
Diff er e nti al  c o ntr ol  of  B m al 1  cir c a di a n  tr a n s cri pti o n  b y  R E V -E R B  a n d  R O R 
n u cl e ar r e c e pt or s. J o ur n al of bi ol o gi c al r h yt h m s,  2 0 , 3 9 1 -4 0 3.  

G U L E R, A. D., E C K E R, J. L., L A L L , G. S., H A Q, S., A L TI M U S, C. M., LI A O, H. W., 
B A R N A R D,  A.  R.,  C A HI L L,  H.,  B A D E A,  T.  C.,  Z H A O,  H.,  H A N KI N S,  M.  W., 
B E R S O N, D. M., L U C A S, R. J., Y A U, K. W. & H A T T A R, S. 2 0 0 8. M el a n o p si n 
c ell s ar e t h e pri n ci p al c o n d uit s f or r o d -c o n e i n p ut t o n o n -i m a g e-f or mi ng vi si o n. 
N at ur e,  4 5 3 , 1 0 2 -5.  

H A N NI B A L,  J.  &  F A H R E N K R U G,  J.  2 0 0 4.  T ar g et  ar e a s  i n n er v at e d  b y  P A C A P -
i m m u n or e a cti v e r eti n al g a n gli o n c ell s. C ell Ti s s u e R e s,  3 1 6 , 9 9 -1 1 3.  

H A T O RI,  M.  &  P A N D A,  S.  2 0 1 0.  T h e  e m er gi n g  r ol e s  of  m el a n o p si n  i n  b e h a vi or al 
a d a pt ati o n t o li g ht. Tr e n d s M ol M e d,  1 6 , 4 3 5 -4 6.  

H A T T A R, S., K U M A R, M., P A R K, A., T O N G, P., T U N G, J., Y A U, K. W. & B E R S O N, 
D. M. 2 0 0 6. C e ntr al pr oj e cti o n s of m el a n o p si n -e x pr e s si n g r eti n al g a n gli o n c ell s 
i n t h e m o u s e. J C o m p N e ur ol,  4 9 7 , 3 2 6 -4 9.  

H A T T A R,  S.,  LI A O,  H.  W.,  T A K A O,  M.,  B E R S O N,  D.  M.  &  Y A U,  K.  W.  2 0 0 2. 
M el a n o p si n -c o nt ai ni n g  r eti n al  g a n gli o n  c ell s:  ar c hit e ct ur e,  pr oj e cti o n s,  a n d 
i ntri n si c p h ot o s e n siti vit y. S ci e n c e,  2 9 5 , 1 0 6 5 -7 0.  

H A Y A S HI -NI S HI N O, M., F U JI T A, N., N O D A, T., Y A M A G U C HI, A., Y O S HI M O RI, T. & 
Y A M A M O T O,  A.  2 0 0 9.  A  s u b d o m ai n  of  t h e  e n d o pl a s mi c  r eti c ul u m  f or m s  a 
cr a dl e f or a ut o p h a g o s o m e f or m ati o n. N at C ell Bi ol,  1 1 , 1 4 3 3 -7.  

H E G A Z Y, M., C O H E N -B A R A K, E., K O E T SI E R, J. L., N A J O R, N. A., A R V A NI TI S, C., 
S P R E C H E R,  E.,  G R E E N,  K.  J.  &  G O D S E L ,  L.  M.  2 0 2 0.  Pr o xi mit y  Li g ati o n 
A s s a y  f or  D et e cti n g  Pr ot ei n -Pr ot ei n  I nt er a cti o n s  a n d  Pr ot ei n  M o difi c ati o n s  i n 
C ell s a n d Ti s s u e s i n Sit u. C urr e nt Pr ot o c ol s i n C ell Bi ol o g y,  8 9 , e 1 1 5.  

H E R M E S, M. L., C O D E R R E, E. M., B UI J S, R. M. & R E N A U D, L. P. 1 9 9 6. G A B A a n d 
gl ut a m at e  m e di at e  r a pi d  n e ur otr a n s mi s si o n  fr o m  s u pr a c hi a s m ati c  n u cl e u s  t o 
h y p ot h al a mi c p ar a v e ntri c ul ar n u cl e u s i n r at. J P h y si ol,  4 9 6 ( Pt 3) , 7 4 9 -5 7.  

H E R M L E, T., S C H N EI D E R, R., S C H A PI R O, D., B R A U N, D. A., V A N D E R V E N, A. T., 
W A R E J K O,  J.  K.,  D A G A,  A.,  WI D M EI E R,  E.,  N A K A Y A M A,  M.,  J O B S T -
S C H W A N, T., M A J M U N D A R, A. J., A S H R A F, S., R A O, J., FI N N, L. S., T A SI C, 
V., H E R N A N D E Z, J. D., B A G G A, A., J A L A L A H, S. M., E L D E S O K Y, S., K A RI, 
J. A., L A RI C C HI A, K. M., L E K, M., R E H M, H. L., M A C A R T H U R, D. G., M A N E, 
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JI N,  X.,  S H E A R M A N,  L.  P.,  W E A V E R,  D.  R.,  Z Y L K A,  M.  J.,  D E  V RI E S,  G.  J.  & 
R E P P E R T, S. M. 1 9 9 9. A m ol e c ul ar m e c h a ni s m r e g ul ati n g r h yt h mi c o ut p ut fr o m 
t h e s u pr a c hi a s m ati c cir c a di a n cl o c k. C ell,  9 6 , 5 7 -6 8.  

J O H N S O N,  C.  H.,  E L LI O T T,  J.  A.  &  F O S T E R,  R.  2 0 0 3.  E ntr ai n m e nt  of  cir c a di a n 
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K A L S B E E K, A., V A N D E R V LI E T, J. & B UI J S, R. M. 1 9 9 6. D e cr e a s e of e n d o g e n o u s 
v a s o pr e s si n r el e a s e n e c e s s ar y f or e x pr e s si o n of t h e cir c a di a n ri s e i n pl a s m a 
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K A NI U K, N. A., KI R A L Y, M., B A T E S, H., V R A NI C, M., V O L C H U K, A. & B R U M E L L, J. 
H.  2 0 0 7.  U bi q uiti n at e d -pr ot ei n  a g gr e g at e s  f or m  i n  p a n cr e ati c  β -c ell s  d uri n g 
di a b et e s -i n d u c e d  o xi d ati v e  str e s s  a n d  ar e  r e g ul at e d  b y  a ut o p h a g y. Di a b et e s,  
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K A T E G A Y A, L. S. , HI L LI A R D, A., Z H A N G, L., A S A R A, J. M., P T A C E K, L. J. & F U, Y. 
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K E E S L E R, G. A., C A M A C H O, F., G U O, Y., VI R S H U P, D., M O N D A D O RI, C. & Y A O, 
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T H O M P S O N, C. B. & E V A N S, R. M. 2 0 0 9. A M P K r e g ul at e s t h e cir c a di a n cl o c k 
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P O L Y M E R O P O U L O S,  M.  H.  2 0 1 5.  T a si m elt e o n  f or  n o n -2 4 -h o ur  sl e e p – w a k e 
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cir c a di a n p a c e m a k er. Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s,  1 0 3 , 
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Effi ci e nt V e si cl e U n c o ati n g aft er Fi s si o n. N e ur o n,  7 2 , 5 8 7 -6 0 1.  

MI Z U S HI M A, N. 2 0 0 7. A ut o p h a g y: pr o c e s s a n d f u n cti o n. G e n e s D e v,  2 1 , 2 8 6 1 -7 3.  
MI Z U S HI M A, N., Y A M A M O T O, A., M A T S UI, M., Y O S HI M O RI, T. & O H S U MI, Y. 2 0 0 4. 

I n vi v o a n al y si s of a ut o p h a gy i n r e s p o n s e t o n utri e nt st ar v ati o n u si n g tr a n s g e ni c 
mi c e e x pr e s si n g a fl u or e s c e nt a ut o p h a g o s o m e m ar k er. M ol e c ul ar bi ol o g y of t h e 
c ell,  1 5 , 1 1 0 1 -1 1 1 1.  

M O C A N U, M. M., V A R A DI, T., S Z O L L O SI, J. & N A G Y, P. 2 0 1 1. C o m p ar ati v e a n al y si s 
of fl u or e s c e n c e r e s o n a n c e e n er g y tr a n sf er ( F R E T) a n d pr o xi mit y li g ati o n a s s a y 
( P L A). Pr ot e o mi c s,  1 1 , 2 0 6 3 -7 0.  

M O N D A L,  S.,  H SI A O,  K.  &  G O U E LI,  S.  A.  2 0 1 5.  A  H o m o g e n o u s  Bi ol u mi n e s c e nt 
S y st e m  f or  M e a s uri n g  G T P a s e,  G T P a s e  A cti v ati n g  Pr ot ei n,  a n d  G u a ni n e 
N u cl e oti d e E x c h a n g e F a ct or A cti v iti e s. A s s a y Dr u g D e v T e c h n ol,  1 3 , 4 4 4 -5 5.  

M O O R E, R. Y. 1 9 9 6. N e ur al c o ntr ol of t h e pi n e al gl a n d. B e h a v Br ai n R e s,  7 3 , 1 2 5 -3 0.  
M O R G A N, B. J., C H AI, S. Y. & A L BI S T O N, A. L. 2 0 1 1. G L U T 4 a s s o ci at e d pr ot ei n s a s 

t h er a p e uti c  t ar g et s  f or  di a b et e s. R e c e nt  P at  E n d o cr  M et a b  I m m u n e  Dr u g 
Di s c o v,  5 , 2 5 -3 2.  

N A G O S HI, E., S AI NI, C., B A U E R, C., L A R O C H E, T., N A E F, F. & S C HI B L E R, U. 2 0 0 4. 
Cir c a di a n g e n e e x pr e s si o n i n i n di vi d u al fi br o bl a st s: c ell -a ut o n o m o u s a n d s elf -
s u st ai n e d o s cill at or s p a s s ti m e t o d a u g ht er c ell s. C ell,  1 1 9 , 6 9 3 -7 0 5.  

O K A W A, M. & U C HI Y A M A, M. 2 0 0 7. Cir c a di a n r h yt h m sl e e p di s or d er s: c h ar a ct eri sti c s 
a n d e ntr ai n m e nt p at h ol o g y i n d el a y e d sl e e p p h a s e a n d n o n -2 4 -h sl e e p -w a k e 
s y n dr o m e. Sl e e p M e d R e v,  1 1 , 4 8 5 -9 6.  

O N O, T., NI S HI N O, H., S A S A K A, K., M U R A M O T O, K., Y A N O, I . & SI M P S O N, A. 1 9 7 8. 
P ar a v e ntri c ul ar n u cl e u s c o n n e cti o n s t o s pi n al c or d a n d pit uit ar y. N e ur o s ci L ett,  
1 0 , 1 4 1 -6.  

P A P A N D R E O U,  M.  E.  &  T A V E R N A R A KI S,  N.  2 0 2 0.  Cr o s st al k  b et w e e n 
E n d o/ E x o c yt o si s  a n d  A ut o p h a g y  i n  H e alt h  a n d  Di s e a s e. Bi ot e c h n ol  J , 
e 1 9 0 0 2 6 7.  

P A R T C H, C. L., G R E E N, C. B. & T A K A H A S HI, J. S. 2 0 1 4. M ol e c ul ar ar c hit e ct ur e of 
t h e m a m m ali a n cir c a di a n cl o c k. Tr e n d s C ell Bi ol,  2 4 , 9 0 -9.  

PI T T E N D RI G H,  C.  S.  1 9 5 4.  O n  T e m p er at ur e  I n d e p e n d e n c e  i n  t h e  Cl o c k  S y st e m 
C o ntr olli n g E m er g e n c e Ti m e i n Dr o s o p hil a. Pr o c N a tl A c a d S ci U S A, 4 0 , 1 0 1 8 -
2 9.  

P R EI T N E R,  N.,  D A MI O L A,  F.,  Z A K A N Y,  J.,  D U B O U L E,  D.,  A L B R E C H T,  U.  & 
S C HI B L E R,  U.  2 0 0 2.  T h e  or p h a n  n u cl e ar  r e c e pt or  R E V -E R B α  c o ntr ol s 
cir c a di a n  tr a n s cri pti o n  wit hi n  t h e  p o siti v e  li m b  of  t h e  m a m m ali a n  cir c a di a n 
o s cill at or. C ell , 1 1 0 , 2 5 1 -2 6 0.  

P R O V E N CI O, I., R O D RI G U E Z, I. R., JI A N G, G., H A Y E S, W. P., M O R EI R A, E. F. & 
R O L L A G, M. D. 2 0 0 0. A n o v el h u m a n o p si n i n t h e i n n er r eti n a. J N e ur o s ci,  2 0 , 
6 0 0 -5.  
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QI N, X., M O RI, T., Z H A N G, Y. & J O H N S O N, C. H. 2 0 1 5. P E R 2 Diff er e nti all y R e g ul at e s  
Cl o c k  P h o s p h or yl ati o n  v er s u s  Tr a n s cri pti o n  b y  R e ci pr o c al  S wit c hi n g  of 
C K 1 e p sil o n A cti vit y. J Bi ol R h yt h m s,  3 0 , 2 0 6 -1 6.  

R A A D S H E E R,  F.,  S L UI T E R,  A.,  R A VI D,  R.,  TI L D E R S,  F.  &  S W A A B,  D.  1 9 9 3. 
L o c ali z ati o n  of  c orti c otr o pi n -r el e a si n g  h or m o n e  ( C R H)  n e ur o n s  i n  t he 
p ar a v e ntri c ul ar  n u cl e u s  of  t h e  h u m a n  h y p ot h al a m u s;  a g e -d e p e n d e nt 
c ol o c ali z ati o n wit h v a s o pr e s si n. Br ai n r e s e ar c h,  6 1 5 , 5 0 -6 2.  

R E FI N E T TI,  R.  &  M E N A K E R,  M.  1 9 9 2.  T h e  cir c a di a n  r h yt h m  of  b o d y  t e m p er at ur e. 
P h y si ol o g y & b e h a vi or,  5 1 , 6 1 3 -6 3 7.  

R EI N K E, H. & A S H E R, G. 2 0 1 6. Cir c a di a n Cl o c k C o ntr ol of Li v er M et a b oli c F u n cti o n s. 
G a str o e nt er ol o g y,  1 5 0 , 5 7 4 -8 0.  

R EI N K E, H. & A S H E R, G. 2 0 1 9. Cr o s st al k b et w e e n m et a b oli s m a n d cir c a di a n cl o c k s. 
N at R e v M ol C ell Bi ol,  2 0 , 2 2 7 -2 4 1.  

RI C H T E R, K., S C H M U T Z, I., D A R N A, M., Z A N D E R, J. F., C H A V A N, R., A L B R E C H T, 
U. & A H N E R T -HI L G E R, G. 2 0 1 8. V G L U T 1 Bi n di n g t o E n d o p hili n or I nt er s e cti n 1 
a n d D y n a mi n P h o s p h or yl ati o n i n a Di ur n al C o nt e xt. N e ur o s ci e n c e,  3 7 1 , 2 9 -3 7.  

R U P SI N G H, R., B O R RI E, M., S MI T H, M., W E L L S, J. L. & B A R T H A , R. 2 0 1 1. R e d u c e d 
hi p p o c a m p al gl ut a m at e i n Al z h ei m er di s e a s e. N e ur o bi ol A gi n g,  3 2 , 8 0 2 -1 0.  

S A P E R, C. B. & L O E W Y, A. D. 1 9 8 0. Eff er e nt c o n n e cti o n s of t h e p ar a br a c hi al n u cl e u s 
i n t h e r at. Br ai n R e s,  1 9 7 , 2 9 1 -3 1 7.  

S A T O, M., S A T O, K., F O N A R E V, P., H U A N G, C. J ., LI O U, W. & G R A N T, B. D. 2 0 0 5. 
C a e n or h a b diti s  el e g a n s  R M E -6  i s  a  n o v el  r e g ul at or  of  R A B -5  at  t h e  cl at hri n -
c o at e d pit. N at C ell Bi ol,  7 , 5 5 9 -6 9.  

S A T O, T. K., P A N D A, S., MI R A G LI A, L. J., R E Y E S, T. M., R U DI C, R. D., M C N A M A R A, 
P., N AI K, K. A., FI T Z G E R A L D, G.  A., K A Y, S. A. & H O G E N E S C H, J. B. 2 0 0 4. 
A f u n cti o n al g e n o mi c s str at e g y r e v e al s R or a a s a c o m p o n e nt of t h e m a m m ali a n 
cir c a di a n cl o c k. N e ur o n,  4 3 , 5 2 7 -5 3 7.  

S C H E P E R,  W.,  H O O Z E M A N S,  J.,  H O O G E N R A A D,  C.,  R O Z E M U L L E R,  A., 
EI K E L E N B O O M, P. & B A A S, F. 2 0 0 7. R a b 6 i s i n cr e a s e d i n Al z h ei m er' s di s e a s e 
br ai n  a n d  c orr el at e s  wit h  e n d o pl a s mi c  r eti c ul u m  str e s s. N e ur o p at h ol o g y  a n d 
a p pli e d n e ur o bi ol o g y,  3 3 , 5 2 3 -5 3 2.  

S E M E R D JI E V A,  S.,  S H O R T T,  B.,  M A X W E L L,  E.,  SI N G H,  S.,  F O N A R E V,  P., 
H A N S E N, J., S C HI A V O, G., G R A N T, B. D. & S M Y T H E, E. 2 0 0 8. C o or di n at e d 
r e g ul ati o n of A P 2 u n c o ati n g fr o m cl at hri n-c o at e d v e si cl e s b y r a b 5 a n d h R M E -6. 
T h e J o ur n al of c ell bi ol o g y,  1 8 3 , 4 9 9 -5 1 1.  

S H E A R M A N,  L.  P.,  JI N,  X.,  L E E,  C.,  R E P P E R T,  S.  M.  &  W E A V E R,  D.  R.  2 0 0 0 a. 
T ar g et e d  di sr u pti o n  of  t h e  m P er 3  g e n e:  s u btl e  eff e ct s  o n  cir c a di a n  cl o c k 
f u n cti o n. M ol C ell Bi ol,  2 0 , 6 2 6 9 -7 5.  

S H E A R M A N, L. P., S RI R A M, S., W E A V E R, D. R., M A Y W O O D, E. S., C H A V E S, I., 
Z H E N G, B., K U M E, K., L E E, C. C., V A N D E R H O R S T, G. T., H A S TI N G S, M. 
H.  &  R E P P E R T,  S.  M.  2 0 0 0 b.  I nt er a cti n g  m ol e c ul ar  l o o p s  i n  t h e  m a m m ali a n 
cir c a di a n cl o c k. S ci e n c e,  2 8 8 , 1 0 1 3 -9.  

S H U G H R U E,  P.  J.,  L A N E,  M.  V.  &  M E R C H E N T H A L E R,  I.  1 9 9 7.  R e g ul ati o n  of 
pr o g e st er o n e  r e c e pt o r  m e s s e n g er  ri b o n u cl ei c  a ci d  i n  t h e  r at  m e di al  pr e o pti c 
n u cl e u s b y e str o g e ni c a n d a nti e str o g e ni c c o m p o u n d s: a n i n sit u h y bri di z ati o n 
st u d y. E n d o cri n ol o g y,  1 3 8 , 5 4 7 6 -8 4.  

S M Y L LI E, N. J., PI L O R Z, V., B O Y D, J., M E N G, Q. J., S A E R, B., C H E S H A M, J. E., 
M A Y W O O D, E . S., K R O G A G E R, T. P., S PI L L E R, D. G., B O O T-H A N D F O R D, 
R., W HI T E, M. R., H A S TI N G S, M. H. & L O U D O N, A. S. 2 0 1 6. Vi s u ali zi n g a n d 
Q u a ntif yi n g I ntr a c ell ul ar B e h a vi or a n d A b u n d a n c e of t h e C or e Cir c a di a n Cl o c k 
Pr ot ei n P E RI O D 2. C urr Bi ol,  2 6 , 1 8 8 0 -6.  
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S O D E R B E R G,  O. ,  G U L L B E R G,  M.,  J A R VI U S,  M.,  RI D D E R S T R A L E,  K., 
L E U C H O WI U S, K. J., J A R VI U S, J., W E S T E R, K., H Y D B RI N G, P., B A H R A M, 
F., L A R S S O N, L. G. & L A N D E G R E N, U. 2 0 0 6. Dir e ct o b s er v ati o n of i n di vi d u al 
e n d o g e n o u s  pr ot ei n  c o m pl e x e s  i n  sit u  b y  pr o xi mit y  li g ati o n. N at  M et h o d s,  3 , 
9 9 5 -1 0 0 0.  

S O D E R B E R G,  O.,  L E U C H O WI U S,  K.  J.,  G U L L B E R G,  M.,  J A R VI U S,  M., 
W EI B R E C H T,  I.,  L A R S S O N,  L.  G.  &  L A N D E G R E N,  U.  2 0 0 8. C h ar a ct eri zi n g 
pr ot ei n s  a n d  t h eir  i nt er a cti o n s  i n  c ell s  a n d  ti s s u e s  u si n g  t h e  i n  sit u  pr o xi mit y 
li g ati o n a s s a y. M et h o d s,  4 5 , 2 2 7 -2 3 2.  

S T E N BI T, A. E., T S A O, T. S., LI, J., B U R C E LI N, R., G E E N E N, D. L., F A C T O R, S. M., 
H O U S E K N E C H T,  K.,  K A T Z,  E.  B.  &  C H A R R O N,  M.  J.  1 9 9 7.  G L U T 4 
h et er o z y g o u s k n o c k o ut mi c e d e v el o p m u s cl e i n s uli n r e si st a n c e a n d di a b et e s. 
N at M e d,  3 , 1 0 9 6 -1 0 1.  

S T E N M A R K, H. 2 0 0 9. R a b G T P a s e s a s c o or di n at or s of v e si cl e tr affi c. N at ur e r e vi e w s 
M ol e c ul ar c ell bi ol o g y,  1 0 , 5 1 3 -5 2 5.  

S U Z U KI, K., KI RI S A K O, T., K A M A D A, Y., MI Z U S HI M A, N., N O D A, T. & O H S U MI, Y. 
2 0 0 1. T h e pr e -a ut o p h a g o s o m al str u ct ur e or g a ni z e d b y c o n c ert e d f u n cti o n s of 
A P G g e n e s i s e s s e nti al f or a ut o p h a g o s o m e f or m ati o n. T h e E M B O j o ur n al,  2 0 , 
5 9 7 1 -5 9 8 1.  

S W A N S O N, L. W. & S A W C H E N K O, P. E. 1 9 8 0. P ar a v e ntri c ul ar n u cl e u s: a sit e f or t h e 
i nt e gr ati o n  of  n e ur o e n d o cri n e  a n d  a ut o n o mi c  m e c h a ni s m s. 
N e ur o e n d o cri n ol o g y,  3 1 , 4 1 0 -7.  

T A K A H A S HI,  J.  S.  2 0 1 7.  Tr a n s cri pti o n al  ar c hit e ct ur e  of  t h e  m a m m ali a n  cir c a di a n 
cl o c k. N at ur e R e vi e w s G e n eti c s,  1 8 , 1 6 4.  

T A K U MI,  T.,  T A G U C HI,  K.,  MI Y A K E,  S.,  S A K A KI D A,  Y.,  T A K A S HI M A,  N., 
M A T S U B A R A,  C.,  M A E B A Y A S HI,  Y.,  O K U M U R A,  K.,  T A K E KI D A,  S.  & 
Y A M A M O T O,  S.  1 9 9 8.  A  li g ht -i n d e p e n d e nt  o s cill at or y  g e n e  m P er 3  i n  m o u s e 
S C N a n d O V L T. T h e E M B O j o ur n al,  1 7 , 4 7 5 3 -4 7 5 9.  

T E R H O R S T, G. & L UI T E N, P. 1 9 8 7. P h a s e ol u s v ul g ari s l e u c o -a g gl uti ni n tr a ci n g of 
i ntr a h y p ot h al a mi c  c o n n e cti o n s  of  t h e  l at er al,  v e ntr o m e di al,  d or s o m e di al  a n d 
p ar a v e ntri c ul ar h y p ot h al a mi c n u cl ei i n t h e r at. Br ai n r e s e ar c h b ull eti n,  1 8 , 1 9 1 -
2 0 3.  

T K A C H, M. & T H É R Y, C. 2 0 1 6. C o m m u ni c ati o n b y e xtr a c ell ul ar v e si cl e s: w h er e w e 
ar e a n d w h er e w e n e e d t o g o. C ell,  1 6 4 , 1 2 2 6 -1 2 3 2.  

T O H,  K.  L.,  J O N E S,  C.  R.,  H E,  Y.,  E I D E,  E.  J.,  HI N Z,  W.  A.,  VI R S H U P,  D.  M., 
P T Á Č E K,  L.  J.  &  F U,  Y. -H.  2 0 0 1.  A n  h P er 2  p h o s p h or yl ati o n  sit e  m ut ati o n  i n 
f a mili al a d v a n c e d sl e e p p h a s e s y n dr o m e. S ci e n c e,  2 9 1 , 1 0 4 0 -1 0 4 3.  

T O N S F E L D T, K. J. & C H A P P E L L, P. E. 2 0 1 2. Cl o c k s o n t o p: t h e r ol e of t h e cir c a di a n 
cl o c k i n t h e h y p ot h al a mi c a n d pit uit ar y r e g ul ati o n of e n d o cri n e p h y si ol o g y. M ol 
C ell E n d o cri n ol,  3 4 9 , 3 -1 2.  

T O U S S O N, E. & M EI S S L, H. 2 0 0 4. S u pr a c hi a s m ati c n u cl ei gr aft s r e st or e t h e cir c a di a n 
r h yt h m  i n  t h e  p ar a v e ntri c ul ar  n u cl e u s  of  t h e  h y p ot h al a m u s. J  N e ur o s ci,  2 4 , 
2 9 8 3 -8.  

T R A V A G LI,  R.  A.,  GI L LI S,  R.  A.  &  VI CI NI,  S.  1 9 9 2.  Eff e ct s  of  t h yr otr o pi n -r el e a si n g 
h or m o n e  o n  n e ur o n s  i n  r at  d or s al  m ot or  n u cl e u s  of  t h e  v a g u s,  i n  vitr o. A m  J 
P h y si ol,  2 6 3 , G 5 0 8 -1 7.  

U E D A, H. R., C H E N, W., A D A C HI, A., W A K A M A T S U, H., H A Y A S HI, S., T A K A S U GI, 
T.,  N A G A N O,  M.,  N A K A H A M A,  K. -I.,  S U Z U KI,  Y.  &  S U G A N O,  S.  2 0 0 2.  A 
tr a n s cri pti o n  f a ct or  r e s p o n s e  el e m e nt  f or  g e n e  e x pr e s si o n  d uri n g  cir c a di a n 
ni g ht. N at ur e,  4 1 8 , 5 3 4 -5 3 9.  

U TI G E R, R. D. 1 9 9 2. M el at o ni n --t h e h or m o n e of d ar k n e s s. N E n gl J  M e d,  3 2 7 , 1 3 7 7 -
9.  
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V A N D E R Z E E, E. A., R O M A N, V., T E N B RI N K E, O. & M E E R L O, P. 2 0 0 5. T G F al p h a 
a n d A V P i n t h e m o u s e s u pr a c hi a s m ati c n u cl e u s: a n at o mi c al r el ati o n s hi p a n d 
d ail y pr ofil e s. Br ai n R e s,  1 0 5 4 , 1 5 9 -6 6.  

V A S S A R, R. & F U C H S, E. 1 9 9 1. Tr a n s g e ni c mi c e pr o vi d e n e w i n si g ht s i nt o t h e r ol e of 
T G F -al p h a  d uri n g  e pi d er m al  d e v el o p m e nt  a n d  diff er e nti ati o n. G e n e s  D e v,  5 , 
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VI S W A M B H A R A N, H., C A R V A S, J. M., A N TI C, V., M A R E CI C, A., J U D, C., Z A U G G, 
C. E., MI N G, X. F., M O N T A NI, J. P., A L B R E C H T, U. & Y A N G, Z. 2 0 0 7. M ut ati o n 
of t h e cir c a di a n cl o c k g e n e P er 2 alt er s v a s c ul ar e n d ot h eli al f u n cti o n. Cir c ul ati o n,  
1 1 5 , 2 1 8 8 -9 5.  

V R A N G,  N.,  L A R S E N,  P.  J.  &  MI K K E L S E N,  J.  D.  1 9 9 5.  Dir e ct  pr oj e cti o n  fr o m  t h e 
s u pr a c hi a s m ati c  n u cl e u s  t o  h y p o p h y si otr o p hi c  c orti c otr o pi n -r el e a si n g  f a ct or 
i m m u n or e a cti v e c ell s  i n  t h e  p ar a v e ntri c ul ar  n u cl e u s  of  t h e  h y p ot h al a m u s 
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