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1 .  EINLEITUNG 

1.1. Membranproteine werden reguliert 

Jede einzeln lebende Zelle bedarf einer vielgestaltigen Interaktion mit ihrer Umwelt, um ihr 

Fließgleichgewicht aufrecht zu erhalten. Seit dem Anfang der Evolution stellt die Zell-

membran nicht nur die Begrenzung einer Zelle dar, sondern repräsentiert vielmehr einen 

wichtigen Ort der Interaktion zwischen verschiedenen Zellen und zwischen Zellen und ih-

rer unbelebten Umgebung. 

Zahlreiche Proteine sind an der Vermittlung dieser Interaktionen und Signalabläufe betei-

ligt. Einige sind mit Hilfe eines Lipidankers (z.B. Glycosylphosphatidylinositol-(GPI)-

Anker, vgl. [31]) in die Membran integriert, andere binden als periphere Membranproteine 

an das submembranäre Zytoskelett oder Verbindungsproteine, die ihrerseits Kontakt mit 

der Zellmembran halten (vgl. [1]). Wieder andere besitzen hydrophobe Anteile, Trans-

membrandomänen, mit denen sie in der Zellmembran „schwimmend“ verankert sind („flu-

id-mosaic-Modell“, [158]). Gleichwohl wurde in den letzten Jahren klar, dass die umgeben-

de Lipid-Doppelschicht aus Phospholipiden, Sphingolipiden und Cholesterol selbst Teil 

von Signalwegen ist. Teils werden Lipide durch Modifikation oder enzymatische Spaltung 

selbst zu Signalmolekülen, teils schaffen sie durch die Rekrutierung von Proteinen, etwa 

über hydrophile Gruppen [147], [45], [72], [140] erst die Voraussetzungen für ein rasches 

Ablaufen von Signalkaskaden [157], [126], [47]. 

Man teilt Membranproteine entsprechend ihren funktionellen Gemeinsamkeiten ein: G-

Protein-gekoppelte Rezeptoren (heptahelikale Rezeptoren), ligandengesteuerte Ionenkanäle 

und Rezeptorproteinkinasen stellen die drei Prototypen von Rezeptoren dar. Von ihnen 

gehen komplexe Signalkaskaden aus, die durch die spezifische Bindung eines Botenstoffs 
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an den Rezeptor und eine resultierende Konformationsänderung des Rezeptorproteins ini-

tiiert werden (vgl. [55]). 

Kanalproteine und passive Transporter dienen dem passiven Austausch niedermolekularer 

Substanzen entlang elektrochemischer Gradienten. Aktive Transporter dagegen nutzen En-

ergie in Form energiereicher Phosphate (primär aktive Transporter, Bsp.: Natrium-Kalium-

ATPase; P-Glykoprotein) oder elektrochemischer Gradienten (sekundär und tertiär aktive 

Transporter) um ihre Substrate entgegen deren Konzentrationsgradienten als „Symport“ 

oder „Antiport“ über die Zellmembran zu befördern [110]. Zu den sekundär aktiven Sym-

portern gehört der in dieser Arbeit untersuchte Natrium-D-Glucose-Kotransporter, 

SGLT1. 

Membranproteine werden von der Zelle kontinuierlich in ihrer Funktion reguliert. So passt 

sie sich einer überbordenden Signalfülle an oder reguliert die Aufnahme von Stoffwechsel-

substraten dem Bedarf entsprechend. Im Detail bekannt sind solche Vorgänge etwa von 

den β-adrenergen Rezeptoren: Bereits Sekunden nach Stimulation des Rezeptors wird die-

ser durch G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK) phosphoryliert, β-Arrestin bindet 

und hemmt die Aktivierung des heterotrimeren Gs-Proteins [99]. Anschließend fungiert β-

Arrestin als Adapterprotein, das die Clathrin-vermittelte Endocytose Rezeptors vermittelt 

[41], [48], [83]. Eine lang wirkende Herabregulierung von β-Adrenorezeptoren findet dar-

über hinaus auf den Ebenen der Transkription und der mRNA-Stabilität statt [34]. 

Ein der Desensitisierung entsprechender Vorgang und die nachfolgende Internalisation in 

Vesikel konnt auch für Kanäle und Transportproteine gezeigt werden. Aquaporine oder 

GLUT4-Transporter etwa liegen in submembranären Vesikeln vor, deren Einbau durch 

Hormone reguliert wird (Übersicht: [80], [182], [87]). 
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Kürzlich wurde ein als RS1 bezeichnetes Protein beschrieben, das in die Regulation ver-

schiedener Transportproteine, unter anderem des Natrium-D-Glucose-Kotransporters 

SGLT1, involviert ist. Seine Rolle wird in dieser Arbeit näher untersucht. 

1.2. Fehlregulationen von Membranproteinen 

Verschiedenen Krankheiten können auf eine fehlerhafte Regulation von Membranprotei-

nen zurück geführt werden; diese führt zu einer inadäquaten Antwort der Zelle auf ihre 

Umgebung. Dabei sind in vielen Fällen gerade seltene Erkrankungen wohl verstandene 

Modellbeispiele, so das erstmals von Liddle beschriebene und nach ihm benannte [95] Syn-

drom eines Pseudohyperaldosteronismus, das durch mangelhafte Regulation eines Memb-

ranproteins, hier des amiloridsensitiven epithelialen Natriumkanals ENaC, hervorgerufen 

wird. Der aus drei Untereinheiten zusammengesetzte Kanal ist in der Niere für die Resorp-

tion von Natriumchlorid und Wasser im distalen Tubulus und Sammelrohr verantwortlich. 

Jede der Untereinheiten besitzt C-terminal ein sogenanntes PY-Motiv, dessen Deletion 

durch Stop- oder frameshift-Mutationen in der β- oder γ-Untereinheit 1994 als Ursache des 

Liddle-Syndroms erkannt wurde [154]. Jedoch blieb zunächst unklar, wie es durch diesen 

Defekt zu einer erhöhten Kanalaktivität kommt. Tatsächlich war die Beobachtung ent-

scheidend, dass die Internalisierung von in die Membran eingebautem ENaC durch die 

mutierten Kanaluntereinheiten stark verringert wird [43], und folglich mehr Kanäle in der 

Membran exprimiert werden. Nachdem erkannt worden war, dass die Ubiquitinligase 

Nedd4 normalerweise an das PY-Motiv bindet [162], wird heute ein Modell favorisiert, 

wonach normalerweise Kanäle durch Bindung von Nedd4, Ubiquitinierung und nachfol-

gend entweder Degradation durch intrazelluläre Proteolyse (Proteasom) oder Endocytose 

[153] und lysosomalen Abbau herabreguliert werden [163], [137]. 
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1.3. RS1 reguliert verschiedene Transportproteine 

Während in den letzten Jahren die Regulation einiger prototypischer Membranproteine in 

Teilen aufgeklärt wurde, ist das Wissen über die Regulation von Transportern noch be-

grenzt. Es kommen dafür neben transkriptionalen Mechanismen, sowie der Regulation von 

mRNA-Stabilität und Translation auch posttranskriptionale Mechanismen in Betracht. Da-

bei sind Veränderungen der Transportaktivität durch direkte Regulation des in die Memb-

ran eingebauten Protein ebenso vorstellbar wie die Regulation der Menge an Transporter-

protein in der Membran durch regulierte Internalisierung oder Eingriffe in den Transport 

des Transporters vom Golgi-Komplex in die Zellmembran. Für den insulinsensitiven Glu-

cosetransporter GLUT4 konnten zahlreiche intrazelluläre Lokalisationen beschrieben wer-

den, die die Hypothese einer solch komplexen posttranslationalen Regulation unterstützen 

([151] und Referenzen darin). 

In dieser Arbeit untersuche ich einige Aspekte der Regulation des Natrium-D-Glucose-

Kotransporters SGLT1 durch das intrazelluläre Regulatorprotein RS1. 

Der durch Phlorizin hemmbare Natrium-D-Glucose-Kotransporter (SGLT1) ist im proxi-

malen Tubulus der Niere und im Dünndarm für die spezifische Resorption von D-Glucose 

im Sinne eines sekundär aktiven Symports „zuständig“. Mit seiner Stöchiometrie von 2 

Natrium-Ionen je Glucose-Molekül entzieht er dem Lumen des Nierentubulus jenen Zu-

cker, der von dem stromaufwärts lokalisierten weniger affinen SGLT2 nicht resorbiert 

wird. Die Rolle des kürzlich klonierten Transporters NaGLT1 im Nierentubulus ist weni-

ger klar [68]. 

Die Aktivität von SGLT1 begrenzt die „Nierenschwelle“ für Glucose; er erscheint wegen 

seiner zentralen Rolle für den Glucosestoffwechsel als Erfolg versprechendes Zielprotein 

für eine antidiabetische Therapie [181] und die kodierende Gensequenz wurde 1987 von 

Hediger kloniert [54]. 
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RS1 (humanes Gen: RSC1A1) ist ein 67-68 kDa großes Polypeptid, das in die Regulation 

einiger Transporter involviert ist. Diese besitzen untereinander keine strukturellen Gemein-

samkeiten; so werden neben hSGLT1 auch die Organischen-Kationen-Transporter 

hOCT2, rOCT1 und rOCT2 von hRS1 reguliert. Andere Transporter wie hPEPT1 oder 

hGLUT1 bleiben unbeeinflusst [179], [180]. 

RS1 wurde aus dem Schwein, dem Kaninchen und dem Menschen kloniert und wird von 

einem intronlosen Gen codiert, das im Genom in einer Kopie vorkommt. Zwischen den 

drei Spezies besteht eine Homologie der Aminosäurensequenz von etwa 70% [89], [131]. 

RS1 besitzt in allen drei Spezies Konsensus-Sequenzen für Proteinkinase C, Caseinkinase II 

sowie eine ubiquitin-assoziierte (UBA-) Domäne. 

In Koinjektionsexperimenten von RS1-cRNA mit jener von SGLT1 in Xenopus laevis-

Oozyten ließ sich eine Veränderung der maximalen Transportrate Vmax von SGLT1 gegen-

über dem radioaktiven Glucose-Analog α-Methyl-Glucose (AMG) nachweisen [179], [89], 

[180], die mit einer Abnahme von SGLT1-Protein in der Membran und einer Abnahme der 

Oberfläche der Oozyten einher [175]. Damit rückte eine Rolle von RS1 bei der Internalisie-

rung aus der und dem Einbau von SGLT1 in die Plasmamembran in den Mittelpunkt des 

Interesses. Vor kurzem wurde gezeigt, dass diese rasche Herabregulation von SGLT1 

durch RS1 von Dynamin abhängig und durch die Stimulation von Proteinkinase C kurzfris-

tig stimulierbar ist. Diese Effekte bleiben auch bestehen, wenn die Transkription in den 

Oozyten durch Actinomycin D gehemmt wird [180]. 

Ein Einfluss von RS1 konnte auch auf die Langzeitregulation von SGLT1 demonstriert 

werden. Von den in diesen Experimenten verwendeten LLC-PK1-Zellen ist bekannt, dass 

sie im differenzierten Zustand, also nach Ausbildung eines zusammenhängenden Zellra-

sens, entsprechend den Charakteristika des S3-Segments des proximalen Nierentubulus 
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SGLT1 neben Trehalase und γ-Glutamyl-Transpeptidase endogen exprimiert [4], [185], 

[81], [102]. 

Korn und Kühlkamp [82] wiesen nach, dass in RS1 überexprimierenden konfluenten LLC-

PK1-Zellen die Menge der SGLT1-mRNA ab-, in einer RS1-antisense-Zelllinie hingegen 

zunahm. Dieser Effekt konnte direkt auf eine veränderte Transkription zurück geführt 

werden; die mRNA-Stabilität blieb unbeeinflusst. In diesem Zusammenhang zeigten Expe-

rimente von Kühlkamp [84], dass zumindest Fragmente von RS1 im Zellkern 

undifferenzierter LLC-PK1-Zellen vorhanden ist. 

Kürzlich wurde RS1 in einem yeast-two-hybrid-screen und mittels Immunpräzipitation als 

Interaktionspartner des neu beschriebenen IRIP-Proteins  (für ischemia-reperfusion indu-

cible protein) identifiziert [70]. Ähnlich RS1 inhibierte Überexpression von IRIP die Auf-

nahme unterschiedlicher Substanzen durch nicht verwandte Transportproteine in HeLa-

Zellen. Analog der Wirkung von RS1 konnte dies auf die Verringerung  der Vmax zurückge-

führt werden. Damit besteht die Möglichkeit, dass es sich bei RS1 und IRIP um Mitglieder 

desselben neuen, durch unterschiedliche Stimuli ausgelösten Signalwegs handelt. 

1.4. Zielsetzung dieser Arbeit 

In meiner Arbeit untersuchte ich zunächst, ob sich die im Western-Blot gezeigte Anwesen-

heit von RS1 oder seinen Fragmenten im Zellkern subkonfluenter LLC-PK1-Zellen Im-

munfluoreszenzmikroskopie unabhängig beweisen lässt. Anschließend überprüfte ich die 

Hypothese, dass Konfluenz in LLC-PK1-Zellen mit einer verringerten Menge von pRS1 im 

Zellkern einhergeht. Damit wäre eine Korrelation zwischen steigender Transkription von 

SGLT1 bei gleichzeitiger Absenz von RS1 im Zellkern hergestellt und die Hypothese einer 

direkten Repressionswirkung von RS1 im Kern erhärtet. Gleichzeitig sollte versucht wer-

den, die subzelluläre Verteilung von pRS1 in nativen Zellen zu beschreiben und daraus 
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Schlüsse über den Weg der posttranslationalen Regulation von pSGLT1 zu ziehen. Nach-

dem in einer neueren Arbeit gezeigt worden war, dass Dynamin für die Kurzzeitregulation 

des SGLT1-vermittelten Transports durch RS1 erforderlich ist [180], sollte insbesondere 

durch eine eventuelle Kolokalisation von Dynamin und RS1 untersucht werden, an wel-

chem intrazellulären Ort diese erfolgt. Schließlich kommt dafür nicht nur die Zellmembran 

selbst, sondern etwa auch der Golgi-Komplex in Frage [71], [22]. Außerdem sollte versucht 

werden, Hinweise auf die Regulation von RS1 selbst durch übergeordnete Signalwege zu 

sammeln. 
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2 .  MATERIALIEN UND METHODEN 

2.1. Materialien 

2.1.1.   Chemikalien und Reagenzien 

So weit nicht anders beschrieben, wurden die eingesetzten Chemikalien in p.A.-Qualität 

von BD Biosciences (Heidelberg), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich 

Chemie (Taufkirchen) und Roth (Karlsruhe) bezogen. Geschützte Warennamen (Waren-

zeichen) sind nicht gesondert kenntlich gemacht. Im Einzelnen wurden verwendet: 

P r o d u k t  H e r s t e l l e r  

Acrylamid/Bisacrylamid Roth, Karlsruhe 

Agar BD Biosciences, Heidelberg 

Ampicillin Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Bacto-Hefeextrakt BD Biosciences, Heidelberg 

Bacto-Tryptone BD Biosciences, Heidelberg 

BenchMark prestained 
Western-Blot-Marker 

Invitrogen, Karlsruhe 

Bradfordreagenz 
Biorad 
PerBio, München 

Brefeldin A 
Stammlösung: 2 mg/ml in Methanol 

Calbiochem 
Merck, Darmstadt 

Bromphenolblau Serva, Heidelberg 

Colchicin 
Stammlösung: 10 mM in Ethanol 

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Complete Mini Protease Inhibitor Mix Roche Diagnostics, Mannheim 

Dulbecco´s Modified Eagles Medium Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

DAKO Fluorescent Mounting Medium DAKO Diagnostika, Hamburg 

Dulbecco´s PBS Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 
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P r o d u k t  H e r s t e l l e r  

ECL-Reagenz 
Pharmacia 
Amersham Biosciences, Freiburg 

Isopropyl-β-D-Galactosid Ambion, Austin, TX, USA 

FuGene 6 Transfection Reagent Roche Diagnostics, Mannheim 

MagicMark Western Standard Invitrogen, Karlsruhe 

MG132 (Benzyloxycarbonyl-Leu-Leu-
Leu-Aldehyd) 
Stammlösung: 10 mM in DMSO 

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Muramyldipeptid Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Ni2+-NTA-Agarose Qiagen, Hilden 

Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

SulfoLink Kit 
Pierce, 
Perbio Science, Bonn 

Triton-X-114 Serva, Heidelberg 

Trypanblau Biochrom, Berlin 

2.1.2.  Peptide 

Das für die Erzeugung des Antikörpers αpRS1-Pept verwendete Peptid wurde von Prof. 

Palm, Biozentrum der Universität Würzburg, synthetisiert und lag als Lyophilisat vor. Es 

wurde aus der Mitte des pRS1-Proteins ausgewählt (Aminosäuren 461-477, Sequenz 

DKENVPRSRESVNESSC). Ein diesem Peptid homologer Antikörper gegen mRS1 zeigt 

in einer mRS1-Knockout-Maus keine Reaktion in Immunhistologie und Westernblot [120]. 

Das C-terminal angefügte Cystein diente der Kopplung an Trägerproteine und Säulenmat-

rix.  



2 . 1 .  M a t e r i a l i e n  

Se i t e  1 0  

2.1.3.  Antikörper 

Kommerzielle Primärantikörper 

An t i k ö r p e r  
( N umm e r )  

A n t i g e n  W i r t  B e z u g s q u e l l e Immu n -
f l u o r e s z e n z  

mouse anti bovi-
ne brain Clathrin 
(MAB1011) 

bovines 
Clathrin 

Maus 
Chemicon 
International, 
Hofheim 

1:200, 
4° C, über Nacht 
oder RT, 4 h 

Dynamin II 
(C 18) 
(sc-6400) 

humanes 
Dynamin II 

Ziege 
Santa Cruz 

Biotechnology, 
Heidelberg 

1:50, 
4° C, über Nacht 
oder RT, 1 h 

sheep anti human 
TGN 46 

(YSRTAHP500) 

humanes 
TGN46 

Schaf 
Diagnostic 
International, 
Schriesheim 

1:125, 
4° C, über Nacht 

TUB 2.1 
(T4026) 

bovines 
β-Tubulin 

Maus 
monoklonal 

Sigma-Aldrich 
Chemie, 

Taufkirchen 

1:200, 
4° C, über Nacht 
oder RT, 1 h 

Antikörper-Konjugate für  verschiedene Anwendungen 

B e s t e l l -
n umm e r  

A n t i g e n  W i r t ,  
F r a gm e n t  

B e z u g s q u e l l e F l u o r o p h o r /  
K o n j u g a t -
e n z ym  

A-21430 
Kaninchen 
IgG (H+L) 

Ziege 
F(ab´)2 

Molecular Probes, 
Leiden, Nieder-

lande 
Alexa Fluor 555 

111-227-003 
Kaninchen 
IgG (H+L) 

Ziege 
F(ab) 

Dianova GmbH, 
Hamburg 

Cy 2 

115-225-006 
Maus 

IgG (H+L) 
Ziege 
F(ab´)2 

Dianova GmbH, 
Hamburg 

Cy 2 

A-11055 
Ziege 

IgG (H+L) 
Esel 

Molecular Probes, 
Leiden, Nieder-

lande 
Alexa Fluor 488 
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B e s t e l l -
n umm e r  

A n t i g e n  W i r t ,  
F r a gm e n t  

B e z u g s q u e l l e F l u o r o p h o r /  
K o n j u g a t -
e n z ym  

713-225-147 
Schaf 
IgG 

Esel 
Dianova GmbH, 

Hamburg 
Cy 2 

A3937 
Kaninchen 
IgG (H+L) 

Ziege 
F(ab´)2 

Sigma-Aldrich 
Chemie, 

Taufkirchen 

Alkalische Phos-
phatase 

A0545 
Kaninchen 
IgG (H+L) 

Ziege 
Sigma-Aldrich 
Chemie, 

Taufkirchen 

Meerettich-
Peroxidase 

2.1.4.  fluoreszente Reagenzien 

R e a g e n z  
( B e s t e l l -
n umm e r )  

B i n d u n g s  
p a r t n e r  

H e r k u n f t  H e r s t e l l e r  F l u o r o p h o r  

Alexa Fluor 488 
phalloidin 
(A-12379) 

F-Actin 
Amanita 
phalloides 

Molecular Probes, 
Leiden, Nieder-

lande 
Alexa Fluor 488 

DAPI*) 
Doppelstrang-

DNA 
-/- 

Molecular Probes, 
Leiden, Nieder-

lande 
-/- 

*) 4´,6´-diamidino-2-phenylindol 

2.1.5.  Geräte und Laboreinrichtung 

P r o d u k t  H e r s t e l l e r  
Autoklaven 
Varioklav Typ 400 und 400E 

H+P Labortechnik, Oberschleißheim 

CO2-Inkubatoren 
Heraeus, 
Kendro Laboratory Products, Hanau 

Eingangsverstärker UV-Zelle 
Monitor UV-M 

Pharmacia, 
Amersham Biosciences, Freiburg 

Electrophoresis Power Supply 
EPS 500/400 

Pharmacia, 
Amersham Biosciences, Freiburg 

Electrophoresis Transfer Kit 
Novablot 2117-250 

Pharmacia, 
Amersham Biosciences, Freiburg 
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P r o d u k t  H e r s t e l l e r  
ELISA-Reader 
Multiscan Plus 

Titertek, Frankfurt 

Fraction Collector 
FRAC 100 

Pharmacia, 
Amersham Biosciences, Freiburg 

Peristaltic Pump P1 
Pharmacia, 
Amersham Biosciences, Freiburg 

Photometer Ultrospec III 
Pharmacia, 
Amersham Biosciences, Freiburg 

Säulen und Verbindungsteile für die 
Flüssigkeitssäulenchromatographie 

Pharmacia, 
Amersham Biosciences, Freiburg 

Schreiber Servogor 120 BBC Goertz Metrawatt, Stuttgart 

Schüttelinkubator Model G25 New Brunswick Scientific, Nürtingen 

Sterilisierschrank ST 6200 
Heraeus, 
Kendro Laboratory Products, Hanau 

Tischzentrifuge Z 160 M Hermle Labortechnik, Wehingen 

Vertical Flow (Bakterienkultur) 
SterilGard 

The Baker Co. 
Labotect, Göttingen 

Vertical Flow (Zellkultur) Prettl, Bempflingen 

Wärmeschrank 
Memmert, Schwabach 
Anpassung durch die Werkstatt 
des Insituts 

Wasserbad Thermomix 1420 B. Braun, Melsungen 

Zentrifuge J-21C (Rotor JA 20) 
Sorvall, 
Kendro Laboratory Products, Hanau 

Zentrifuge Superspeed RC2-B 
(Rotor GSA) 

Sorvall, 
Kendro Laboratory Products, Hanau 

2.1.6.  Routinematerialien 

P r o d u k t  H e r s t e l l e r  

Dialyseschlauch, 6 mm Serva Electrophoresis, Heidelberg 

Diapositivfilm Fuji Sensia 400 Weber, Würzburg 

Diapositivfilm Kodak Elite Chrome 400 Weber, Würzburg 

ECL-Film Kodak X-OMAT DS Hartenstein, Würzburg 
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P r o d u k t  H e r s t e l l e r  

Kulturschalen und Kulturflaschen Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Kunststoff-Einwegmaterial 

Eppendorf, Hamburg 
Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Sarstedt, Nimbrecht 
Nunc, Merck Eurolab, Bruchsal 

Lab-tek II Chambered Coverglass Nunc, Wiesbaden 

Nitrocellulosemembran Hybond ECL Amersham Biosciences, Freiburg 

Objektträger, Deckgläschen Hartenstein, Würzburg 

Schwarzweißnegativfilm 
Kodak T-MAX 400 

Weber, Würzburg 

Sterilfilter FP 030/0,20 CA-S Schleicher und Schüll, Dassel 

Transwell Clear Tissue Culture Treated 
Polyester Membrane 

Corning, Shiphol-Rijk, Niederlande 

2.1.7.  Mikroskopie 

Mikroskopie in der Zellkultur 

Zur Beobachtung des Kulturerfolgs und zur Überprüfung eventueller Zellpathologien be-

nutzte ich ein Mikroskop vom Typ Diavert, Leitz (Wetzlar), das mit Phasenkontrasteinrich-

tung einschließlich Grünfilter und folgenden Leitz-Objektiven (N.A.: numerische Apertur, 

Ph: Phasenkontrast) ausgerüstet war: 2,5× (N.A. 0,08), 10× (0,25, Ph), 20× (0,32, Ph), 40× 

(0,40 Ph). 

Auflichtfluoreszenzmikroskopie 

Für konventionelle Auflichtfluoreszenzaufnahmen nutzte ich ein teilcodiertes, teilmotori-

siertes Axioplan 2-Stativ (Carl Zeiss, Jena) mit integriertem Kleinbildfotomodul Axiophot 

2. Für einige Mikrofotographien nutzte ich eine CCD-Kamera RT-Spot von Diagnostic In-

struments (Visitron, Puchheim), die Bildakquisition wurde durch die MetaView-Software 

6.2r4 von Universal Imaging (Visitron, Puchheim) gesteuert. 
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F i l t e r s e t  A n r e g u n g  S t r a h l e n -
t e i l e r  

Em i s s i o n  F l u o r o p h o r e  

Zeiss 09 BP 450-490 510 LP 515 
FITC 
Cy2 

Alexa Fluor 488 

Zeiss 15 BP 546/12 580 LP 590 
Cy3 

Alexa Fluor 555 
FM 4/64 

AHF 
Analysentechnik, 

Pfrondorf 
F31-000 

BP 360/50 400 460/50 DAPI 

Tabelle 2.1: Fluoreszenzfilter für die konventionelle Auflichtfluoreszenz 

Das Mikroskop verfügte über folgende Objektive (alle Plan Neofluar, alle ohne Phasenkon-

trastring): 2,5× (N.A. 0,075), 5× (0,15), 10× (0,3), 20× (0,5), 40× (0,75), 100× (1,3, Ölim-

mersion). Die eingebauten Reflektormodule FL waren mit den in Tabelle 2.1 aufgeführten 

Filtersätzen ausgerüstet (BP: Bandpass, LP: Langpass, alle Angaben Wellenlänge in Nano-

meter). 

konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie 

Für die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (vgl. [150]) wurde ein LSM 510 verwendet, 

das auf dem voll motorisierten Inversmikroskop Axiovert 100 M montiert war (Carl Zeiss, 

Jena). Zur Verwendung kamen die Objektive Plan Neofluar 40x (N.A. 1,3, Ölimmersion) 

und Plan Apochromat 63x (N.A. 1,4, Ölimmersion). Das Mikroskop verfügte über folgen-

de Laser (Beispielfluorochrom, Exzitationswellenlänge, Emissionsfiltereinstellungen und 

max. Ausgangsleistung in Klammern): UV-Laser für blaue Fluorochrome (z.B. DAPI, Ex 

364 nm, BP 385-470 nm, 80 mW) von Coherent (Santa Clara, CA, USA), Argon-Laser für 

grüne Fluorochrome (z.B. Cy2, AlexaFluor 488, Ex 488 nm, LP 505, 25 mW) und Helium-

Neon für rote Fluorochrome (z.B. Cy3, AlexaFluor 555, Ex 543 nm, BP 560-615 nm oder 
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LP 560, 1 mW) von LASOS Laser-Fertigung, Jena. Zur Mikroskopsteuerung und Bildver-

arbeitung diente die LSM 510-Software, Version 2.5 SP 2 von Carl Zeiss, Jena. 

2.2. Methoden 

2.2.1.  Grundsätze des Arbeitens 

Mangels allgemein verbindlicher Regelwerke für die naturwissenschaftliche Grundlagenfor-

schung sei zu den Grundsätzen des Arbeitens sinngemäß auf die „OECD Principles of 

Good Laboratory Practice“ verwiesen [119]. So weit nicht anders vermerkt, wurden alle 

Versuche bei Raumtemperatur durchgeführt. Als Lösungsmittel diente entmineralisiertes 

Wasser (Reinstwasseranlage). Abweichende Lösungsmittel sind angegeben. 

2.2.2.  Sterilisation und Desinfektion 

Thermostabile Lösungen wurden vor ihrer Verwendung durch Dampfsterilisation, hitzebe-

ständige Geräte und Utensilien durch Heißluftsterilisation entkeimt. Thermolabile Lösun-

gen sterilisierte ich durch Filtration (Porendurchmesser 0,12 µm), hitzelabile Materialien im 

Bereich der Zellkultur durch Bestrahlung mit UVC-Licht. 

2.2.3.  Proteinbiochemische Methoden 

Proteinbestimmung nach Bradford 

Für die Bestimmung der Proteinkonzentration eignete sich aufgrund des einfachen Prinzips 

die von Bradford [18] angegebene Methode: Die Bindung von Coomassie brilliant blue G-

250 an Proteine verschiebt dessen Absorptionsmaximum von 465 nm auf 595 nm, so dass 

die hier gemessene Absorption der eingesetzten Proteinmenge proportional ist. 2 Minuten 

nach Zugabe von 100 µl der Proteinprobe zu 900 µl 1:5 verdünntem Bradford-Reagenz ließ 

sich die enthaltene Proteinmenge durch Vergleich der OD595 mit einer BSA-Eichgeraden 

graphisch ermitteln. 
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pRS1-Expression in E. coli 

In früheren Untersuchungen hatte Marc Valentin [174] die Aminosäuren 1-615 von pRS1 

als Fusionsprotein mit C-terminalem His6-Tag in den Expressionsvektor pET22b(+) 

(Merck Biosciences) kloniert und im E. coli-Stamm BL21[DE3] (Merck Biosciences) 

exprimiert. Das verwendete Plasmid kodiert für eine β-Lactamase, so dass durch Zugabe 

von 100 µl Ampicillin-Stammlösung je 100 ml Medium Selektionsbedingungen hergestellt 

werden konnten. Wie Valentin zeigte, wird das Protein im Zytosol von E. coli in so ge-

nannten Einschlusskörpern (inclusion-bodies, IB) abgelagert, Protein-Granula, die nur 

durch hohe Harnstoffkonzentrationen in Lösung gebracht werden können [146]. 

Ampicillin-Stammlösung: 100 mg/ml Ampicillin in 70% Ethanol 

Kultivierung des Expressionsstamm und Induktion von pRS1 

Ein aufgetautes Aliquot des als Kryokultur gelagerten, von Valentin erzeugten E. coli-

Klons wurde auf einer Petri-Schale mit LB-Agar ausplatiert und über Nacht bei 37°C inku-

biert. Anschließend folgte die Überimpfung je einer Kolonie in 5 ml LB-Medium und die 

Inkubation dieser Vorkultur über Nacht bei 37°C und 250 rpm auf einem Schüttler. Für die 

Hauptkultur überführte ich die Vorkulturen jeweils 1:100 in 250 ml LB-Medium. In den 

dazu verwendeten 1000 ml-Kulturflaschen inkubierte ich sie bis zum Erreichen einer OD580 

von 0,6 auf dem Schüttler bei 37°C und 250 rpm. Üblicherweise wurde diese Dichte nach 

etwa 8 Stunden erreicht. Durch die Zugabe des nicht metabolisierbaren Isopropylthiogalac-

tosid (IPTG) in einer Endkonzentration von 4 mM zur Kultur wurde die unter der Kon-

trolle des lac-Operators stehende T7-RNA-Polymerase induziert. Nach 4 weiteren Stunden 

bei 37°C konnten die Bakterien bei 4°C und 2.000 g im GSA-Rotor abzentrifugiert werden. 

Für die weitere Verwendung lagerte ich das Pellet bei -20°C. 

Kryokultur: Kryokulturen erhielt ich durch Kultivierung des E. coli-Stamms in der 

gewünschten Menge LB-Medium (100 µg/ml Ampicillin) für 3 Stun-
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den bei 37°C und 250 rpm. Zugabe von Glycerin zu einer Endkon-

zentration von 15% (v/v) ermöglichte die Lagerung der Aliquots bei 

-70 °C. 

LB-Medium: 1% (w/v) Bacto-Tryptone, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 

170 mM NaCl pH 7,0; Sterilisation durch Autoklavieren; 

anschließend Zugabe von Ampicillin 50 µg/ml 

LB-Agar Durch Zugabe von 1,4% (w/v) Agar zum LB-Medium erhält man 

den LB-Agar. 

Isolation von E. coli-Einschlusskörpern [141] 

Eine Ultraschallfraktionierung erlaubte zugleich die Fragmentierung der Zellmembran und 

die Scherung der DNA, so dass sie die anschließende Zentrifugation nicht beeinflusste: 

Nach Aufnehmen der Bakterien in Beschallungspuffer fror ich die Suspension zunächst für 

2 Stunden bei -70°C ein und überführte sie nach dem Auftauen in 30 ml-COREX®-Gläser. 

Die Beschallung selbst erfolgte für 3 Minuten bei maximaler Geräteleistung (400 Watt) im 

Braun Labsonic 1510. Nun wurden  schwer lösliche bakterielle Proteine und damit auch die 

enthaltenen Einschlusskörper bei 10.000 g für 10 Minuten im JA-20 Rotor bei 4°C von den 

im Überstand enthaltenen solublen Proteinen abzentrifugiert. Anschließend wurden schwer 

lösliche endogene E. coli-Proteine aus den Pellets durch die optimierte Harnstoffkonzent-

ration im IB-Waschpuffer in Lösung gebracht (je Pellet 25 ml Puffer, Inkubation für eine 

Stunde bei 4°C) und schließlich durch 10-minütige Zentrifugation im JA-20-Rotor bei 

20.000 g und 4°C von den weiter unlöslichen Einschlusskörpern abgetrennt. Diese nahm 

ich in je 40 ml IB-Aufschlusspuffer für eine Stunde bei Raumtemperatur auf, bevor im letz-

ten Schritt verbliebene Verunreinigungen durch Membrananteile und unlösliche E. coli-

Proteine von den nun gelösten Einschlusskörpern abgetrennt wurden (JA-20, 25.000 g, 15 

min, 8°C). Eine unspezifische Proteolyse der Einschlusskörper verhinderte ich durch Zu-
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gabe einer Tablette Protease-Inhibitor-Mix zu je 20 ml Überstand. Die weitere Verarbei-

tung und Lagerung erfolgte bei 4°C. 

Beschallungspuffer: 4,7 mM NaH2PO4, 45,2 mM Na2’HPO4, 300 mM NaCl, pH 7,8 

Waschpuffer: 2 M Harnstoff, 100 mM TrisHCl, pH 8,0 

IB-Aufschlusspuffer: 8 M Harnstoff, 100 mM TrisHCl, 100 mM β-Mercaptoethanol, 

pH 8,0 

Reinigung des rekombinanten Proteins durch Nickel-
Affinitätschromatographie 

Während der erste Aufreinigungsschritt die Ablagerung des rekombinanten Proteins in 

Einschlusskörpern nutzte, machte ich mir im folgenden die Fähigkeit der zu diesem Zweck 

C-terminal angefügten Histidin-Reste zu Nutze, mit Nickel-Ionen koordinative Bindungen 

ein zu gehen [67]. Dazu äquilibrierte ich zunächst die verwendete Nickel-NTA-Agarose (15 

ml) mit Bindungspuffer. Etwa 40 mg Protein (Proteinbestimmung; etwa 10-15 ml Über-

stand) wurden dann mit der Nickel-NTA-Agarose über Nacht bei 4°C auf einem Schüttler 

inkubiert und anschließend in eine geeignete Säule von 2,2 cm Außendurchmesser gepackt. 

Später nutzte ich zur Beladung der Säule eine Kreislaufpumpe. Ungebundene Proteine 

konnten nun mit 200 ml Bindungspuffer eluiert werden (Flussrate: 1 ml/min), bevor die 

Säule mit 10 ml Waschpuffer (Flussrate: 0,08 ml/min) von einem Teil der unspezifisch ge-

bundenen Proteine befreit wurde. Das im Elutionspuffer enthaltene Imidazol konkurrierte 

mit den Histidin-Resten des rekombinant erzeugten pRS1-Proteins um die Nickel-

Bindungsstellen der Säule, so dass dieses bei einer Flussrate von 0,08 ml/min spezifisch 

aufgereinigt wurde. Der an die Durchflusszelle (λ=254 nm) angeschlossene Schreiber er-

möglichte die Eingrenzung des Konzentrationsgipfels unter den gesammelten Elutionsfrak-

tionen von je 0,5 ml. Die Gipfelfraktionen fasste ich zusammen und bestimmte die Prote-

inkonzentration nach Bradford. Hernach regenerierte ich die Säule mit dem der Nickel-
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NTA-Agarose beigefügten Regenerierungspuffer bevor ich sie wieder mit Bindungspuffer 

äquilibrierte. 

Bindungspuffer: 3 M Harnstoff, 100 mM TrisHCl, 5 mM β-Mercaptoethanol, pH 8,0 

Waschpuffer: 3 M Harnstoff, 100 mM TrisHCl, 5 mM β-Mercaptoethanol, 0,8 mM 

Imidazol, pH 8,0 

Elutionspuffer: 3 M Harnstoff, 100 mM TrisHCl, 5 mM β-Mercaptoethanol, 60 mM 

Imidazol, pH 8,0 

Dialyse 

Um das Protein zur Immunisierung von Kaninchen, in der Affinitätsreinigung der erzeug-

ten Antikörper und im ELISA einsetzen zu können, musste der Elutionspuffer durch i-

soosmolaren und harnstofffreien PBS-Puffer ausgetauscht werden. Ein Aliquot von 10 ml 

Proteinlösung wurde dazu drei Mal über 24 Stunden gegen jeweils 1 Liter PBS bei 4°C dia-

lysiert. 

PBS: 137 mM Natriumchlorid, 2,7 mM Kaliumchlorid, 20 mM Natrium-

phosphat, pH 7,4 

2.2.4.  Antikörpermethoden 

Erzeugung von polyklonalen Antiseren in Kaninchen 

Die Grundimmunisierung von Kaninchen führte Dr. Karbach in unserem Labor durch, 

ebenso die Abnahme eines Präimmunserums zur Prüfung auf kreuzreagierende Antikörper. 

Dazu wurden jeweils 100 µg Protein in 1 ml PBS stabil mit 250 µl PAO-Mix (inkomplettes 

Freundsches Adjuvans) emulgiert und nach sorgfältiger Aspiration subscapulär injiziert. 

Der Erstimmunisierung, für die der Injektionsemulsion zusätzlich 100 µg Muramyldipeptid 

zugesetzt wurde (komplettes Freundsches Adjuvans), folgten in vierwöchigen Abständen 

vier intramuskuläre Boosterinjektionen. Das gleiche Injektionsschema fand für die Erzeu-
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gung des Peptidantikörpers Anwendung. Je Injektion wurden dafür 250-500 µg an Oval-

bumin gekoppelten Peptids eingesetzt. 

Die Blutentnahme erfolgte aus der durch Xylolapplikation hyperämisierten Ohrvene (V. 

marginalis dorsalis) des Kaninchens in sterile 30 ml Corex-Gläser, die nach Gerinnung des 

Blutes (eine Stunde Raumtemperatur) im JA-20 Rotor bei 7000 rpm und Raumtemperatur 

zentrifugiert wurden. Das klare Serum konnte dann aliquotiert und bei -70°C gelagert wer-

den. 

PAO-Mix: 4 ml JET-P.A.O.-Vollsyntheseöl, 0,9 ml Tween 81, 0,3 ml Tween 80 

Affinitätsreinigung von Antikörpern 

Die Reinigung der Antiseren wurde durch Kopplung des Antigens über eine Disulfidbin-

dung an die Säulenmatrix des SulfoLink-Kits durchgeführt.  

Reduktion von Disulfidbindungen und Koppelung an die Säu-

lenmatrix 

Um im rekombinanten Protein enthaltene Disulfidbrücken zu spalten bzw. sicherzustellen 

dass das C-terminale Cystein des synthetischen Peptids in reduzierten Zustand vorlag, wur-

den diese Gruppen in einem ersten Schritt reduziert. Dazu wurden 10 mg Reductacryl in 

500 µl Wasser aufgenommen und mit 20 µl wässriger Natriumborhydridlösung (100 

mg/ml) 15 Minuten bei Raumtemperatur reduziert. Anschließend pufferte ich überschüssi-

ges Natriumborhydrid durch Zugabe von 100 µl 1 M Essigsäure, zentrifugierte die Suspen-

sion kurz und verwarf den Überstand. Durch mehrmaliges Spülen mit Wasser und An-

zentrifugieren entfernte ich restliche Essigsäure und stellte das Reductacryl mit 1 M Tris-

Puffer pH 9,5 auf pH 7,5 ein. 5 mg in 2 ml Probenpuffer gelöstes Peptid bzw. 1 mg Prote-

in wurden nun mit dem reduzierten Reductacryl bei Raumtemperatur für 15 Minuten inku-

biert, dann zentrifugiert und der Überstand mit dem reduzierten Protein respektive Peptid 

asserviert. Nachdem die SulfoLink-Säule (Säulenvolumen: 2 ml) auf Raumtemperatur er-
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wärmt, der Lagerungspuffer (Hersteller) entfernt und die Säule mit 12 ml Kopplungspuffer 

äquilibriert wurde, trug ich das reduzierte Protein bzw. Peptid auf und ließ es vollständig in 

die Säulenmatrix einlaufen. Anschließend ließ ich die Säule für 15 Minuten auf einem 

Schüttler und weitere 30 Minuten ruhig bei Raumtemperatur inkubieren. Nun wurde die 

Protein- bzw. Peptidlösung auslaufen lassen und mit 6 ml Kopplungspuffer gespült. Dabei 

war das Eindringen von Luftblasen das Gel unbedingt zu vermeiden, indem die untere 

Öffnung nach der oberen geöffnet wurde. Verbliebene SH-Gruppen der Säulenmatrix 

wurden nun mit 15,8 mg L-Cystein in 2 ml Kopplungspuffer abgesättigt. Die Vorgehens-

weise und Inkubation entsprach der für die Beladung mit den Polypeptiden. Anschließend 

wusch ich die Säule mit dem achtfachen Säulenvolumen Waschlösung und dem sechsfa-

chen Säulenvolumen 0,05% Natriumazidlösung, legte eine Filterscheibe auf das Gel auf 

und überschichtete sie mit weiteren 2 ml Natriumazidlösung zur Lagerung bei 4°C. 

Probenpuffer: 100 mM Natriumphosphat, 5 mM EDTA-Natrium, pH 6,0 

Kopplungspuffer: 50 mM Tris, 5 mM EDTA-Natrium, pH 8,5 

Waschlösung: 1,0 M NaCl 

Reinigung des Antiserums 

Nachdem die mit dem Polypeptid gekoppelte Säule auf Umgebungstemperatur gebracht 

wurde, ließ ich die Natriumazidlösung auslaufen und spülte mit dem dreifachen Säulenvo-

lumen PBS. Ich schloss den Auslauf der Säule und gab 1-2 ml Serum zusammen mit 0,2 ml 

Probenpuffer auf die Säule, ließ das Serum in die Gel-Matrix einlaufen und inkubierte die 

Säule eine Stunde bei Raumtemperatur. Anschließend folgte ein sorgfältiges Waschen der 

Säule (16 ml PBS). 16 Reaktionsgefäße mit jeweils 25 µl 1 M Tris (pH 9,5) wurden vorbe-

reitet, in die anschließend die Antikörper in Fraktionen von 0,5 ml mit 100 mM Glycin-

Puffer (pH 2,5) eluiert wurden. So erhielt ich ohne weiteres neutralen pH. Sofort anschlie-

ßend versetzte ich die Eluate mit der gleichen Menge Glycerin und fror sie bei -20°C ein. 
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Für die Lagerung bei +4°C setzte ich als Konservierungsmittel 0,01% (w/v) Thimerosal 

aus einer Stammlösung zu. 

Antikörper-ELISA 

Die hochtitrigsten Fraktionen der Aufreinigung identifizierte ich mit einem Antikörper-

ELISA [40]. Dazu wählte ich die Fraktionen um den erwarteten Konzentrationsgipfel aus 

und führte in der Regel Präimmunserum und Vollserum zum Vergleich mit. Durch Inkuba-

tion der ELISA-Platte mit einer Lösung von 10 µg/ml rekombinantem pRS1-Protein bzw. 

50 µg/ml Peptid in Beschichtungspuffer (100 µl je Vertiefung) über Nacht bei 4°C be-

schichtete ich sie mit dem jeweiligen Antigen. Anschließend wurden die verbliebenen un-

spezifischen Bindungsstellen der Vertiefungen mit je 150 µl Blockpuffer für 2 Stunden bei 

Raumtemperatur abgesättigt und die Platte für 5 Minuten mit Waschpuffer gewaschen. 

Hernach konnten die Antikörpereluate an die in den Vertiefungen gebundenen Antigene 

adsorbiert werden. Dazu stellte ich Verdünnungsreihen her, indem ich zunächst in die Ver-

tiefungen 2 bis 12 einer jeden Zeile der ELISA-Platte 100 µl Blockpuffer vorlegte; die An-

tikörpereluate wurden sodann jeweils in Blockpuffer auf die höchste gewünschte Konzent-

ration diluiert, bei meinen Versuchen also 1:400 oder 1:800. Die erste Vertiefung einer Zei-

le von Vertiefungen erhielt davon jeweils 200 µl, bevor durch Abziehen von 100 µl Lösung 

aus der vorhergehenden und sorgfältiges Auf- und Abpipettieren mit dem bereits vorgeleg-

ten Inhalt der folgenden Vertiefung ein Konzentrationsverhältnis von je 1:2 hergestellt 

wurde. In der 12. Vertiefung beließ ich als Negativkontrolle den vorgelegten Blockpuffer. 

Die Absorption der Seren erfolgte bei Raumtemperatur in 2 Stunden oder bei 4°C über 

Nacht. Nach dreimaligem Waschen der ELISA-Platte für je 5 Minuten in Waschpuffer in-

kubierte ich sie mit je 100 µl einer Lösung des Alkalische-Phosphatase-Konjugats (1:250 in 

Blockpuffer) für 4 Stunden bei Raumtemperatur. Nach erneutem dreimaligen Waschen und 

Äquilibrierung mit 100 µl Äquilibrierungspuffer pro Vertiefung für 5 Minuten bei Raum-
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temperatur schloss sich die Nachweisreaktion an. Dazu ließ ich die Platte für exakt eine 

Stunde mit 100 µl Substratlösung pro Vertiefung bei Raumtemperatur inkubieren. Die Re-

aktion wurde durch Hinzugabe von 50 µl Stopplösung (Komplexierung von Magnesiumio-

nen) abgebrochen und die Differenz der optischen Dichte bei 405 und 450 nm mit einem 

ELISA-Reader bestimmt, die wiederum der umgesetzten Substratmenge und damit der 

Konzentration des Erstantikörpers proportional war. An Stelle der Angabe des Titers als 

Schnittpunkt der Titergeraden mit dem Kontrollwert bevorzugt unser Labor der geringeren 

Fehleranfälligkeit wegen die Angabe des Titers bei einer ∆OD450-405 von 0,5, also im linea-

ren Bereich der Titerkurve. Die Gipfelfraktionen der Antikörperreinigung fasste ich 

zuzusammen. 

Beschichtungspuffer: 100 mM Natriumcarbonat, 100 mM Natriumhydrogencarbonat, 

pH 9,6 

Blockpuffer: PBS, jedoch 200 mM Natriumchlorid, 0,5% BSA, 0,1% Natriumazid 

Waschpuffer: PBS, jedoch 200 mM Natriumchlorid, 0,05% Tween 20 

Äquilibrierpuffer: 150 mM Natriumchlorid, 100 mM Tris, pH 9,8 

Substratlösung: Äquilibrierpuffer mit, unmittelbar vor Gebrauch zugesetzt: 

5 mM Magnesiumchlorid, 1 mg/ml Substrat aus Stammlösung 

Stopplösung: 100 mM EDTA, pH 8,0 

Western-Blot [86] 

Die Überprüfung der Spezifität der erzeugten Antikörper gegen pRS1 und pSGLT1 erfolg-

te im Western-Blot (vgl. a. [12]). Ich verwendete für die gezeigten Western-Blots 6%ige 

Sammel- und 10%ige Polyacrylamid-Trenngele. Die Proben wurden in modifiziertem 

Laemmli-Puffer für 45 Minuten bei 37°C denaturiert; anschließend folgte die SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese bei einer angelegten Elektrophoresespannung von 80 V 

im Sammelgel und 120 V im Trenngel. Als Molekulargewichtmarker wurden der vorgefärb-
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te BenchMark-Proteinstandard und der MagicMark Western-Standard mitgeführt. Nach er-

folgter Auftrennung wurde das Gel zum Blotten unmittelbar auf die HyBond-

Nitrocellulose-Membran aufgelegt, beidseits gefolgt von je drei in Blotpuffer getränkten 

Whatman-Papieren. Der Proteintransfer in Richtung der Anode auf die Membran erfolgte 

bei 1,3 mA/cm2 zwischen den Graphit-Elektroden der Blot-Apparatur für zwei Stunden. 

Die Nitrocellulosemembran wurde anschließend für eine Stunde in Blockpuffer blockiert, 

bevor sie mit dem jeweils in Blockpuffer verdünnten Primärantikörper (1:1000 für die An-

tikörper αpRS1-Prot, αpRS1-Pept und αrbSGLT1) für eine Stunde bei Raumtemperatur 

oder über Nacht bei 4°C inkubiert wurde. 

Anschließend wurde der Blot drei Mal für je 15 Minuten in Blockpuffer gewaschen, bevor 

sich die Reaktion mit dem Sekundärantikörper anschloss (Merrettichperoxidase-Konjugat, 

1:5000 in Blockpuffer, eine Stunde bei Raumtemperatur). Es folgten erneut drei Wasch-

schritte, bevor die Mischung der beiden ECL (enhanced chemiluminescence)-Reagenzien 

für eine Minute zum Blot gegeben und anschließend der ECL-Film für zehn bis 45 Minu-

ten aufgelegt wurde. Die Entwicklung und Fixierung geschah mit Standardfilmentwickler 

und  

-fixierlösung. 

mod. Laemmli-Puffer: 10% (w/v) Glycin, 2% (w/v) SDS, 0,001% Bromphenolblau 

46,3 mM Dinatriumhydrogenphosphat, 53,7 mM Natriumdihydro-

genphosphat 

TBS-T: 137 mM Natriumchlorid, 2,7 mM Kaliumchlorid, 50 mM Tris, pH 8,0 

0,5% Tween 20 

Blockpuffer: 2% Magermilchpulver in TBS-T 
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2.2.5.  Zellkulturmethoden 

Die LLC-PK1-Zelllinie (ATCC-Nummer CL-101) entstammt der Schweineniere und ent-

spricht in ihren Charakteristika dem Segment 3 des proximalen Tubulus [69], [124], [51]. 

HEK293 (human embryonic kidney)-Zellen (ATCC-Nummer CRL-1573) werden allge-

mein weiterhin als durch Adenovirus Typ 5 transformierte Zellen der embryonalen Niere 

[49] betrachtet, wenn auch in neueren Untersuchungen neuronale Marker gefunden wurden 

[149]. 

Kulturroutinen 

Die Zellen wurden bei 5% CO2 und 37°C in Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium 

(DMEM) kultiviert, dem aufgrund geringer Lagerstabilität Glutamin sowie Antibiotika (1 

mg/ml Streptomycinsulfat, 100 U/ml Penicillin G) und dekomplementiertes fötales Rin-

derserum (fetal calf serum, FCS) frisch zugesetzt wurden. Das Kulturmedium wurde alle 2 

bis 3 Tage gewechselt. Zum Passagieren der konfluent gewachsenen Zellkulturen wurde 

das Medium entfernt und die Kultur mit Ablösepuffer überschichtet, der durch Komple-

xierung von Calcium die Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte löste (20 Minuten bei 37°C); 

für einzelne Zwecke (vgl. Abschnitt „Qualitätssicherung“, S. 92) setzte ich gebrauchsfertig 

gelieferte Trypsinlösung ein. Nach Zentrifugierung der abgelösten Zellen wurden sie in 

Kulturmedium resuspendiert, ein Aliquot der Zellsuspension 1:2 mit Trypanblau gemischt 

und die Zelldichte mittels eines Hämozytometers nach Neubauer bestimmt, bevor 10 000 

Zellen/cm2, für Versuche auf Transwell-Clear-Filtern 20 000 Zellen/cm2, in ein neues Kul-

turgefäß ausgesät wurden. Bei diesen Zelldichten wurde Konfluenz nach etwa 120 Stunden 

erreicht. 

Subkonfluente Zellen kultivierte ich für immunzytochemische Versuche auf 18x18 mm-

oder runden (Durchmesser 10mm) Deckgläschen, die mit Silikonpaste in 6- bzw. 24-well-

Schalen waagerecht eingeklebt werden. Eine vorhergehende Beschichtung mit Poly-L-Lysin 
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oder Gelatine (vgl. [108]) war nach entsprechenden Vorversuchen entbehrlich. Sterilität 

und eine sehr gute Haftung der LLC-PK1-Zellen wurde bereits durch vorsichtiges beidsei-

tiges Abflammen der Deckgläschen erzielt. Da LLC-PK1-Zellen bei Konfluenz einen typi-

schen transepithelialen Substrat- und Wassertransport aufnehmen, der zur Ablösung des 

Zellrasens von üblichen Kulturmatrizes führt (so genannte „Dombildung“), mussten Kon-

fluenzversuche auf mikroporösen Filtern (Transwell Clear TCT Polyester-Membran) statt-

finden, die einen solchen Transport zulassen (vgl. Abschnitt 2.2.7, S. 27). 

Dekompletementierung:Die Inaktivierung von Komplementbestandteilen des Serums er-

folgt durch Inkubation bei 56°C über 30 Minuten im Wasserbad 

Ablösepuffer: Ca2+- und Mg2+-freie Dulbecco´s phosphate buffered saline (DPBS) 

ergänzt um 28 mM NaHCO3, 0,5 mM EDTA, 10 mM HEPES, pH 

7,4 

2.2.6.  Transiente Transfektion von Zellen 

Zur transienten Transfektion von LLC-PK1-Zellen ließ ich die Zellen in einer Vertiefung 

einer six-well-plate über 24 Stunden zu 30-50% Konfluenz wachsen. Nun gab ich 9 µl Fu-

gene-Transfektionsreagenz für fünf Minuten zu 290 µl serumfreiem DMEM, bevor diese 

Mischung tropfenweise zu 5 µg der gewünschten DNA gegeben und für weitere 15 Minu-

ten bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Nach einem Medienwechsel wurde anschließend 

die DNA-Lipid-Suspension zur Kultur gegeben. Nach acht Stunden Inkubationsdauer 

saugte ich den Transfektionsansatz ab und gab neues Medium hinzu. Ich kultivierte die 

Zellen über Nacht und setzte die Zellen für Experimente ein. In gleicher Weise ließ sich 

auch die Transfektion mit auf Transwell Clear TCT Polyester-Filtern zur Konfluenz ge-

wachsenen Zellen durchführen (Transfektion nach ca. 300 Stunden, also vier Tage nach 

Konfluenz), allerdings war die Ausbeute an transfizierten Zellen deutlich niedriger. 
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2.2.7.  Immunfluoreszenz 

Nach zahlreichen Optimierungen (vgl. [36], [161], [183], [20], [74]) erwies sich zum im-

munzytochemischen Nachweise von RS1 und SGLT1 in LLC-PK1 und HEK293-Zellen 

das folgende Protokoll als effektiv; Filterkulturen erforderten dabei die Zugabe der Wasch-

lösungen und Fixantien in das obere und untere Kulturkompartiment. 

Zunächst wusch ich das Kulturmedium sorgfältig zweimal mit Waschpuffer aus und über-

schichtete die Zellen anschließend für 12 Minuten mit 4%igem Paraformaldehyd. Im Ver-

gleich zu ebenfalls untersuchten denaturierenden Aceton- oder Methanolfixierungen wurde 

die Antigenität des Zielproteins durch dieses quervernetzende Fixans bedeutend besser er-

halten, außerdem ist es einfach und bei Raumtemperatur anzuwenden. Nach weiteren zwei 

Waschschritten von je 5 Minuten wurden durch Zugabe von 1 M Glycin in 1,0 M Trispuf-

fer (pH 8,0) für 10 Minuten zu einer Endkonzentration von 40 mM freie Aldehydgruppen 

zu Schiffschen Basen kondensiert (Quenching, vgl. [2]); dadurch wurden Hintergrundsigna-

le durch kovalente Bindung von Antikörpern vermieden. Eine Blockierung mit BSA war 

nach meiner Erfahrung eher nachteilig und unterblieb üblicherweise (vgl. Abschnitt 

„Mehrfachmarkierungen“, S. 29). Nach weiterem Waschen (2 Mal für je 5 Minuten) per-

meabilisierte ich die Zellen mit einer Lösung von 0,25% Triton X-110 in Waschpuffer für 

10 Minuten. Das Detergens wurde dann ausgiebig abgespült.  

B e z e i c h n u n g  
( S e r um /N am e )  

A n t i g e n  L ö s u n g sm i t t e l  
V e r d ü n n u n g  
I n k u b a t i o n  

αpRS1-Prot 
(75-II) 

pRS11-615, 
siehe 2.2.4, S. 19 

Waschpuffer 
1:50 

4° C, über Nacht 
oder RT, 1 h 

αpRS1-Pept 
(N5/V) 

pRS1461-477 
siehe 2.1.2, S. 9 

Waschpuffer mit 
0,25% Triton-X-110 

1:25 
RT, 1 h 
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αrbSGLT1 
(QIS30) 

rbSGLT1243-272 
Waschpuffer mit 

0,25% Gelatine, 0,5% 
BSA 

1:400 
4° C, über Nacht 

Tabelle 2.2: Aus Kaninchen gewonnene polyklonale Primärantikörper gegen 
pRS1 und pSGLT1 bzw. hSGLT1 und ihr Einsatz in der Immunfluoreszenz 

Anschließend wurden die Zellen mit den jeweiligen Primärantikörpern überschichtet, auf 

Filterkulturen ein passend geschnittenes Stück Laborfilm aufgelegt (bessere Verteilung des 

Antikörpers, geringere Mengen, kaum Austrocknung). Lösungsmittel, Verdünnung, Inku-

bationsdauer und -temperatur sind der Tabelle 2.2 zu entnehmen. Nach Abwaschen des 

Primärantikörpers (3 Mal für je 5 Minuten) inkubierte ich die Zellen dann mit dem jeweils 

passenden Sekundärantikörper (vgl. Abschnitt 2.1.3, S. 10). Zum Abschluss des Protokolls 

wusch ich sehr gründlich (6 Mal für je 5 Minuten), bevor die Deckgläser den Kulturgefäßen 

entnommen, Filter mit einem Skalpell aus der Halterung entfernt und unter Zusatz von 1-2 

µl DAPI-Stocklösung je Tropfen Mounting-Medium eingedeckt wurden.  

Waschpuffer: 5 mM 3-(N-morpholino)Propansulfonsäure (MOPS), 100 mM Natri-

umchlorid, 3 mM Kaliumchlorid, 2 mM Calciumchlorid, 1 mM Mag-

nesiumchlorid 

4% Paraformaldehyd: Paraformaldehyd ließ sich durch Titrieren des Lösungspuffers 

(Waschpuffer, 10-fach konzentriert vorgelegt) mit 5 N Natronlauge in 

Lösung bringen. Anschließend wird mit 32%iger Salzsäure der pH 7,4 

eingestellt. 

Präadsorption von Antikörpern 

Zur Spezifitätskontrolle der verwendeten Antikörper setzte ich die Präadsorption mit dem 

antigenen Peptid bzw. Protein ein. Dazu inkubierte ich den Antikörper in der gewünschten 

Verdünnung für 1 Stunde bei 37°C im Wasserbad mit 100 µg/ml des Peptids bzw. Prote-
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ins. Unmittelbar anschließend verwendete ich ihn entsprechend dem unblockierten Anti-

körper im angegebenen immunzytochemischen Protokoll. 

Mehrfachmarkierungen 

Um weitere Antigene (Clathrin, Dynamin II, β-Tubulin, TGN46) zusammen mit pRS1 in 

einer Zelle gemeinsam darzustellen, führte ich zunächst das oben dargestellte Protokoll mit 

dem jeweiligen Primärantikörper (vgl. Abschnitt 2.1.3, S. 10) und einem passenden Sekun-

därantikörper durch, bevor sich entsprechende Schritte mit αpRS1-Prot wiederholten. Als 

Kontrollen für eventuelle Kreuzreaktionen der Sekundärantikörper mit den vorher einge-

setzten Primärantikörpern aus anderen Spezies wurden Präparate erstellt, bei denen der je-

weils „falsche“ Sekundärantikörper den eingesetzten Primärantikörpern folgt. 

Zur Markierung des Actin-Zytoskeletts benutzte ich ein fluoreszenzmarkiertes Derivat von 

Phalloidin, einem Gift aus Amanita phalloides, dem Knollenblätterpilz (vgl. Abschnitt 

2.1.4, S. 11). Dafür inkubierte ich die Zellen mit dem Alexa-Fluor-488-Konjugat von Phal-

loidin in 1% BSA in Waschpuffer für 20 Minuten. Das übrige Protokoll lief dann wie oben 

geschildert ab. 
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3 .  ERGEBNISSE 

3.1. Lokalisation von pRS1 in subkonfluenten LLC-PK1-Zellen 

In subkonfluenten LLC-PK1-Zellen ließen sich drei distinkte Lokalisationen des Proteins 

pRS1 unterscheiden (Abbildung 3.1): 

 
Abbildung 3.1: Verteilung von pRS1 in subkonfluenten LLC-PK1-Zellen 
LLC-PK1-Zellen wurden in einer Dichte von 20 000/cm

2 ausgesät, nach 24 Stunden mit 
Triton X-114 permeabilisiert und mit dem Antikörper αpRS1-Prot untersucht. Sekundä-
rantikörper war ein Ziege-anti-Kaninchen IgG F(ab’)2-Fragment konjugiert an Alexa Fluor 
555. a) Die auf Deckgläschen kultivierten Zellen zeigten pRS1 an der Zellmembran (Reihe 
von Pfeilspitzen), im Zellkern (weiße Pfeilspitze), in einem perinukleären Kompartiment 
(weißer Pfeil) und in Vesikeln im Zytosol, oftmals straßenförmig auf die Zellkontakte zu 
laufend (leere Pfeilspitze). b) Gegenfärbung der Zellkerne mit DAPI. Balken: 50 µm. Ver-
tiefende Darstellungen sind in Abbildung 6.1, S. 73 wiedergegeben. Aufnahmen mit ZEISS 
Axioplan 2, Plan Neofluar 40x,  auf Kodak T-MAX 400 Pro 

Zum einen wurde die ganze Zirkumferenz der Zellen, entsprechend der Plasmamembran 

(vgl. Abschnitt 3.3, S. 34), bandförmig markiert. Diese Färbung war kontinuierlich und 

nicht etwa grobdispers punktiert, was auf eine spezifische Anreicherung in bestimmten 

Membrananteilen hinweisen würde. Zweitens befand sich ein großer Anteil der pRS1-

Moleküle im Zellkern. Drittens fand ich im Zytosol mehrere Signale: Zum einen scharf be-

grenzte, tubulovesikuläre Strukturen mit hoher Signalintensität in der Umgebung des Zell-

kerns. Zum anderen kleine Vesikel unterhalb der Membran und im gesamten Zytosol, teil-
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weise akzentuiert im Bereich von Zellkontakten (leere Pfeilspitze in Abbildung 3.1 a). In 

Abbildung 6.2, S. 75 ist diese Verteilung konfokalmikroskopisch dargestellt, wobei alle Ab-

bildungen einzeln in derselben Zelle aufgenommen wurden: Bilder 1 a) bis c) zeigen eine 

Übersicht, in d) erkennt man zahlreiche Vesikel unterhalb der kontinuierlich angefärbten 

Zellmembran. Das perinukleäre Kompartiment ist in e) dieser Synopse wiedergegeben.  

Diese Verteilung von pRS1 zeigte sich mit beiden von mir erzeugten Antikörpern, aller-

dings mit αpRS1-Pept insgesamt schwächer (Abbildung 3.2) und mit undeutlicherem 

Membransignal. 

 
Abbildung 3.2: Untersuchung subkonfluenter LLC-PK1-Zellen mit ααααpRS1-
Pept  
Mit αpRS1-Pept in der beschriebenen Weise (Abbildung 3.1) untersuchte LLC-PK1-Zellen 
zeigten die gleichen Signale wie mit αpRS1-Prot, jedoch weniger deutlich: pRS1 befand 
sich an der Zellmembran (Reihe von weißen Pfeilspitzen), im Zellkern (weiße Pfeilspitze), 
in einem perinukleären Kompartiment (weißer Pfeil) und in zytosolischen Vesikeln (leere 
Pfeilspitze). Gegenfärbung der Zellkerne mit DAPI (b und d). Präadsorption des Antikör-
pers  mit dem Antigen (c) führte zu praktisch vollständigemVerschwinden der Anfärbung. 
Aufnahmen mit ZEISS Axioplan 2, Plan Neofluar 40x,  auf Kodak T-MAX 400 Pro 

Die Versuche führte ich in gleicher Weise mit stabil und transient mit pRS1 transfizierten 

Zellen ebenso durch wie mit einer Zelllinie, in der die Menge von pRS1 durch stabile 

Transfektion mit einem antisense-Konstrukt vermindert war. Hier ließen sich optisch keine 

signifikanten Änderungen der Proteinmenge in subkonfluenten Zellen feststellen, wenn-

gleich dies im Westernblot deutlich gezeigt worden war [82]. 

3.2. Lokalisation von pRS1 in konfluenten LLC-PK1-Zellen 

Mit Erreichen der Konfluenz exprimieren LLC-PK1-Zellen eine Anzahl für ihre Ausdiffe-

renzierung typischer Proteine, darunter auch SGLT1 (vgl. Abschnitt 1.3, S. 1, Abschnitt 
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4.2, S. 51). Dass Überexpression von pRS1 in konfluenten Zellen zu einer geringeren 

Transkription von SGLT1 führt [82], könnte mit einer physiologischen Abnahme von 

pRS1 im Zellkern bei Erreichen der Konfluenz zusammenhängen, die dann die Transkrip-

tion von SGLT1 und eventuell anderen Proteinen ermöglicht. 

 
Abbildung 3.3: Verteilung von pRS1 in konfluenten LLC-PK1-Zellen 
LLC-PK1-Zellen wurden in einer Dichte von 20 000/cm

2 auf Transwell Clear Polyester-
Membranen ausgesät. Am fünften Tag wurde Konfluenz erreicht, acht weitereTage später 
wurden die Zellen permeabilisiert und mit dem Antikörper αpRS1-Prot gefolgt von einem 
Ziege-anti-Kaninchen AlexaFluor555-Konjugat untersucht. a) Ich fand insgesamt eine 
deutliche Reduzierung der Menge von pRS1. Das Bild zeigt eine von pRS1 freie Zellmemb-
ran, auch im Zellkern (weiße Pfeilspitze) befanden sich zu diesem Zeitpunkt keine detek-
tierbaren Mengen des Proteins. Es zeigte sich nur mehr in intrazellulären Vesikeln, die sich 
perinukleär akzentuiert darstellten. b) Gegenfärbung der Zellkerne mit DAPI. Balken: 
50µm. Vertiefende Darstellungen sind in Abbildung 6.3, S. 77 wiedergegeben. Aufnahmen 
mit ZEISS Axioplan 2, Plan Neofluar 40x,  auf Kodak T-MAX 400 Pro 

Ich konnte nun zeigen, dass dies der Fall ist: Die gesamte Menge an pRS1-Protein war nach 

Konfluenz drastisch reduziert, die Mehrzahl der Zellkerne zeigte keine Akkumulation von 

pRS1 mehr und an der Membran war pRS1 nicht mehr nachzuweisen (Abbildung 3.3). Nur 

im Zytosol fand ich noch eine diskrete punktförmige Verteilung, um den Kern herum tu-

bulovesikuläre Strukturen, wie sie aus den subkonfluenten Zellen bekannt sind (Abbildung 

6.3, Bild e-g, S. 77). 
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Um diese konfluenzabhängig regulierte Kernlokalisation zu quantifizieren, untersuchte ich 

die Kerne der Zellen 18, 72, 120, 216 und 312 Stunden nach Beginn der Kultur. Die Zellen 

wurden auf Transwell Clear-Filtern kultiviert und wurden unter den gewählten Bedingun-

gen nach etwa 120 Stunden konfluent. Die Filterkultur änderte die intrazelluläre Distributi-

on von pRS1 nicht per se (Abbildung 6.1, Bild c, S. 73). 

 
Abbildung 3.4 Der Anteil von LLC-PK1-Zellen, in denen pRS1 im Zellkern 
vorliegt, ist von der Konfluenz abhängig 
Wildtyp-LLC-PK1-Zellen wurden in einer Dichte von 20000/cm

2 auf Costar Transwell 
Clear-Filtern ausgesät und bis zu acht Tage nach Erreichen der Konfluenz (312 Stunden) 
kultiviert. Immunfluoreszenzmikroskopisch wurde der Anteil der Zellen ermittelt, die pRS1 
im Zellkern besitzen. Dazu wurden in je drei (216 Stunden: zwei) unabhängigen Versuchen 
je 731 bis 6250 Zellen beurteilt. Die Graphik zeigt, dass mit Zunehmen der Konfluenz 
pRS1 in immer weniger Zellkernen vorhanden war, am Ende des Versuchs nahm dieser 
Anteil wieder geringfügig zu. 

Ich beurteilte aus je drei (216 Stunden: zwei) von einander unabhängigen Versuchen je 

Präparat 731 bis 6250 Zellen. Eine Kernanreicherung diagnostizierte ich, wenn eine Anfär-

bung des Kerns sichtbar wurde, die deutlich über derjenigen des umgebenden Zytosols lag. 

Das Ergebnis der Versuche zeigt Abbildung 3.4, S. 33. Der relative Anteil der Zellen mit 

Lokalisation von pRS1 im Kern sank demnach drastisch von 0,90 ± 0,06 bei 18 Stunden al-

ten Zellen über 0,73 ± 0,02 (72 Stunden) auf 0,30 ± 0,18 bei Erreichen der Konfluenz (120 

Stunden). Anschließend zeigte sich erneut eine drastische Abnahme der Kernlokalisation 4 
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Tage nach Konfluenz (216 Stunden) auf praktisch Null (0,02 ± 0,02), bevor später wieder 

mehr Kerne spezifisch angefärbt waren (0,15 ± 0,13 nach 312 Stunden). 

3.3. Beziehung von pRS1 zum Zytoskelett 

 
Abbildung 3.5: Nur teilweise überlappende Lokalisation von pRS1 mit Actin 
Subkonfluente LLC-PK1-Zellen wurden mit Alexa Fluor 488-konjugiertem Phalloidin in-
kubiert (grün) und anschließend wie beschrieben mit dem Antikörper αpRS1-Prot (rot) un-
tersucht. Gegenfärbung der Zellkerne mit DAPI. In konfokalmikroskopischen Aufnehmen 
fand sich das beschriebene Bild mit pRS1 (a). Actin-Stressfasern stellten sich innerhalb der 
Zelle dar, daneben ein kräftiges submembranäres Actin-Band (b). Es fand sich nur eine 
teilweise Übelappung von pRS1 und Actin-Signalen. Ergänzend siehe Abbildung 6.4, S. 79. 
Konfokale Aufnahmen mit ZEISS LSM 510, Plan Apochromat 63x, Pinhole 110 µm 

Auf Grund seiner Rolle in der Organisation der Zelle könnte das Zytoskelett bei allen in 

Abschnitt 3.1, S. 30 geschilderten Lokalisationen von pRS1 in subkonfluenten LLC-PK1-

Zellen eine Rolle spielen. Bei meinen Untersuchungen ließ ich mich von folgenden Überle-

gungen leiten: 

a) Da Actin in die Organisation der Zellmembran (vgl. [159], [1]) und an Endocytose-

Vorgängen beteiligt ist [133], [88], [15], [140], [114], könnte eine Kolokalisierung 

von pRS1 und Actin Hinweise auf die Verankerung von RS1 im Bereich der 

Membran und auf eine mögliche Interaktion von RS1 mit Actin bei der kürzlich 

gezeigten [180] Dynamin-abhängigen Regulation von Membranproteinen liefern. 

b) Für das perinukleäre Kompartiment könnte eine Assoziation mit Microtubuli Hin-

weise auf seine Zugehörigkeit zum Golgi-Komplex geben [170]. 
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c) Microtubuli könnten auch in die Organisation der vesikulären Komponente des 

pRS1-Signals involviert sein. 

 
Abbildung 3.6: Perinukleäre Kolokalisation von pRS1 mit Microtubuli 
Subkonfluente LLC-PK1-Zellen wurden mit einem Maus-Antikörper gegen β-Tubulin in-
kubiert, anschließend mit einem Ziege-anti-Maus Cy2-Konjugat. pRS1 wurde wie beschrie-
ben visualisiert. Dieses konfokalmikroskopische Bild zeigt die perinukleäre Kolokalisation 
von pRS1 (a, rot) mit Microtubuli (b, grün, Überlagerung in c, Kernfärbung mit DAPI 
blau). pRS1 enthaltende Tubulovesikel akkumulierten im Bereich des MTOC (microtubule 
organizing centre) besonders stark. Vertiefende Darstellungen sind in Abbildung 6.5, S. 81 
wiedergegeben. Konfokale Aufnahmen mit ZEISS LSM 510, Plan Apochromat 63x, 
Pinhole 135 µm 

Die Anfärbung der Zellen mit Phalloidin, einem Actin bindenden zyklischen Peptid, zeigte 

die sich durch die ganze Zelle erstreckenden Stressfasern und die den Epithelzellen Form 

gebenden Actin-Bänder entlang der Zellmembran (Abbildung 3.5b). Der Vergleich mit der 

Verteilung von pRS1 (Abbildung 3.5a) bestätigte, dass die lineare Anordnung des Proteins 

entlang der durch das Actin-Skelett markierten Zellgrenzen stattfindet. Allerdings konnte 

ich in konfokal aufgenommenen Bildern keine strenge Kolokalisation des Proteins mit Ac-

tin finden. Es handelte sich offenbar lediglich um eine ähnliche Verteilung. Bei sorgfältiger 

Analyse der konfokalen Aufnahmen am Bildschirm fand sich zudem kein Hinweis auf eine 

Interaktion von Vesikeln mit pRS1 und Actin-Filamenten unterhalb der Zellmembran. Ei-

ne Interaktion kann letztlich nur durch funktionelle Versuche erhellt werden. An den foka-

len Adhäsionspunkten mit Verdichtungen des Actin-Skeletts (Abbildung 6.4, Bild 3 e, S. 

79) waren die beiden Proteine gelegentlich, aber nicht regelhaft innerhalb der optischen 

Schnittebene kolokalisiert. Dies ließ keinen Schluss auf eine direkte Interaktion von pRS1 
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mit dem Actin-Skelett zu. Gegen die Kolokalisation beider Proteine spricht auch, dass ent-

lang der Stressfasern keine deutliche Markierung von pRS1 stattfand. 

Nach Markierung der Microtubuli mit einem Antikörper gegen β-Tubulin (Abbildung 3.6b, 

siehe auch Abbildung 6.5, S. 81), zeigte sich das typische Muster des Tubulin-Zytoskeletts, 

das sich, von den Zentrosomen ausgehend, in Richtung auf die Ränder der Zellen erstreckt. 

Dabei fächert es sich, von dichten Bündeln in der Gegend des Zentrosoms ausgehend, ra-

diärstrahlförmig in ein ausladendes Netzwerk auf. pRS1 tragende Tubulovesikel stellten 

sich eng assoziiert mit den Bündeln der Microtubuli im perinukleären Raum, mithin also im 

Bereich des MTOC (microtubule organizing center) dar. 

 
Abbildung 3.7: Behandlung mit Colchicin führt am perinukleären, pRS1-
positiven Kompartiment zu Strukturverlust 
Subkonfluente, auf Deckgläschen kultivierte LLC-PK1-Zellen wurden für 2 Stunden mit 
10µM Colchicin behandelt, anschließend fixiert, permeabilisiert und mit αpRS1-Prot inku-
biert, gefolgt von anti-Kaninchen AlexaFluor 555-IgG-F(ab’)2-Konjugat. Im Vergleich zur 
Kontrolle (a, 0,1% Ethanol) zeigte sich in b) ein deutlich aufgelöstes Feld perinukleärer 
pRS1-positiver Tubulovesikel. In parallelen Experimenten wurde gezeigt, dass unter diesen 
Bedingungen die meisten Microtubuli depolymerisiert sind. Die Daten verdeutlichen, dass 
die Integrität dieses perinukleären Kompartiments von Microtubuli abhängt. Aufnahmen 
mit ZEISS Axioplan 2, Plan Neofluar 40x,  RT-Spot- CCD-Kamera (Diagnostic Instru-
ments). 

Um die Frage zu klären, ob diese apparente Kolokalisation funktionelle Relevanz besitzt, 

nutzte ich den sekundären Pflanzenmetaboliten Colchicin, der zur Depolymerisation von 

Microtubuli führt [169]. Es zeigte sich, dass eine Inkubation subkonfluenter LLC-PK1-

Zellen mit 10 µM Colchicin für zwei Stunden – unter diesen Bedingungen waren Microtu-
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buli weitestgehend zerstört – zum Verlust der kompakten Packung der perinukleären, 

pRS1-positiven Tubulovesikel führte. Diese wurden über weite Teile des Zytosols verstreut 

(Abbildung 3.7). 

Eine solche Assoziation von Tubulovesikeln mit Microtubuli und dem MTOC wies auf 

den Golgi-Komplex hin [170]. Eine Zuordnung der zytosolischen Vesikel zu Microtubuli 

hingegen war auf Grund der hohen Vesikeldichte nur schwer möglich, allerdings erkannte 

ich in günstig getroffenen konfokalen Aufnahmen nahe der Plasmamembran pRS1 tragen-

de Vesikel, die sich entlang von Microtubuli auf dem Weg von der oder zur Membran zu 

befinden schienen (Abbildung 6.5, Bild 3e, S. 81). Weder meine gezeigten konfokalen Auf-

nahmen noch der Einsatz von Colchicin erlaubten allerdings eine sichere Aussage, ob die 

kleinen pRS1 positive Vesikel ebenfalls mit dem Microtubulus-Skelett in Verbindung ste-

hen (vgl. Abschnitt 4.1.2, S. 50). 

3.4. pRS1 und die vesikulären Marker Clathrin und Dynamin 

Dynamin, von dem zahlreiche Isoformen mit differentieller Funktion bekannt sind [21], 

und Clathrin sind wichtige Funktions- bzw. Strukturproteine bei der Bildung von Vesikeln 

an zellulären Organellen und der Plasmamembran. Da die posttranskriptionelle Regulation 

von SGLT1 als Dynamin-abhängig beschrieben wurde [180], untersuchte ich die Lokalisa-

tion von Clathrin und Dynamin in Bezug auf die von pRS1. 

Die subzelluläre Verteilung von Clathrin in LLC-PK1-Zellen spiegelt die vielfältigen Funk-

tionen des Proteins in intrazellulären Transport- und Sortiermechanismen wider (vgl. 

[145]): Clathrin fand sich in den untersuchten Kulturen ähnlich wie in der Literatur be-

schrieben (vgl. [21] mit Abbildung 6.6, S. 83): Es zeigte sich entlang der Plasmamembran 

eine gesprenkelte, diskontinuierliche Verteilung der Clathrin-Immunoreaktivität (Abbildung 

6.6, Bild 3 b, weiße Pfeilspitze, S. 83), daneben nahm sie entsprechend der bedeutenden 



3 . 4 .  pR S 1  u n d  d i e  v e s i k u l ä r e n  M a r k e r  C l a t h r i n  u n d  D y n am i n  

Se i t e  3 8  

Rolle von Clathrin bei vesikulären Transportmechanismen weite Teile des Zytosols ein. 

Perinukleär zeigte sich eine kräftige Anfärbung mit dem Clathrin-Antikörper (Abbildung 

3.8b, leere Pfeilspitze). 

 
Abbildung 3.8: Kolokalisation von pRS1 und Clathrin besonders perinukleär 
Die Verteilung des vesikulären Markerproteins Clathrin (grün, b) wurde mit einem mo-
noklonalen Antikörper gegen bovines Clathrin untersucht, der mit einem Ziege-anti-Maus-
F(ab)’2-Cy2-Konjugat visualisert wurde. Anschließend wurde für pRS1 (rot, a) gefärbt. 
Konfokalmikroskopische Aufnahmen wiesen für Clathrin ein punktuelles Muster an der 
Zellmembran nach (b, weiße Pfeilspitze), zudem zeigten sie insbesondere perinukleär eine 
Kolokalisation von pRS1 mit Clathrin (b, c, leere Pfeilspitze), die in c) gelb zur Darstellung 
kommt. Die pRS1 tragenden Vesikel, die auf die “Ecken” zwischen mehreren Zellen hin zu 
laufen schienen, kolokalisierten teilweise mit Clathrin (a-c, weißer Pfeil). Vertiefende Dar-
stellungen sind in Abbildung 6.6, S. 83 wiedergegeben. Balken 20µm. Konfokale Aufnah-
men mit Leica TCS SP2, Plan Apo 40x, Pinhole 110 µm 

Unter Hinzunahme des pRS1-Signals detektierte ich Clathrin enthaltende Vesikel unmittel-

bar unterhalb der durchgehend von pRS1 besetzten Membran. Nur selten allerdings kolo-

kalisierten beide Signale vollständig, etwa in den auf die Zellgrenzen zulaufenden Vesi-

kelstraßen (Abbildung 6.6, Bild 3 b und d, weißer Pfeil, S. 83). Perinukleär zeigte sich ein 

anderes Bild: Die Clathrin-Signale überlappten deutlich mit der Kontur des pRS1 enthal-

tenden Kompartiments (Abbildung 6.6, Bild 3 b, d und e, leere Pfeilspitze, S. 83). Auf 

Grund der dichten Anordnung von Clathrin in diesem Bereich waren Summeneffekte in-

nerhalb der konfokalen Schnittebene nicht auszuschließen (vgl. Abschnitt 4.1.2, S. 50). 

Eine der von Clathrin sehr ähnliche Verteilung zeigte sich bei Untersuchung von LLC-

PK1-Zellen mit einem Antikörper gegen das ubiquitär exprimierte Dynamin II [29] 

(Abbildung 3.9). Es zeigte sich das andernorts beschriebene Fluoreszenzmuster [21], [107] 
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auch in dieser Zelllinie: Dynamin II ließ sich in einem punktförmigen Muster entlang der 

Plasmamembran (Abbildung 3.9a, weiße Pfeilspitze), dispers in weiten Teilen des Zytosols 

und in einer perinukleären Lokalisation nachweisen (Abbildung 3.9a). 

An der Plasmamembran zeigte sich keine vollständige Kolokalisation von Dynamin II und 

pRS1 (Abbildung 3.9c, weiße Pfeilspitze). Im Zytosol war eine Zuordnung angesichts des 

dichten Dynamin II-Signals kaum möglich, perinukleär zeigte sich jedoch eine deutliche 

Kolokalisation von Dynamin II und pRS1 im Bereich der mit αpRS1-Prot markierten Tu-

bulovesikel. Diese war hier noch deutlicher als mit Clathrin (Abbildung 3.9c und Abbildung 

6.7, Bild 3c, leere Pfeilspitze, S. 85). 

 
Abbildung 3.9: Perinukleäre Kolokalisation von pRS1 und Dynamin II 
Subkonfluente LLC-PK1-Zellen wurden mit einem Ziegen-Antikörper gegen humanes Dy-
namin II sowie einem Esel-anti-Ziege AlexaFluor4888-Konjugat inkubiert (grün, a), an-
schließend wurde pRS1 mit αpRS-Prot detektiert wie beschrieben (rot, b). Es zeigte sich 
eine deutliche Kolokalisation der beiden Proteine perinukleär (leere Pfeilspitze), ähnlich wie 
zuvor mit Clathrin dargestellt (Abbildung 3.8, S. 38). Eine Kolokalisation an der Membran 
war nicht sicher auszumachen. Ergänzende Abbildungen siehe Abbildung 6.7, S.85. Kon-
fokale Aufnahmen mit Leica TCS SP2, Plan Apo 40x, Pinhole 110 µm 

Zusammenfassend fand sich also für die beiden Markerproteine Clathrin und Dynamin II 

eine deutliche und funktionell interessante Kolokalisation mit pRS1 perinukleär, weniger an 

der Plasmamembran.  

3.5. pRS1 und das trans-Golgi-Netzwerk 

Die perinukleäre Kolokalisation mit Clathrin und Dynamin II legte die Vermutung nahe, 

dass pRS1 funktionell in den Transport von Vesikeln eingeschaltet ist. Ich überlegte daher, 



3 . 5 .  pR S 1  u n d  d a s  t r a n s -Go l g i -N e t zw e r k  

Se i t e  4 0  

dass es sich bei dem perinukleär gelegenen, kompakten, tubulovesikulären Netzwerk, das 

eine ausgeprägte Assoziation mit Microtubuli bzw. dem MTOC, Clathrin und Dynamin 

zeigt, am ehesten um einen Teil des Golgi-Komplex handeln könnte. Der Golgi-Apparat 

als Ganzes nimmt jedoch in der Zelle sehr verschiedene Funktionen wahr [10], [75], [1], 

[178]; manche Autoren halten selbst seine Abgrenzung von anderen Organellen für prob-

lematisch [25]. Ich verglich daher die gesammelten Daten mit Literaturangaben und fand es 

wahrscheinlich, dass es sich um das trans-Golgi-Netzwerk (TGN) handeln könnte [21]. Be-

reits 1990 wurde für diesen Teil des Golgi-Komplexes ein Strukturprotein aus der Ratte be-

schrieben, das als Markerprotein weite Verbreitung gefunden hat: TGN38 [101], [6], [184], 

[61]. Für Kolokalisationsstudien in der porcinen LLC-PK1-Zelllinie fand ich in der Litera-

tur einerseits keine bekannte Kreuzreaktivität von TGN38-Antikörpern mit dem Ortholo-

gen aus dem Schwein, andererseits in der BLAST-Datenbank [115] kein Homolog von 

TGN38 im Schwein. Daher benutzte ich einen gut bekannten Antikörper gegen das huma-

ne Homolog, TGN46 [73], [136] und untersuchte die humane HEK293-Zelllinie, in denen 

sich mit αpRS1-Prot ein blockierbares Signal nachweisen ließ (Abbildung 3.10). 

 
Abbildung 3.10: ααααpRS1-Prot zeigt in HEK293-Zellen ein spezifisches Signal. 
Permeabilisierte, subkonfluente HEK293-Zellen wurden mit αpRS1-Prot und einem Zie-
ge-anti-Kaninchen-AlexaFluor 555-Konjugat wie beschrieben inkubiert (a). In c) fand eine  
Vorinkubation des Antikörpers mit rekombinantem pRS1 statt. In b) und d) DAPI-
Färbung der Kerne. Es zeigte sich in HEK293-Zellen ein nukleäres, perinukleäres und in-
trazelluläres pRS1-Signal ähnlich wie in LLC-PK1-Zellen, das durch Vorinkubation mit re-
kombinantem Protein aufgehoben wird. Aufnahmen mit ZEISS Axioplan 2, Plan Neofluar 
40x,  auf Kodak T-MAX 400 Pro 

Meine Untersuchungen zeigten, dass TGN46 in diesen Zellen vorwiegend perinukleär loka-

lisiert ist. Einzelne Signale, die ich innerhalb des Zytosols detektierte (Abbildung 6.7, Bild 
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4, S. 85), können durch die in der Literatur beschriebene Zirkulation von TGN38/46 in-

nerhalb der Zelle zwischen trans-Golgi-Netzwerk und der Zellmembran erklärt werden 

[46]. 

 
Abbildung 3.11: pRS1 ist am trans-Golgi-Netzwerk lokalisiert 
Permeabilisierte HEK293-Zellen wurden mit einem Schaf-Antikörper gegen TGN46, ein 
Markerprotein des trans-Golgi-Netzwerks, und anschließend mit einem Esel-anti-Schaf-
Cy2-Konjugat inkubiert. pRS1 (rot, a) wurde wie in Abbildung 3.10 nachgewiesen. In der 
konfokalmikroskopischem Aufnahme zeigt sich das TGN in HEK293-Zellen als peri-
nukleäres tubulovesikuläres Kompartiment (grün, b). Die Überlagerung des pRS1- und 
TGN46-Signals (c)  zeigt eine deutliche Kolokalisation der beiden Proteine in verschieden 
großen Vesikeln und gewundenen Tubuli. Mit DAPI gefärbte Zellkerne. Balken 5µm. Kon-
fokale Aufnahmen mit ZEISS LSM 510, Plan Apochromat 63x, Pinhole 135 µm 

Interessanterweise fand sich in der Doppelmarkierung mit pRS1 und TGN46 eine prak-

tisch vollständige Kolokalisierung im beschriebenen perinukleären Kompartiment 

(Abbildung 3.11c und Abbildung 6.7, Bild 4 c, leere Pfeilspitze, S. 85). Diese Ergebnisse 

sprechen dafür, dass es sich bei dem perinukleären Kompartiment in der Tat um das trans-

Golgi-Netzwerk handelt. 
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3.6. Die intrazelluläre Verteilung von SGLT1 

Dr. Kipp vom Max-Planck-Institut für molekulare Physiologie in Dortmund stellte kürzlich 

einen Antikörper gegen den Natrium-D-Glucose-Kotransporter 1 des Kaninchens, 

rbSGLT1, vor, der eine ausgeprägte Kreuzreaktivität zu dem des Menschen aufweist. Die 

Gruppe um Kipp verwendete für ihre Experimente die aus einem Kolon-Karzinom abge-

leitete Zelllinie CaCo2 [44], [139], die typische Differenzierungseigenschaften von Dünn-

darmepithelien besitzt [14], [23], [13]. Mit dem als QIS30 bezeichneten Antikörper war in 

nicht permeabilisierten Zellen eine punktförmige Verteilung von SGLT1 gezeigt worden 

[77], nach Permeabilisierung stellte sich das Protein jedoch in großen, über das Zytosol ver-

streuten Vesikeln mit teils tubulären Formationen dar. Wie konventionelle und konfokale 

Aufnahmen gezeigt hatten, sind diese wie Perlen auf einer Schnur entlang von Microtubu-

lus-Filamenten angeordnet. 

a ) b )   
Abbildung 3.12 Der Antikörper ααααrbSGLT1 (QIS30) reagiert spezifisch mit 
einem 75 kDa-Protein in humanen HEK293-Zellen und detektiert ein mem-
branständiges Protein in LLC-PK1-Zellen 
a) 20 µg Protein aus HEK293-Zell-Lysat wurden im SDS-PAGE aufgetrennt, nach dem 
Blotten die jeweilige Bande aus der Nitrozellulose-Membran ausgeschnitten und mit 1 ml 
1:4000 verdünntem QIS30-Antikörper inkubiert. b) In nicht permeabilisierten konfluenten 
LLC-PK1-Zellen zeigt dieser Antikörper ein punktförmiges Muster von in die Membran in-
seriertem pSGLT1. Aufnahmen mit ZEISS Axioplan 2, Plan Neofluar 40x,  RT-Spot- 
CCD-Kamera (Diagnostic Instruments). 

Handelt es sich bei diesen Vesikeln um die gleiche Vesikelpopulation, in der auch pRS1 

vorkommt? Um diese Frage zu adressieren, übertrug ich die von Kipps Arbeitsgruppe vor-
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gelegten Experimente auf die humanen HEK293- und die aus der Schweineniere stam-

menden LLC-PK1-Zellen. In HEK293-Zellen konnte ich hSGLT1 mit QIS30 im Western-

Blot nachweisen (Abbildung 3.12 a), in konfluenten, nicht permeabilisierten konfluenten 

LLC-PK1-Zellen zeigte sich pSGLT1 in Form eines grob dispersen Signals in der Membran 

(Abbildung 3.12 b). 

Die weiteren Ergebnisse sind in Abbildung 6.8, S. 87, dargestellt und vergleichbar mit den 

von Kipp beschriebenen: SGLT1 befand sich in intrazellulären Vesikeln subkonfluenter 

HEK293- und LLC-PK1-Zellen. Diese stellten sich teils länglich, teils sphärisch und über 

das ganze Zytosol verstreut dar. Dabei besaßen sie in der konfokalen Mikroskopie einen 

Durchmesser von 1,01 ± 0,22 µm (Mittelwert ± Standardabweichung, n=103, bei längli-

chen Vesikeln kleinster Durchmesser). Zum Vergleich: RS1 tragende Vesikel in LLC-PK1-

Zellen waren etwa 0,3 bis 0,7 µm groß. Außerdem zeichnete sich bei Untersuchung mit 

QIS30 unscharf ein perinukleäres tubulovesikuläres Kompartiment ab (Abbildung 6.8, Bild 

1 a und c, leere Pfeilspitzen, S. 87). Für Teile dieses Kompartiments ließ sich in HEK293-

Zellen eine Kolokalisation mit dem trans-Golgi-Netzwerk-Marker TGN46 zeigen (ebd., 

Bild 3 c, leere Pfeilspitze). 

Um das Verhältnis von pRS1 und pSGLT1 an diesem Kompartiment näher zu untersu-

chen, stellte ich pSGLT1 auch zusammen mit Clathrin und Dynamin II dar. Die Ergebnis-

se sind in Abbildung 6.9, S. 89 zusammengefasst: Es zeigte sich zwar eine deutliche Über-

lappung des Signals von pSGLT1 mit Dynamin II, jedoch nur eine geringe mit Clathrin. 

Aus funktionellen Studien ist bekannt, dass die durch RS1 bewirkte Herabregulation von 

SGLT1 von Dynamin abhängig ist. Diese Daten erlauben die Interpretation, dass dieser 

Prozess eher am TGN als an der Plasmamembran stattfindet und SGLT1 möglicherweise 

nicht über Clathrin vermittelten Vesikeltransport dort reguliert wird. 
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In konfluent gewachsenen LLC-PK1-Zellen zeigten die mit QIS30 angefärbten Vesikel ge-

genüber subkonfluenten Zellen keine grundsätzlich unterschiedliche Verteilung, jedoch war 

die Proteinmenge deutlich erhöht. Die Vesikel erschienen vermehrt tubulär. Sowohl in der 

konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie als auch in konventionell fluoreszenzmikroskopi-

schen Aufnahmen war in beiden Zelllinien eine Assoziation der Tubulovesikel mit Mikro-

tubuli nachzuweisen, besonders gut in der Zellperipherie (Abbildung 6.8, Bild 2 c und f, 

weiße Pfeilspitzen, S. 87). Eine Behandlung mit 10 µM Colchicin über zwei Stunden, wie 

für pRS1 dargestellt, führte zum Verlust der länglichen Form der Tubulovesikel und deren 

Ausrichtung (Abbildung 3.13). 

 
Abbildung 3.13: Behandlung von LLC-PK1-Zellen mit Colchicin führt zum 
Verlust der longitudinalen Form der SGLT1 tragenden Tubulovesikel 
Subkonfluente, auf Deckgläschen kultivierte LLC-PK1-Zellen wurden für 2 Stunden mit 10 
µM Colchicin behandelt, anschließend fixiert, permeabilisiert und mit QIS30-Antikörper 
inkubiert, gefolgt von anti-Kaninchen AlexaFluor 555-IgG-F(ab')2-Konjugat. Färbung der 
Zellkerne mit DAPI. Im Vergleich zur Kontrolle (a, 0,1% Ethanol) zeigte sich das Ver-
schwinden der länglichen Struktur von SGLT1 enthaltenden Tubulovesikel. Diese Daten 
bestätigen, dass die SGLT1 enthaltenden Tubulovesikel Microtubuli zur Erhaltung ihrer in-
takten Organisation benötigen. Aufnahmen mit ZEISS Axioplan 2, Plan Neofluar 40x,  
RT-Spot- CCD-Kamera (Diagnostic Instruments). 

Aus den geschilderten Experimenten ergibt sich, dass die beiden Vesikelpopulationen 

(pSGLT1 vs. pRS1) nicht identisch sind: Erstens sind die pSGLT1 tragenden Vesikel deut-

lich größer, zweitens in allen Bereichen der Zelle entlang von Microtubuli ausgerichtet. 

pRS1 enthaltende Vesikel lassen sich dagegen nur im Bereich des MTOC den Microtubuli 
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zuordnen (vgl. Abschnitt 3.3, S. 34). Eine Darstellung der beiden Proteine pSGLT1 und 

pRS1 in einer Zelle gelang leider nicht. Da beide Primärantikörper aus dem Kaninchen 

stammen, wäre vor Inkubation mit dem zweiten Primärantikörper die Absättigung aller 

Bindungsstellen am IgG-Molekül des zuerst eingesetzten Primärantikörpers erforderlich. 

Entprechende Versuche zeigten jedoch, dass sich auch bei Verwendung von fluoreszenz-

markierten F(ab´)2- bzw. F(ab)-Fragmenten eine Kreuzreaktion der beiden Sekundäranti-

körper nicht völlig unterdrücken lässt. 

3.7. Brefeldin A induziert die Freisetzung von pRS1 am TGN 

Das TGN spielt eine wichtige Rolle bei der Sortierung von Proteinen in unterschiedliche 

Kompartimente der Zelle wie Lysosomen oder Endosomen. Für diesen Vorgang sind A-

dapterproteine von überragender Bedeutung [78]; sie rekrutieren entsprechend den zu 

transportierenden Proteinen Gerüstproteine wie Clathrin und erlauben so ihren zielgerich-

teten Transport innerhalb der Zelle. 

An der Rekrutierung von Gerüstproteinen sind dabei maßgeblich Guanin-Nucleotid-

Austausch-Faktoren (GEF) beteiligt. Ihre experimentelle Inhibition durch einen Metaboli-

ten aus Penicillium brefeldianum, Brefeldin A (BFA), war bei der Aufklärung der Trans-

portvorgänge im Golgi-Apparat von großer Bedeutung [39]. BFA-Behandlung von Zellen 

führt zur Dissoziation der Adapter-Gerüstproteinkomplexe von der Membran des TGN 

[134]. Im Hinblick auf die vermutete Rolle von pRS1 bei der Regulation von Membranpro-

teinen und deren Dynamin-Abhängigkeit untersuchte ich daher den Effekt von BFA auf 

die intrazelluläre Verteilung von pRS1 und pSGLT1 in LLC-PK1-Zellen. Dazu wurden 

subkonfluente Kulturen auf Deckgläschen für unterschiedliche Zeiträume mit 2 µg/ml 

Brefeldin A inkubiert, anschließend mit αpRS1-Prot bzw. QIS30 angefärbt und die Vertei-

lung von pRS1 bzw. pSGLT1 mit Kontrollen verglichen. Dabei zeigte sich bereits nach ei-
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ner Minute ein weitgehender Verlust von pRS1 vom TGN, nach 5 bis 10 Minuten lag das 

Protein verstreut im gesamten Zytosol vor. Für pSGLT1 beobachtete ich nach diesen Zeit-

räumen das Auftreten von dünnen Ausstülpungen der pSGLT1-positiven Kompartimente, 

die zum Teil ausgedehnt ramifiziert erschienen. 

 
Abbildung 3.14 Brefeldin A (BFA) führt zum Verlust von pRS1 am TGN und 
zur Umverteilung von pSGLT1 in ramifizierte Tubuli 
Subkonfluente, auf Deckgläschen kultivierte LLC-PK1-Zellen wurden für eine (b, e) und 
fünf (c, f) Minuten mit 2 µg/ml Brefeldin A behandelt, anschließend mit αpRS1-Prot bzw. 
QIS30 immunfluoreszenzmikroskopisch untersucht. Kontrolle mit 0,1%Methanol (a, d). 
Es zeigte sich eine rasche, innerhalb von 5 Minuten komplette Freisetzung von pRS1 vom 
TGN. pSGLT1 wurde in ramifizierte, von putativen Endosomen und dem TGN ausge-
hende Tubuli umverteilt. Die Daten legen eine Rolle von pRS1 als Adapter-/Gerüstprotein 
am TGN nahe. Aufnahmen mit ZEISS Axioplan 2, Plan Neofluar 40x,  RT-Spot- CCD-
Kamera (Diagnostic Instruments). 

Diese Beobachtungen weisen auf die Möglichkeit hin, dass es sich bei pRS1 um einen Be-

standteil von Adapter-Gerüstprotein-Komplexen am TGN handelt, während SGLT1 

membrangebunden umverteilt wird, wie dies ähnlich für den Transferrin-Rezeptor bei Be-

handlung mit BFA gezeigt wurde [96]. 
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3.8. Inhibition des Proteasoms ändert die Lokalisation von pRS1 

Bisher habe ich gezeigt, dass pRS1 in LLC-PK1-Zellen konfluenzabhängig stark herunter-

reguliert wird und dass sich seine intrazelluläre Verteilung vor und nach Konfluenz unter-

scheidet. Nachdem sich auch experimentelle Überexpression von pRS1 in konfluenten 

LLC-PK1-Zellen nicht in einer deutlichen Veränderung seiner Menge und Verteilung nie-

derschlug (Abbildung 6.3, S.77) und da andererseits zahlreiche an der Regulation des Zell-

zyklus beteiligte Proteine, Signaltransduktionsmoleküle und Transkriptionsfaktoren nach 

Markierung mit Polyubiquitin durch das 26S-Proteasom abgebaut werden (für Übersichten 

vgl. [8], [26]), untersuchte ich den Effekt einer Hemmung des Proteasoms auf die Vertei-

lung von pRS1 und pSGLT1 in konfluenten LLC-PK1-Zellen. Insbesondere hielt ich es für 

möglich, dass der Verlust der Kernlokalisation von pRS1 bei Konfluenz auf einen protea-

somalen Abbau, evt. im Nucleus selbst, zurückzuführen ist (vgl. [50], [164], [125], [132], 

[142], [19]). 

In meinem Versuchsansatz ließ ich LLC-PK1-Zellen zur Konfluenz wachsen (216 Stun-

den), bevor ich das Leupeptin-Analog MG132 (Benzyloxycarbonyl-Leu-Leu-Leu-Aldehyd, 

[53], [143]) für 24 Stunden in einer Konzentration von 10µM hinzugab und anschließend 

pRS1 wie beschrieben  nachwies. Das Ergebnis zeigt Abbildung 6.10, S. 91: Während 

unbehandelte, konfluente LLC-PK1-Zellen nur wenig pRS1 besaßen, nahm dessen Menge 

bei Hemmung des Proteasoms drastisch zu. Außerdem ändert sich seine intrazelluläre 

Verteilung (Abbildung 6.10, Bild 1, S. 91): Neben dem auch ohne Hemmung des 

Proteasoms (Abbildung 6.3, Bild e-g, S. 77) erkennbaren perinukleären (TGN-) Signal 

(Abbildung 6.10, Bild 1 d, leere Pfeilspitze, S. 91) wurde pRS1 nun auch im Kern, im 

Zytosol an intrazellulären Vesikeln und sogar an der Zellmembran (ebd., weiße Pfeilspitze) 

detektiert. Mithin war also eine Verteilung wie vor Konfluenz der Zellen hergestellt. 
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3.9. Inhibition des Proteasoms verhindert die konfluenzabhängige 

Heraufregulation von pSGLT1 

Es lag nahe, zu untersuchen, wie sich die Hemmung des Proteasoms auf Menge und Ver-

teilung von pSGLT1 auswirkt. Den Versuch führte ich analog zu dem oben geschilderten 

durch. Im Ergebnis fand ich nicht etwa eine Zunahme der Menge von pSGLT1, wie es zu 

erwarten gewesen wäre, wenn pSGLT1 durch das Proteasom abgebaut würde, sondern 

vielmehr eine Abnahme des Transporters. Er befand sich vielmehr nur noch perinukleär, 

putativ also im trans-Golgi-Netzwerk (Abbildung 6.10, Bild 2 a, leere Pfeilspitze, S. 91). 

Führt also die Akkumulation von pRS1 bei Hemmung des Proteasoms zur Herunterregula-

tion von pSGLT1? Ich untersuchte diese Frage mittels einer LLC-PK1-Zelllinie, in der die 

Expression von pRS1 durch eine antisense-Strategie stark vermindert ist [82]. Auch hier 

ließ ich die Zellen zur Konfluenz (120 Stunden nach Aussaat, da die antisense-Kulturen 

rasch altern und sich vom Kultursubstrat ablösen) wachsen, hemmte das Proteasom für 24 

Stunden und untersuchte die Verteilung von pSGLT1 in diesen Zellen (Abbildung 6.10, 

Bild 3, S. 91). In der Mehrzahl der Fälle war die Zelle wieder angefüllt von pSGLT1-

positiven Tubulovesikeln. Wenn auch vielfach perinukleär etwas akzentuiert, fanden sie 

sich doch über das ganze Zytosol verteilt. Das Bild ähnelte jenem in konfluenten LLC-

PK1-Zellen, deren Proteasom nicht gehemmt wurde. Eine Ausschaltung oder zumindest 

deutliche Reduktion von pRS1 konnte also die durch eine Proteasomhemmung bewirkte 

Umverteilung von pSGLT1 rückgängig machen. 
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4 .  DISKUSSION 

In dieser Arbeit konnte ich mittels Immunfluoreszenzmikroskopie zeigen, dass in sub-

konfluenten LLC-PK1-Zellen pRS1 – oder zumindest Bruchstücke davon (siehe unten) – 

im Kern vorkommt, seine Menge dort jedoch mit zunehmender Konfluenz rasch abnimmt. 

In Kolokalisationsstudien mit zellulären Markerproteinen stellte ich eine teilweise Kolokali-

sation von pRS1 mit Microtubuli, Clathrin und Dynamin II in einem tubulovesikulären pe-

rinukleären Kompartiment fest und zeigte, dass HEK293-Zellen dort ein Markerprotein 

des trans-Golgi-Netzwerks exprimieren. Behandlung der Zellen mit Brefeldin A führte 

zum Verschwinden von pRS1 vom TGN. Hemmung des Proteasoms in konfluenten LLC-

PK1-Zellen führte zur Zunahme der Menge von pRS1 und einer Änderung seiner Vertei-

lung. Hingegen nahm gegenläufig die Menge von SGLT1 in der Zelle ab. 

4.1. Überlegungen zur Heuristik 

Im Folgenden sollen kurz die eingesetzten Methoden erörtert werden. 

4.1.1.  Antikörper 

In meinen Untersuchungen griff ich überwiegend auf den polyklonalen, gegen das fast voll-

ständige Protein pRS1 gerichteten Antikörper αpRS1-Prot zurück. Gegenüber αpRS1-Pept 

erzeugte er dank einer höheren Anzahl an Epitopen eine kräftigere Darstellung des Anti-

gens. Die Identität der Aminosäuresequenzen von pRS1 und hRS1 von 73% ließ eine rela-

tiv spezifische Kreuzreaktion von αpRS1-Prot mit dem humanen Ortholog – Paraloge 

wurden im humanen Genomprojekt nicht gefunden – erwarten. Entsprechend konnte eine 

Kreuzreaktion von αpRS1-Prot mit hRS1 in der Nierenzelllinie HEK293 gezeigt werden 

(Abbildung 3.10, S.40, vgl. Abschnitt 2.2.5, S. 25). Ex post folgte aus der Übereinstimmung 

der mit αpRS1-Prot erzielten Signale in HEK293- und LLC-PK1-Zellen und ihrer Blo-
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ckierbarkeit, dass mit diesem Antikörper das humane Ortholog von pRS1 erkannt wird. 

Zusammen mit den gezeigten und weiteren (Leyerer, unveröffentlichte Daten) Untersu-

chungen im Western-Blot legte dies eine hohe Spezifität des eingesetzten Antikörpers nahe. 

Offen blieb indes, ob es sich bei allen Signalen um das vollständige Protein handelt. Da a-

ber auch αpRS1-Pept die beschriebene Verteilung zeigte, lag zumindest der von diesem 

Antikörper erkannte „Mittelteil“ des Proteins (Aminosäuren 461-477) dort jeweils vor. 

Für die Darstellung von Tubulin, Clathrin und Dynamin in den porcinen LLC-PK1-Zellen 

verwendete ich kreuzreagierende Antikörper gegen die strukturell sehr ähnlichen Ortholo-

gen aus Rind bzw. Mensch. Auf die Reaktivität und Spezifität des Antikörpers QIS30 gegen 

SGLT1 wurde bereits ausführlich eingegangen (Abschnitt 3.6, S. 42). 

4.1.2.  Kolokalisation bei konfokaler Mikroskopie 

In einem ersten Schritt untersuchte ich alle Experimente unter dem konventionellen Auf-

lichtfluoreszenzmikroskop, um einen Eindruck von der Verteilung der einzelnen Zielprote-

ine zu gewinnen. In der Kompromissfindung zwischen Darstellung einer repräsentativer 

Verteilung einerseits und einer möglichst geringen optischen Schicht andererseits in der 

konfokalen Mikroskopie wählte ich in der Regel ein „Pinhole“ entsprechend einer Schicht-

dicke zwischen 1,0 und 1,8 µm. Auf diese Weise war ein Signal A, das mittig in der opti-

schen Ebene lag, maximal 0,5 µm bis 0,9 µm in vertikaler Richtung von einem als kolokali-

siert dargestellten Signal B entfernt. Dies erschien gerechtfertigt, da ein optimal getroffener 

Microtubulus sich in der Immunfluoreszenz in einer Breite von bis zu 0,3 µm darstellt und 

typische RS1-positive Vesikel in LLC-PK1-Zellen außerhalb des TGN einen Durchmesser 

von 0,3 µm bis 0,7 µm besaßen. Durch Teilvolumeneffekte konnten jedoch auch nur teil-

weise in der konfokalen Ebene befindliche Vesikel zu einer apparenten Kolokalisierung 

beitragen. Nach wie vor bleibt daher die Elektronenmikroskopie der Goldstandard. 
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4.2. Unterschiedliche Signale regeln den Transporter SGLT1 

Die Regulation des physiologisch und pathophysiologisch [171] bedeutsamen Natrium-

abhängigen Glucose-Transports wurde mehrfach in LLC-PK1-Zellen untersucht. Zuerst 

zeigten Mullin [113] und Rabito [128] in diesen Zellen einen endogenen, Phlorizin-

hemmbaren Glucose-Transport. Die Gruppe um Julia E. Lever identifizierte ein 75-kDa-

Protein, das diesen Transport mediiert und identifizierte den Transporter als SGLT1 [185], 

[117], [187]. In den folgenden Jahren wurden einige Regulationsmechanismen von SGLT1 

in diesen Zellen näher untersucht. 

Demnach steigern Hexamethylen-Bisacetamid (HMBA) und Hemmstoffe des cAMP-

Abbaus den SGLT1-mediierten Glucose-Transport [3], [4], [90] auf Grund einer erhöhten 

Stabilität des 3,9 kb-Transkripts von SGLT1 [122] durch Bindung von SG-URBP, einem 

cAMP-abhängig phosphorylierten Faktor, an eine 3’ nicht translatierte, Uridin-reiche Regi-

on des SGLT1-Transkripts [123], [93]. 

Es ist beschrieben worden, dass Proteinkinase C nur in subkonfluenten, nicht aber in kon-

fluenten LLC-PK1-Zellen aktiv ist [155]. Die Menge von SGLT1-mRNA ließ sich in kon-

fluenten Zellen durch Behandlung mit dem Phorbolester TPA (Phorbol-12-O-

Tetradecanoat-13-Acetat) verringern. Umgekehrt verhinderte die Inhibition der PKC durch 

H-7 (1-5-Isoquinolinsulfonyl-2-Methylpiperazininhydrochlorid) den Abfall der SGLT1-

mRNA beim Passagieren. Aus unserem Labor stammende Daten widersprechen jedoch 

diesen und anderen Literaturangaben [35] zur Aktivität der PKC in LLC-PK1-Zellen: Leye-

rer et al. (Manuskript eingereicht) demonstrierten mit zunehmender Differenzierung der 

Zellen eine höhere Aktivität der Proteinkinase C.  

In der humanen intestinalen Zellinie HT-29-D4 hingegen wurde ein PKC-abhängiger 

posttranslationaler Signalweg beschrieben. Stimulation der PKC führte in undifferenzierten 

Zellen zur Aufnahme der Transportaktivität, ihre Hemmung verminderte sie [37]. Immu-
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nogold-EM-Aufnahmen zeigten eine Translokation intrazellulärer Vesikel an die Membran 

und eine Zunahme des SGLT1-Membransignals selbst. Unterschiede in der Regulation von 

SGLT1 durch PKC-Stimuli können durch Speziesunterschiede erklärt werden (vgl. [64]). 

Einen Einfluss auf die Regulation des SGLT1-abhängigen Transports in LLC-PK1-Zellen 

hat auch die Glucose-Konzentration: Moran [111], [112] beobachtete zuerst, dass bei einer 

niedrigen Glucose-Konzentration von 5 mM der Natrium-abhängige Glucosetransport in 

LLC-PK1-Zellen am höchsten ist. Dies konnte auf eine höhere Konzentration der SGLT1- 

(und GLUT1-) mRNA zurückgeführt werden [117], die sowohl bei höheren, als auch nied-

rigeren Glucose-Konzentrationen absank. Experimente in experimentell diabetischen Rat-

ten führten zu der Vermutung, dass eine physiologische Rolle in einer Notbremse bei stark 

erhöhten Glucose-Konzentrationen im Tubuluslumen zu suchen ist (vgl. [186]), während 

für das Verhalten bei niedrigen Konzentrationen keine einheitliche Meinung besteht. 

Andere Studien in Tiermodellsystemen beleuchteten den Einfluss von Diät [156], [7] und 

ontogenetischer Entwicklung auf die Expression von SGLT1 (für eine Übersicht siehe 

[42]). 

4.3. Funktion und intrazelluläre Lokalisation von pRS1 

Für das Regulatorprotein RS1 wurde gezeigt, dass es – neben verschiedenen anderen 

Transportern – das Modellprotein SGLT1 auf unterschiedlicher Ebene reguliert (vgl. Ab-

schnitt 1.3, S. 4). Korn, Kühlkamp et. al. [82] demonstrierten, dass seine Menge an der 

Zellmembran in LLC-PK1-Zellen konfluenzabhängig abnimmt, während der SGLT1-

mediierte Transport ansteigt. Stabile Überexpression von RS1 verminderte diese Heraufre-

gulation, umgekehrt war sie in einer pRS1-antisense-Zelllinie verstärkt; dies konnte auf Än-

derungen der Transkription von SGLT1 zurückgeführt werden. Kühlkamp [85] demonst-

rierte in der Folge die Anwesenheit von pRS1 im Zellkern subkonfluenter LLC-PK1-Zellen 
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mittels Western-Blot und fluoreszierenden pRS1-Fusionsproteinen. In dieser Arbeit ver-

suchte ich durch Nutzung der Immunfluoreszenzmikroskopie, die intrazelluläre Lokalisati-

on von pRS1 und pSGLT1 genauer als in Zellfraktionierungsexperimenten darzustellen 

und Rückschlüsse auf mögliche Funktionen zu ziehen. 

4.3.1.  Die subzelluläre Verteilung von pRS1 wird konfluenzabhängig 

reguliert 

Meine Ergebnisse bestätigten und erweiterten die dargestellten Befunde: In subkonfluenten 

Zellen gelang der Nachweis, dass sich pRS1 an der Membran befindet (1), zugleich aber er-

kannte ich multiple kleine Vesikel im Zytosol verstreut (2) und ein umfängliches perinukle-

äres Feld von Tubulovesikeln, die einer eigenen Organisation zu unterliegen schienen (3). 

Zudem färbte sich der Zellkern außerordentlich kräftig (4). Schwierig war es, frei in den 

Zellen vorkommende pRS1-Moleküle von Vesikeln einerseits und Hintergrundsignalen an-

dererseits zu differenzieren. Verglichen mit subkonfluenten war in konfluenten Zellen die 

Menge an pRS1 insgesamt deutlich reduziert und es fand sich kein pRS1 mehr an der 

Membran. Die Zellkerne erschienen wie ausgestanzt in einem Vesikel enthaltenden Zyto-

sol. Konfokale Aufnahmen zeigten das perinukleäre Kompartiment klar abgrenzbar. Be-

trachtet man die Dynamik des Kerntransports, so nahm der Anteil an Zellen mit pRS1 im 

Kern kontinuierlich mit der Kulturdauer ab. Dies ist konsistent mit der Überlegung, dass 

Zellinseln zusammen wachsen und sich zu differenzieren beginnen, bis schließlich nur 

mehr wenige Zellteilungen stattfinden und die Zellen ihren endgültigen Phänotyp ausge-

prägt haben. Die leichte Zunahme der Kernlokalisation acht Tage nach Konfluenz lässt 

sich zwanglos mit dem beginnenden Absterben von Zellen und ihrem Ersatz durch jugend-

liche erklären. Nach Zellfraktionierung hatte Kühlkamp [85] im Zellkern mittels Western-

Blot neben dem gesamten Protein auch Fragmente identifiziert. Da sich pRS1 in meinen 
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Untersuchungen auch mit αpRS1-Pept  im Zellkern nachweisen ließ, muss dort zumindest 

der diesem Peptid entsprechende Mittelteil von pRS1 vorhanden sein. 

Diese Daten erlauben die Annahme, dass pRS1 selbst mit der DNA, einem Transkriptions-

faktor oder einem anderen Kernprotein interagiert, und nicht etwa den Kerntransport eines 

Transkriptionsfaktor induziert. Bisher wurde noch nicht untersucht, ob pRS1 mit DNA in-

teragiert. Da pRS1 in der Immunfluoreszenzmikroskopie den ganzen Zellkern mit Aus-

nahme der Nucleoli homogen ausfüllte, liegt entweder ein Teil des pRS1 nicht an DNA (o-

der Kernproteine) gebunden vor, oder steuert ein gleichmäßig im Kern verteiltes Protein. 

Möglich wäre auch, dass nur ein Teil von pRS1, etwa durch Phosphorylierung oder 

Dephosphorylierung, aktiviert ist, während der Hauptteil von pRS1 „in Reserve“ gehalten 

wird. 

4.3.2.  pRS1 ist mit verschiedenen Kompartimenten vesikulären 

Transports assoziiert, darunter dem trans-Golgi-Netzwerk 

An der Zellmembran, an der pRS1 ja zuerst beschrieben worden war, bildete sich fluores-

zenzmikroskopisch eine kontinuierliche Linie ab, die die Zellgrenzen nachzeichnete. In der 

Darstellung zusammen mit Actin folgte pRS1 dem Verlauf der unter der Membran ange-

brachten Actin-Bänder. Da sich jedoch keine komplette Kolokalisation von pRS1 und Ac-

tin nachweisen ließ, erscheint eine etwaige Verankerung von pRS1 am Actin-Zytoskelett 

unwahrscheinlich. Eher wird pRS1 durch integrale Membranproteine an die Plasma-

membran rekrutiert. Diese Hypothese steht auch im Einklang mit meinem Befund, dass 

pRS1 an intrazellulären Vesikeln vorkommt, die ich teils unmittelbar unterhalb der Memb-

ran einzeln oder in Gruppen fand, zum Teil im Bereich der fokalen Adhäsionskontakte ak-

kumuliert. Auch hier konnte ich jedoch keinen Zusammenhang mit den untersuchten Zy-

toskelettkomponenten finden. Ob daher bei Membranfusionsprozessen pRS1 tragender 
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Vesikel in der Zellperipherie kurze Actin-Filamenten im Zusammenspiel von Arp2/3, 

WASP und WIP [114], [15] eine Rolle spielen, müssen funktionelle Studien zeigen. 

 
Abbildung 4.1 Vesikuläre Transportwege der Zelle (nach [91], mit Angaben 
von [165], [176], [178], [5] und in [10]) 
AP: adapter protein, GGA: Golgi-localized gamma-ear containing ADP ribosylation factor-
binding protein, COP: coatomer protein, CCP: clathrin coated pit; CCV: Clathrin coated 
vesicle; EE: early endosome; SE: sorting endosome; CURL: compartment of un coupling 
of receptor and ligand; LE: late endosome; MVB: multivesicular body; Ly: lysosome; RC: 
recycling compartment; CTN: cis-tubular network; ER: endoplasmic reticulum; ERGIC: 
ER/Golgi intermediate compartment; TGN: trans-Golgi-network 

Um in die Plasmamembran oder membranumgrenzte Organellen integrierte Proteine spezi-

fisch in Vesikel zu „verpacken“, rekrutieren diese Adapterproteine. Diese differieren je 

nach Kompartiment: An der Plasmamembran übernimmt AP-2 diese Rolle, im trans-

Golgi-Netzwerk und an Endosomen AP-3 und AP-1 sowie GGAs (Golgi-localized gam-

ma-ear containing ADP ribosylation factor-binding proteins, vgl. [135], [62], [106], 

Abbildung 4.1). Nach einem gängigen Modell interagieren diese Adapterproteine anschlie-

ßend mit einem Gerüstprotein wie Clathrin. Dieser Prozess steht am Beginn der Vesikel-
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bildung; anschließend kommt es zur Abschnürung der Vesikel, die  in nicht-neuronalen 

Zellen von Dynamin II-Isoformen mediiert wird [148]. 

In meinen Studien fand ich keine Kolokalisation von Clathrin mit pRS1 an der Plasma-

membran, allenfalls im Bereich der auf die fokalen Adhäsionskontakte zu laufenden Vesi-

kelstraßen. Auch für Dynamin II ergab sich weder an der Membran noch an den intrazellu-

lären, kleinen Vesikeln ein mit pRS1 überlappendes Signal.  

Ein besonders wichtiges Ergebnis meiner Arbeit zeigte sich jedoch bei der genauen Unter-

suchung des perinukleären, pRS1 enthaltenden tubulovesikulären Netzwerks. In Kolokali-

sationsuntersuchungen mit Dynamin II und Clathrin zeigte sich dort eine teilweise Koloka-

lisation beider Funktionsproteine mit pRS1, die man stellenweise als saumartige Umran-

dung des pRS1 enthaltenden Kompartiments erkennen konnte. Zudem fand ich das Kom-

partiment im Bereich des MTOC, des microtubule organizing centre, wie die Gegenfär-

bung mit dem β-Tubulin-Antikörper zeigte. Diese Daten führten zu der Vermutung, dass 

es sich um das trans-Golgi-Netzwerk handeln könnte (vgl. Darstellung in Abschnitt 3.5., S. 

39, zu Dynamin II: [71], [107], [22], zu Clathrin: [10], [92], zu Microtubuli: [170]). 

Die in Abbildung 3.11, S. 41 gezeigten Aufnahmen demonstrieren eine nahezu vollständige 

Kolokalisation der beiden Proteine. Ich fand TGN46 zwar auch im Zytosol verstreut 

(Abbildung 6.7, Bild 4b, S.85), dies aber ist in guter Übereinstimmung mit seiner Rezirkula-

tion innerhalb der Zelle: So wurde durch Inkubation lebender, mit einem Tac-TGN38-

Fusionsprotein transfizierter Zellen mit einem anti-Tac-Antikörper gezeigt, dass TGN38 

mit einer Halbwertszeit von knapp einer Stunde über die Plasmamembran recycelt [46]  

(siehe auch [6], [129], [178]). 

Interessante Hinweise auf die Funktion von pRS1 am TGN ergab die Inkubation sub-

konfluenter LLC-PK1-Zellen mit Brefeldin A. Die auffälligsten Folgen einer solchen Be-

handlung sind der Verlust von Gerüstproteinen vom Golgi-Apparat und die Ausbildung 
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dünner Schläuche an verschiedenen intrazellulären Kompartimenten [79]. Innerhalb von 

Minuten beobachtete ich einen deutlichen Verlust von pRS1 am perinukleären Komparti-

ment. Demnach ist die Lokalisation von pRS1 am TGN von Guanin-Nucleotid-

Austauschfaktoren (GEF) abhängig, die durch BFA gehemmt werden. 

Es stellte sich nun die Frage, wie diese Befunde zu pRS1 mit der subzellulären Verteilung 

von pSGLT1 korrelieren. 

4.4. Die intrazelluläre Lokalisation von SGLT1 

Daher untersuchte ich die Lokalisation von pSGLT1 und hSGLT1 in LLC-PK1- und 

HEK293-Zellen. Mit dem Antikörper QIS30 stellt sich in permeabilisierten Zellen die 

Plasmamembran nicht dar, wie von Kipp et al. beschrieben [77]. Intrazellulär zeigte sich in 

beiden untersuchten Zelllinien eine lose, perinukleär akzentuierte Verteilung großer Tubu-

lovesikel mit einem kurzen Durchmesser von ~1 µm. Die Mehrzahl dieser Vesikel war in 

Caco-2-Zellen in einer Kombination von free-flow-Electrophorese und pulse-chase-

Experimenten den frühen Endosomen zugeordnet worden [77]. Dies steht nicht in Wider-

spruch zu meinem Befund, dass ein Teil des hSGLT1 in nativen, subkonfluenten HEK293-

Zellen mit TGN46 kolokalisiert (Abbildung 6.8, S. 87). Zum einen ist, wie Kipp richtig 

bemerkt [77], in der Immunfluoreszenz eine bedeutende Fraktion der Vesikel perinukleär 

angeordnet, zudem erlaubt die free-flow-Elektrophorese nur eine sehr ungenaue Trennung 

der einzelnen Kompartimente und schließt keineswegs eine Population im trans-Golgi-

Network aus (H. Kipp, persönliche Mitteilung). Demnach ist das trans-Golgi-Netzwerk bis 

dato der einzige Ort innerhalb der Zelle, an dem beide untersuchte Proteine, RS1 und 

SGLT1, gemeinsam vorkommen. Bemerkenswerterweise zeigte sich in Kolokalisationsex-

perimenten von pSGLT1 mit Clathrin in LLC-PK1-Zellen praktisch keine Kolokalisation, 

während diese mit Dynamin II nachweisbar war. Dabei ist aber zu berücksichtigen, dass ich 
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in den gezeigten Experimenten keine zusätzliche Markierung des TGN durchfühen konnte, 

so dass die Kolokalisation von pSGLT1 mit Dynamin II auch teilweise auch an Endoso-

men stattfinden kann. 

Mein Befund, dass pSGLT1 in Bereichen des TGN vorkommt, die frei von Clathrin sind 

aber wahrscheinlich Dynamin II enthalten, kann in zweierlei Hinsicht interpretiert werden: 

Entweder wird pSGLT1 in Vesikeln vom TGN  abgeschnürt, die andere Gerüstproteine als 

Clathrin benutzen. Oder die im Bereich des TGN gefundenen pSGLT1-Moleküle sind 

nicht für vesikulären Transport bestimmt, sondern halten sich dort für eine gewisse Zeit-

spanne auf. Dies könnte eventuell nach ihrer Biosynthese der Fall sein oder im Laufe einer 

intrazellulären Rezirkulation vorkommen. Jedenfalls gibt die Kolokalisation mit Dynamin 

II einen ersten Hinweis darauf, dass die Dynamin-Abhängigkeit der in Xenopus-Oozyten 

beobachteten posttranskriptionalen Herunterregulation von SGLT1 auf Ebene des TGN 

und/oder der Endosomen stattfindet. Darauf weisen auch jüngste Experimente von Veyhl 

et al. (Manuskript eingereicht) hin. Die Autoren zeigten zunächst, dass der durch Expressi-

on von hSGLT1 und hOCT2 (Organic Cation Transporter 2) in Xenopus-Oozyten medi-

ierte Transport der Modellsubstanzen AMG (alpha-Methylglucopyranosid) bzw. TEA 

(Tetraethylammonium) durch Injektion von verschiedenen Präparationen rekombinanten 

hRS1-Proteins innerhalb von 30 Minuten reduziert wurde. Eine bei Koinjektion der cRNA 

von hRS1 mögliche zelluläre Gegenregulation wurde so ausgeschlossen. Mit diesem Werk-

zeug wurde anschließend gezeigt, dass die Inhibitoren der Clathrin-vermittelten Endozyto-

se Imipramin und Chlorpromazin sowie der Caveolin-abhängigen Endozytose Filipin die 

hRS1-mediierte Regulation der untersuchten Transporter nicht beeinflussten. Botulinum-

toxin B, das die Fusion intrazellulärer Vesikel mit der Membran durch Spaltung von Synap-

tobrevin verhindert, führte allein zu einer verminderten Transporteraktivität, die aber durch 

Koinjektion von hRS1-Protein nicht verstärkt wurde. Diese Daten lassen auf einen fort-
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währenden Einbau von SGLT1 in die Plasmamembran schließen, der aber durch RS1 nicht 

verändert wird. Hingegen fand nach Vorinkubation der Oozyten mit Brefeldin A keine He-

rabregulation der Transporteraktivität nach Injektion rekombinanten hRS1-Proteins mehr 

statt. Folglich spielt sich die Wirkung von RS1 auf seine Zielproteine wahrscheinlich an in-

trazellulären Kompartimenten, nach meinen Ergebnissen also am TGN, ab. 

4.5. pRS1 wird in konfluenten Zellen durch das Proteasom abgebaut 

Da sich immunfluoreszenzmikroskopisch kein Unterschied in der Lokalisation von pRS1 

zwischen pRS1 stabil überexprimierenden (Abbildung 6.2 c, S. 75), antisense- (nicht ge-

zeigt) und Wildtyp-Zellen fand, obwohl in diesen Zelllinien gegensinnige Effekte auf den 

SGLT1-abhängigen Transport gezeigt worden waren [82], führte ich ergänzend eine tran-

siente Transfektion von LLC-PK1-Zellen mit pRS1 durch. Da selbst eine derart erhöhte 

Expression von pRS1 nicht mit einer immunfluoreszenzmikroskkopischen Änderung der 

Proteinmenge oder Lokalisation von pRS1 einher ging (nicht gezeigt), vermutete ich einen 

schnellen Abbau von pRS1. Er könnte auch die drastische Reduktion von pRS1 in kon-

fluenten LLC-PK1-Zellen erklären und prinzipiell lysosomal oder durch das Proteasom er-

folgen. Ich untersuchte daher den Einfluss einer experimentellen Proteasomhemmung auf 

die intrazelluläre Verteilung von pRS1 in konfluenten Zellen. Tatsächlich zeigte sich neben 

einer Erhöhung der Menge von pRS1 insbesondere eine Wiederherstellung des Vertei-

lungsmusters, wie sie in subkonfluente Zellen sichtbar ist: pRS1 konnte ich sowohl im Zy-

tosol, an intrazellulären Vesikeln und im trans-Golgi-Netzwerk, als auch an der Zellmemb-

ran detektieren. Dabei war  die Morphe der Zelle nicht wesentlich verändert: Es blieb bei 

einem pflastersteinähnlichen Bild der konfluenten Zellen, die sich anhand der nun sichtba-

ren Membran allerdings gut von einander abgrenzen ließen. 
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Dieser Befund kann die Abundanz von pRS1 in subkonfluenten Zellen und das weitge-

hende Verschwinden nach Konfluenz erklären: Während bei subkonfluenten Zellen die 

Neusynthese den Abbau von pRS1 überwiegt, wird in konfluenten Zellen pRS1 stärker ab-

gebaut als neu gebildet. Zugleich bestehen offenbar auch in konfluenten Zellen an allen be-

schriebenen, mit pRS1 assoziierten Kompartimenten ausreichend Bindungsstellen für das 

Protein, so dass die experimentelle Erhöhung der Menge von pRS1 in konfluenten LLC-

PK1-Zellen zur Wiederherstellung des in subkonfluenten Zellen beobachteten Vertei-

lungsmusters kommt. 

Interessanterweise ist bekannt, dass die Aktivität der Caseinkinase II (CK2) durch Ubiqui-

tinierung und proteasomalen Abbau der regulatorischen β-Untereinheit reguliert werden 

kann [188], [97]. Leyerer et al. (Manuskript eingereicht) wiesen nach, dass die CK2-Aktivität 

in subkonfluenten LLC-PK1-Zellen hoch ist und bei Konfluenz deutlich abnimmt. In Mu-

tationsstudien identifizierten sie eine Kernlokalisierungssequenz (Aminosäuren 349-369 in 

pRS1), die unter der Kontrolle der CK2-abhängigen Phosphorylierung von Serin348 und der 

PKC-abhängigen Phosphorylierung von Serin370 steht. Phosphorylierung von Serin348 ver-

hindert nach diesen Daten die Phosphorylierung von Serin370, wodurch die Kernlokalisati-

on aufgehoben wird. 

In Übereinstimmung mit der in Abschnitt 4.2, S. 51 dargelegten Regulation von pSGLT1 in 

LLC-PK1-Zellen [155] würde demnach durch MG132 nicht nur der Abbau von pRS1 ge-

hemmt, sondern auch CK2 aktiviert und die Lokalisation von pRS1 im Zellkern über einen 

im Detail unbekannten Mechanismus bewirkt. Weitere Untersuchungen müssen klären, ob 

CK2-abhängige Phosphorylierung von pRS1 zur einer veränderten SGLT1-Transkription 

führt.  
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4.6. pSGLT1 wird durch pRS1 zum trans-Golgi-Netzwerk rekrutiert 

Mit der Hemmung des Proteasoms stand nun eine Möglichkeit zur Verfügung, pRS1 wirk-

sam in LLC-PK1-Zellen zu überexprimieren. Dies sollte sich – wie durch zahlreiche Veröf-

fentlichungen gezeigt - in einer verringerten Menge und möglicherweise intrazellulären Ver-

teilung von pSGLT1 niederschlagen. 

Tatsächlich nahmen in LLC-PK1-Zellen nach Hemmung des Proteasoms die über das ge-

samt Zytosol verbreiteten, tubulovesikulären Strukturen an Zahl ab und pSGLT1 stellte 

sich nur noch in einem perinukleären Kompartiment dar. Es gibt keinen Grund anzuneh-

men, dass es sich bei diesem Kompartiment nicht um das trans-Golgi-Netzwerk handelt, 

da dort sowohl pRS1, als von pSGLT1 von mir gezeigt wurden. Für die Identität dieses 

Kompartiments mit dem TGN spricht auch seine Morphe, wenngleich es sich in der Dar-

stellung mit αpRS1-Prot eher globulär, mit QIS30 eher tubulovesikulär darstellte. Dies 

kann einerseits durch die wechselnde Gestalt des trans-Golgi-Netzwerks erklärt werden, 

zum anderen könnten beide Proteine jeweils nur in bestimmten Anteilen desselben Kom-

partiments vorkommen. Drittens treten Schnittebeneneffekte in der konfokalen Laserscan-

ningmikroskopie hinzu. 

Um die beschriebene Änderung der Menge und Verteilung von pSGLT1 letztlich auf die 

Überexpression von pRS1 zurück zu führen, versuchte ich fruchtlos, Zelllinien mit stabi-

lem siRNA-knockdown zu generieren (Zelllinien nicht überlebensfähig). Daher experimen-

tierte ich mit der bereits vorgestellten pRS1-antisense-Zelllinie. Hier sollte pRS1 zumindest 

in etwas vermindertem Ausmaß transkribiert werden [82] und folglich die nach Proteasom-

Hemmung beschriebenen Veränderungen ausbleiben. Da diese Zellen sich etwas leichter 

vom Kulturgefäß ablösten als Wildtyp-Zellen, führte ich die Versuche einen Tag nach 

Konfluenz durch. Unter diesen Bedingungen fanden sich (Abbildung 6.10, Bild 5, S. 91) 

keine wesentlichen Unterschiede in der Verteilung und Menge von pSGLT1 gegenüber 
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Wildtyp-Zellen nach viertägiger Konfluenz (Abbildung 6.10, Bild 4, S. 91). Hemmung des 

Proteasoms zeigte in der Mehrzahl der stabilen antisense-pRS1-Zellen nicht die in Wildtyp-

Zellen beobachteten Änderung von Verteilung und Menge von pSGLT1. Diese Daten 

sprechen dafür, dass die beobachteten Umverteilungsvorgänge tatsächlich am ehesten von 

pRS1 und erst in zweiter Linie von anderen Proteasom-abhängig degradierten Proteinen 

abhängig sind. Als dritte Möglichkeit könnte die Degradationshemmung von pRS1 zu einer 

durch ein anderes Protein bewirkten Umverteilung von pSGLT1 führen. 

Bei einer Halbwertszeit von pSGLT1-Protein um 2½ Tage [77] dürfte die beobachtete 

Verringerung der Menge von pSGLT1 auf die Repression durch pRS1 im Zellkern zurück 

zu führen sein (Hemmung des Proteasoms für insgesamt 24 Stunden). Zugleich zeigen die 

Daten, dass der Abbau von pSGLT1 nicht proteasomal erfolgt; ein Kandidat ist der 

ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport)-Pfad [5]. Dieser Abbauweg 

für Membranproteine besitzt große Bedeutung auch für die Regulation von Wachstum ü-

ber membranständige Rezeptoren [168]. Die durch Hemmung des Proteasoms herbeige-

führte perinukleäre Akkumulation von pSGLT1 wird im nächsten Abschnitt  diskutiert. 

4.7. Eine Rolle für pRS1 im intrazellulären Austausch von Vesikeln 

Aus der Lokalisation von pRS1 und pSGLT1 unter den verschiedenen experimentellen Be-

dingungen ergeben sich bedeutende Implikationen für eine Rolle von RS1 im intrazellulä-

ren Austausch von Membranproteinen. Von vielen Gruppen wurde herausgearbeitet, dass 

das trans-Golgi-Netzwerk nicht allein eine Station auf dem Syntheseweg von Membran- 

und extrazellulären Proteinen ist, sondern in einem intensiven Austausch mit von der 

Membran und zu ihr zurück sowie zu anderen Kompartimenten zirkulierenden Transport-

vesikeln steht. Ein direkter Nachweis dieses Flusses von Membrananteilen gelang etwa in 

Experimenten mit Weizenkeimagglutinin (WGA). Dieses wurde von der Membran in sub-
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membranäre Vesikel, anschließend in Endosomen und dann rasch in das TGN transferiert 

[178]. Auf Ebene der Endosomen konnten für unterschiedliche Membranproteine unter-

schiedliche retrograde Pfade definiert werden (Abbildung 4.1, S. 55) [144]: Zum TGN wer-

den Proteine ausgehend vom frühen Endosom [103], [104] (Shiga-Toxin B) aber auch vom 

späten Endosom [32] sortiert. Damit steht das TGN als zumindest gleichwertige Sortiersta-

tion neben dem für das Modellprotein Transferrinrezeptor (TfR) etablierten sorting-

endosome-abhängigen Recyclingweg, [165], [176], [177]. In diesem Zusammenhang ist be-

merkenswert, dass Membranproteine alternativ in den MVB (Multivesicular Body) und an-

schließend das Lysosom zur Degradation oder das TGN für eine neue Recyclingrunde sor-

tiert werden [5]. 

Für SGLT1 sind noch keine Daten zum Mechanismus der intrazellulären Sortierung be-

kannt. Die lange Halbwertszeit von SGLT1-Protein [77] erlaubt jedenfalls keine kurzfristige 

Anpassung der zellulären Transportkapazität. Physiologisch treten jedoch im Glucose-

Haushalt ausgeprägte Schwankungen auf, etwa im Darm, wo zu den Mahlzeiten u.a. große 

Mengen an Zucker im Lumen auftreten. Deren Rückresorption limitiert die mögliche Flüs-

sigkeitsresorption, wie die Phänomene des Kurzdarmsyndroms und die Möglichkeit zur 

symptomatischen Diarrhoe-Therapie mittels Glucose-basierter ORS-Lösung (oral rehydra-

tion salts) der WHO/UNICEF zeigen (www.rehydrate.org, [65], [24]). In der Niere deter-

miniert die verfügbare Glucose-Transportkapazität die Nierenschwelle für Glucose (Blut-

glucose ±180 mg/dl bzw. 10 mM). 

In jüngerer Zeit wurde für SGLT1 ein vesikulärer Pool gezeigt (erstmals in nativen Zellen 

in [37], [77]), wie er für Transporter vom Typ der erleichterten Diffusion seit langem be-

kannt ist [127], [182], [87]. Die gleiche Gruppe zeigte später, dass durch das Wespengift 

Mastoparan die Endozytose von SGLT1-Protein experimentell gesteigert werden kann und 

sich dadurch auch seine Menge in Endosomen erhöht [76]. Die Verweildauer des Proteins 
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in der Plasmamembran wurde bislang jedoch nicht untersucht. Es liegt die Vermutung na-

he, dass das individuelle SGLT1-Molekül während seiner langen Lebensdauer mehrfach 

zwischen Membran und intrazellulären Kompartimenten rezirkuliert und nur für einen 

relativ geringen Anteil seiner Lebenszeit in die Plasmamembran inseriert ist [76].  

Beim Recycling von SGLT1 könnte RS1 eine Rolle spielen, wie die folgenden Überlegun-

gen nahe legen: In unserer Arbeitsgruppe wurde kürzlich gezeigt (Koepsell, Gorboulev und 

Müller, unpublizierte Daten), dass pRS1 mit der C-terminalen UBA-Domäne in der Lage 

ist, Tetra-Ubiquitin zu binden. Zahlreiche Membranproteine werden vor ihrer endozytoti-

schen Internalisation innerhalb der Zellmembran oder später im Rahmen von Sortierpro-

zessen am frühen Endosom (meist mono-) ubiquitiniert [59], [57], [60], [167], [58], [152], 

[11]. Darüber hinaus wurde gezeigt [38], dass SGLT1 durch die E3-Ubiquitin-Ligase 

Nedd4-2 heruterreguliert wird. Bereits Kühlkamp [85] postulierte daher eine Interaktion 

von RS1 mit ubiquitinierten und in die Zellmembran inserierten, strukturell unterschiedli-

chen Membranproteinen, darunter SGLT1. Andererseits liegen inzwischen Daten vor 

(Veyhl et al., Manuskript eingereicht), wonach die Wirkung rekombinanten hRS1 auf ver-

schiedene in Xenopus-Oozyten exprimierte Transporter durch Inhibition der Endozytose 

nicht gebremst wird. 

In dieser Arbeit vorgestellte Befunde zeigten, dass an der Plasmamembran keine ausgepräg-

te Kolokalisation von pRS1 mit Clathrin oder Dynamin II vorliegt. Dies schließt jedoch ei-

nen Clathrin- und Dynamin II-mediierten Abschnürungsprozess von SGLT1 an der Plas-

mamembran nicht aus, wenn man eine im Vergleich zur Bildung von clathrin coated pits 

und vesicles lange Dauer der Rekrutierung von pSGLT1 annimmt. Unter diesen Bedingun-

gen wäre eine Kolokalisierung nur schwer nachweisbar. Zudem befinden sich in sub-

konfluenten Zellen nur sehr wenige pSGLT1-Moleküle in der Membran, so dass Interakti-

onen mit dem abundant an der Membran vorhandenen pRS1 selten sein werden. 
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Andererseits kann eine Ubiquitinierung von Membranproteinen auch am trans-Golgi-

Netzwerk stattfinden, da die Kopplungsenzyme nicht nur sämtlich zytosolisch sind, son-

dern auch gezeigt wurde, dass die E3-Ubiquitinligase Nedd4 durch das kürzlich klonierte 

Protein N4WBP5 zum trans-Golgi-Netzwerk rekrutiert wird [52], [30]. In der Hefe konnte 

sogar eine Ubiquitin-Ligase mit Transmembrandomäne nachgewiesen werden, die in den 

regulierten Transport vom Golgi-Apparat einbezogen ist [130]. In Übereinstimmung mit 

meinen immunfluoreszenzmikroskopischen Daten könnte RS1 also über seine UBA-

Domäne an monoubiquitinylierte Membranproteine wie SGLT1 im trans-Golgi-Netzwerk 

binden, und anschließend die erforderlichen Gerüstproteine für Vesikelbildung und 

-abschnürung rekrutieren. 

Wie erwähnt (Abschnitt 4.3.2, S. 54, Abbildung 4.1, S. 55 und Referenzen darin, [66], [78]), 

dienen am trans-Golgi-Netzwerk Adapterkomplexe der AP-Familie der Erkennung von 

„Fracht“-Proteinen. Darüber hinaus ist eine neue Klasse von Adapterproteinen im Zu-

sammenspiel mit zahlreichen regulatorischen Proteinen an diesen Sortierungsvorgängen be-

teiligt, die so genannten GGAs (Golgi-localized gamma-ear containing ADP ribosylation 

factor-binding proteins). GGAs bestehen aus einer C-terminalen GAE-Domäne (gamma-

adaptin-ear-homology), die akzessorische Faktoren rekrutiert [109], [27], [100], einer variab-

len, Clathrin bindenden hinge-Region (vgl. [16]), der GAT-Domäne (GGA and TOM1), 

die über eine Interaktion mit dem GTP-bindenden Arf1 (ADP-Ribosylation Factor 1) die 

Rekrutierung der GGAs an die TGN-Membran bewerkstelligt [28], [63] und schließlich der 

N-terminalen VHS-Domäne (Vps27p, Hrs and STAM). Diese bindet Membranproteine 

über eine kurze saure Aminosäuresequenz mit Di-Leucin-Motiv der Consensus-Sequenz 

DXXLL (AC-LL, acidic cluster-dileucine), wie sie in Sortilin, dem Kationenunabhängigen 

und -abhängigen Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (CI-/CD-MPR) oder dem low density li-

poprotein receptor-related protein 3 (LRP3) vorkommen [116], [166]. Kürzlich wurde auch 
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die Bindung an den Transporter GLUT4 gezeigt [94]. Dieselbe Sequenz wurde für die Bin-

dung von Membranproteinen an die µ2-Untereinheit von AP-2 an der Membran beschrie-

ben [17]. 

Ein AC-LL-Motiv kommt auch in RS1 vor (DLALL) und ist zwischen Schwein, Mensch 

und Kaninchen vollständig konserviert (pRS1 608-612, hRS1 602-606, rbRS1 575-579). 

Diese Sequenz liegt innerhalb der UBA-Domäne von pRS1 am Übergang der Loop 2 zur 

UBA-alpha3-Helix (Müller und Koepsell, unpublizierte Daten), in pRS1 kommt darüber 

hinaus eine weitere ähnliche Sequenz (198-202) vor: DLELL. Verglichen mit den Sequen-

zen in Sortilin und CI-MPR (jeweils DDSDEDLL) oder dem LRP3 (EASDDEALL) ist 

Aspartat608 (für pRS1) die einzige saure Aminosäure der Consensus-Sequenz und kommt 

im Bereich des lipophilen Epitops 1 der UBA-Domäne zu liegen. Außerdem fehlt im Ver-

gleich ein durch Casein-Kinase II (CKII) phosphorylierbares Serin in unmittelbarer Nähe 

des Motivs, wie es in den Vergleichsproteinen vorhanden ist. Serin348 innerhalb der CKII-

Consensussequenz [9] wurde von Leyerer et al. (Manuskript eingereicht) als kritisch für den 

Kernimport identifiziert und dürfte für eine unmittelbare Auswirkung auf die DXXLL zu 

weit entfernt liegen. Wenn auch unbekannt ist, ob die beschriebene Sequenz in RS1 für ei-

ne Interaktion mit GGAs ausreicht, erscheint es möglich, dass pRS1 mit Adapterproteinen 

am trans-Golgi-Netzwerk (GGAs) einerseits und ubiquitinierten Zielproteinen wie SGLT1 

andererseits interagiert. Eine Markierung von Membranproteinen durch Mono- oder Poly-

ubiquitinierung könnte also sowohl bei ihrer Herabregulation von der Membran, als auch 

in der Sortierung am trans-Golgi-Netzwerk eine Rolle spielen. Gestützt wird diese Hypo-

these dadurch, dass Brefeldin A, das die Rekrutierung von GGAs zum TGN via Arf inhi-

biert, zu einem Verlust von pRS1 am TGN führte. Da ich perinukleär keine Kolokalisation 

von SGLT1 mit Clathrin nachweisen konnte, ist daneben eine Retention von SGLT1 in 

nicht Clathrin enthaltenden TGN-Anteilen denkbar (Abschnitt 4.4, S. 57, Abbildung 4.2, S. 
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67). Dafür spricht auch, dass nach Hemmung des Proteasoms pSGLT1 nach perinukleär 

umverteilt wird (vgl. Abschnitt 4.6, S. 61). 

 
Abbildung 4.2 Funktionen von pRS1 in der kurz- und langfristigen Regula-
tion von pSGLT1. Schemazeichnung eines hypothetischen Modells, pRS1-
abhängige Transportvorgänge schwarz dargestellt. 
In subkonfluenten LLC-PK1-Zellen wird neu synthetisiertes und rezirkulierendes SGLT1-
Protein (türkis) am trans-Golgi-Netzwerk posttranslational modifiziert (gelbe Fahne, evt. 
Ubiquitin) und durch RS1 (rot) dort retiniert (1). Alternativ wird SGLT1 nach Ubiquitinie-
rung (lila Fahne, 2) in unterschiedliche Transportwege einsortiert: Der Transporter gelangt 
in Endosomen (3) und wird anschließend zur Degradation in Multivesicular Bodies (MVB, 
5) sortiert, möglicherweise über sorting endosomes (4). Alternativ wird SGLT1 über andere 
Endosomen (6) zur Plasmamembran transportiert. Hier dargestellte Transportvesikel, die 
sowohl SGLT1 und RS1 enthalten (7) wurden in dieser Arbeit nicht nachgewiesen. Da ei-
nerseits sowohl die Plasmamembran (8), als auch kleinere Vesikel RS1 besitzen, anderer-
seits im Xenopus-Oozytensystem keine Hinweise für eine Beteiligung von RS1 bei der En-
dozytose nachweisbar war, müssen solche Intermediate neben nur RS1 enthaltenden (9) 
angenommen werden. Deubiquitinierung von SGLT1 findet womöglich an verschiedenen 
Stellen (�) statt. Eine Langzeitregulation erfolgt durch in den Kern importiertes pRS1 (10). 
Zu den verwendeten Abkürzungen siehe Abbildung 4.1, S. 55. 

Dieses Modell habe ich in Abbildung 4.2 zusammengefasst: Nach - möglicherweise RS1-

unabhängiger - Internalisierung von SGLT1 wird der Transporter in das trans-Golgi-

Netzwerk transloziert, wo ein Teil des Pools von SGLT1 entweder zurück gehalten, oder 

aber zusammen mit neu synthetisierenden Transportern in unterschiedliche Endosomen 
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sortiert wird. Von dort könnten die Transporter über einen weiteren Sortierschritt in Mul-

tivesicular Bodies degradiert werden, oder an die Membran zurück zirkulieren. 

In der langfristigen Regulation von SGLT1 führt Phosphorylierung von pRS1 durch Ca-

seinkinase II an Serin348 zum Kernimport, wo die Transkription von SGLT1 unterdrückt 

wird. Phosphorylierung an Serin370 durch PKC in konfluenten Zellen andererseits verhin-

dert den Kernimport. Durch die Proteinkinasen CKII und PKC sowie eine sehr feine Re-

gulation der Menge von pRS1 können Zellen rasch und genau auf wechselnde Transport-

ansprüche reagieren. Mit meinem dargestellten Modell lassen sich die bisher unklaren Wege 

der transkriptionalen und posttranskriptionalen Regulation von SGLT1 zwanglos in ein 

Modell zusammen führen, bei dem zudem die beschriebenen PKA-abhängigen Wege nicht 

mit den RS1-mediierten interferieren [82]. 

4.8. Ausblick: Ein Modell mit vielen Fragezeichen 

In der Zusammenschau mit früher publizierten Daten führten meine Experimente zu ei-

nem gedanklich abgerundeten und experimentell überprüfbaren Modell. Viele Aspekte 

sprechen für ein multifunktionales RS1-Protein: Demnach wäre dieses zunächst als Memb-

ranprotein entdeckte Protein viel mehr als eine regulatory subunit (RS): (i) in bestimmten 

Situationen ein Retentionssignal für bestimmte Membranproteine im trans-Golgi-

Netzwerk, (ii) ein Repressor von SGLT1 im Zellkern und (iii) ein regulatorisches, spezifi-

sches Adapterprotein an der Zellmembran und in Vesikeln. 

Es bleiben aber auch sehr viele Fragen offen, die teils mit biochemischen Methoden zu klä-

ren sind: Spielt die Phosphorylierung durch Proteinkinase C, insbesondere an Serin400, bei 

der Lokalisation an membranumgrenzten Kompartimenten wie dem TGN eine Rolle? In-

teragiert RS1 über das DXXLL -Motiv mit Adapterproteinen wie GGAs? Befindet sich das 

ganze Protein im Zellkern und an der Membran oder jeweils nur ein Teil? Wie ist RS1 an 
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der Membran befestigt? Wird es an integrale Membranproteine gebunden, an Strukturpro-

teine unterhalb der Membran oder ist RS1 acyliert? Wie interagiert RS1 mit IRIP und bin-

den noch andere Proteine an den Komplex? Und schließlich: Wird SGLT1 als das am bes-

ten bekannte Zielprotein tatsächlich ubiquitiniert und bindet daran RS1? Wird RS1 selbst 

ubiquitiniert und wenn ja, bilden sich Oligomere über die UBA-Domäne aus? 

Auch fortgeschrittene mikroskopische Techniken könnten zukünftig Gewinn bringend 

eingesetzt werden: Um die Dynamik der Regulation von SGLT1 durch RS1 sichtbar ma-

chen, ließen sich SGLT1 und RS1 als Fusionsproteine mit photoaktivierbaren GFP-

Derivaten [121] in lebenden Zellen exprimieren und selektiv in bestimmten Kompartimen-

ten visualisieren. Umgekehrt könnte hierzu die FRAP-Technik (fluorescence recovery after 

photobleaching) eingesetzt werden. Mittels FRET-Technologie (fluorescence resonance 

energy transfer) müssten sich – neben biochemischen Ansätzen – auch Interaktionen, z.B. 

zwischen SGLT1 und RS1 oder diesem und GGAs sichtbar machen lassen. Zudem könnte 

durch Einzelmolekülmikroskopie die Dynamik der Bewegung von SGLT1 innerhalb der 

Membranebene visualisiert und so eine eventuelle Lokalisationen in Membrandomänen un-

tersucht werden. 
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5 .  ZUSAMMENFASSUNG 

Diese Arbeit bedient sich der Immunfluoreszenzmikroskopie, um die intrazelluläre Lokali-

sation des mit der Plasmamembran assoziierten Regulatorproteins RS1 und eines seiner 

Zielproteine, des Natrium-D-Glucose-Kotransporters SGLT1,  in Zellkulturmodellen des 

Nierenepithels (LLC-PK1- und HEK293-Zellen) zu untersuchen. Zwei polyklonale Anti-

körper gegendas RS1-Protein des Schweins (pRS1) wurden dafür erzeugt. In Untersuchun-

gen am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop fand sich pRS1 an der Plasmamembran, im 

Zellkern, intrazellulär an Vesikeln sowie an einem perinukleären Kompartiment. Die Loka-

lisation des Proteins im Kern von LLC-PK1-Zellen nahm mit zunehmender Differenzie-

rung der Zellen ab, pRS1 wurde in differenzierten Zellen lediglich im perinukleären Kom-

partiment gefunden. Dieses wurde in Kolokalisationsstudien als trans-Golgi-Netzwerk 

(TGN) identifiziert und dort eine Kolokalisation von pRS1 mit Clathrin und Dynamin 

nachgewiesen. Durch Behandlung der Zellen mit Brefeldin A wurde der Verlust von pRS1 

vom TGN induziert. SGLT1 wurde überwiegend in Endosomen nachgewiesen, die entlang 

von Microtubuli organisiert waren. Auch im trans-Golgi-Netzwerk wurde die Anwesenheit 

von SGLT1 gezeigt. pSGLT1 kolokalisierte dort mit Dynamin aber nicht mit Clathrin. Es 

wurde demonstriert, dass experimentelle Hemmung der Proteasoms die Menge an pRS1 

drastisch erhöht und gegenläufig die des Natrium-D-Glucose-Kotransporter (pSGLT1) 

abnimmt. Die gewonnenen Daten wurden in einem hypothetischen Modell zusammenge-

fasst, das die gezeigten Ergebnisse mit früher gewonnenen funktionellen Experimente zu 

einem schlüssigen Konzept zusammenführt. 
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6 .  FARBTAFELN 

Auf den folgenden Seiten wurden die immunfluoreszenzmikroskopisch erhobenen Daten 

in Tafeln thematisch zusammengefasst dargestellt. Dabei finden sich auf der jeweils gera-

den Seite links die Erläuterungen zu den auf der ungeraden Seite gegenüber gezeigten Ab-

bildungen. 

Die jeweiligen technischen Einzelheiten der Mikroskopsteuerung und Datenerfassung sind 

in Kursivdruck im Anschluss an die Erläuterungen angegeben. Die eingezeichneten Maß-

stabsbalken sind bei konfokal mikroskopischen Bildern aus dem Primärdatensatz ausgele-

sen, bei konventioneller Mikroskopie mit der eingebauten Maßstabseinblendung gemessen 

und in das Bild mit dem Grafikprogramm eingefügt. 
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Abbildung 6.1

Verteilung von pRS1 in subkonfluenten LLC-PK -Zellen1

LLC-PK -Zellen wurden in einer Dichte von 20 000/cm auf Deckgläschen (Abbil-
dung 3.1, Seite 36, hier zum besseren Vergleich als a) und b) wiedergegeben) oder
Transwell Clear Polyester-Membranen (c und d) ausgesät, nach 24 Stunden mit
Triton X-114 permeabilisiert und mit dem Antikörper untersucht.
Sekundärantikörper Ziege-anti-Kaninchen IgG F(ab’) -Fragment mit Alexa Fluor 555
markiert. Ich fand unabhängig vom Kultursubstrat

e) Vorinkubation der Antikörperlösung mit rekombinantem für eine Stunde bei
37°C hob alle Signale nahezu vollständig auf. Dies bewies die Spezifität des eingesetzten
Antikörpers. f)Gegenfärbung der Zellkerne mit DAPI.
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Zellkern, in einem perinukleären Kompartiment und in Vesikeln im Zytosol.
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Abbildung 6.2

Weitere Bilder zur Verteilung von pRS1 in subkonfluenten
LLC-PK -Zellen1

Hoch auflösende Detailstudie der Verteilung von in subkonfluenten LLC-PK -
Zellen. Das Präparat wurde wie in Abbildung 6.1 beschrieben mit dem Antikörper

untersucht, anschließend wurden die hier gezeigten Aufnahmen einzeln
am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop aufgenommen.

a) Übersicht über das Präparat, DAPI-Färbung der Zellkerne

b) Übersicht über das Präparat, dargestellt mit .

c) Überlagerung: Es stellten sich die mit dem Antikörper markierte
Zellmembran, intrazelluläre Vesikel, perinukleäre Tubulovesikel und Zellkern deutlich
dar (vgl. Abbildung 6.1). Balken: 20 µm

d) Im Bereich unterhalb der Zellmembran wurden zahlreiche enthaltende Vesikel
nachgewiesen, die sich von der Membran abzuschnüren oder sich ihr anzulagern schie-
nen. Kontinuierlich punktiertes Bild an der Membran selbst.

e) Deutlich erkennt man in dieser Abbildung ein “stapelartiges” Bild von perinukleä-
ren Tubulovesikeln.

pRS1

pRS1-Prot

pRS1 pRS1-Prot

pRS1-Prot

pRS1

konfokale Aufnahmen mit ZEISS LSM 510, Plan Apochromat 63x, Pinhole 130 µm.
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Abbildung 6.3

Verteilung von pRS1 in konfluenten LLC-PK -Zellen1

LLC-PK -Zellen wurden in einer Dichte von 20 000/cm auf Transwell Clear Polyester-
Membranen ausgesät. Am fünften Tag wurde Konfluenz erreicht, acht weitere Tage spä-
ter wurden die Zellen permeabilisiert und mit dem Antikörper untersucht.
Dies wurde zunächst mit Wildtyp-LLC-PK Zellen durchgeführt (Abbildung 3.3, Seite
38, hier zum besseren Vergleich als a) und b) wiedergegeben). Ich fand darin nach
Konfluenz eine deutlich reduzierte Proteinmenge von .

c) Bei Kultur von stabil überexprimierenden LLC-PK -Zellen in der gleichen
Weise, zeigte sich dasselbe Bild. Es ließ sich also auch durch Überexpression von
keine signifikante Anreicherung in bestimmten Kompartimenten nachweisen. Dies
wies darauf hin, dass die Änderung der Lokalisation von durch einen anderen
Mechanismus bewirkt wird. Eine vergleichende Quantifizierung der Gesamtmenge von

war mit analoger Aufnahmetechnik nicht möglich.

d) Gegenfärbung der Zellkerne mit DAPI.

e) In konfluenten Wildtyp-LLC-PK -Zellen gelang in konfokalen Aufnahmen die
Auflösung eines perinukleären enthaltenden tubulovesikulären Kompartiments.

f) Gegenfärbung der Zellkerne mit DAPI.

g) Überlagerung von e) und f): Man erkennt deutlich die strikt perinukleäre Lage des
enthaltenden Kompartiments.
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Aufnahmen mit ZEISS Axioplan 2, Plan Neofluar 40x, auf Kodak T-MAX 400 Pro
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pRS1

konfokale Aufnahmen mit ZEISS LSM 510, Plan Apochromat 63x, Pinhole 135 µm
(Abbildungen e-g)
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Abbildung 6.4

Nur geringe Kolokalisation von pRS1 mit Actin an der
Plasmamembran

Subkonfluente LLC-PK -Zellen wurden mit AlexaFluor 488-konjugiertem Phalloidin

inkubiert (grün) und anschließend mit dem Antikörper (rot) untersucht.
Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gegengefärbt.

In konventionellen Mikrofotografien zeigte sich deutlich die typische
Lokalisation von (a, vgl. Abbildung 6.1 und 6.2). bildete neben Stressfasern
ein submembranäres Band aus (b). DAPI (c). Überlagerung aller drei Markierungen (d)
zeigte eine gewisse Überlappung von und im Bereich der Zellmembran. Im
Kern lokalisiertes erscheint durch Überlagerung mit DAPI violett.

Bei höherer Vergrößerung zeigte sich erneut die Verteilung von im Bereich
des -Zytoskeletts unterhalb der Membran. Entlang der Stressfasern war keine
Assoziation von und sichtbar. Balken: 20µm

Konfokale Aufnahmen

In e) ist eine Ausschnittsvergrößerung aus d) zur besseren Darstellung
der Situation von und Actin an Zell-Zell-Kontakten wiedergegeben.

1

apRS1-Prot

pRS1 Actin

Actin pRS1
pRS1

Aufnahmen mit ZEISS Axioplan 2, Plan Neofluar 40x, auf Fujichrome Sensia 400

pRS1
Actin

Actin pRS1

Aufnahmen mit ZEISS Axioplan 2, Plan Neofluar 100x, auf Fujichrome Sensia 400

pRS1

konfokale Aufnahmen mit ZEISS LSM 510, Plan Apochromat 63x, Pinhole je 110 µm

Bild 1:

Bild 2:

Bild 3: ergaben Folgendes (zur besseren Orientierung ist die
Abbildung 3.5, Seite 40 in a, b und d wiedergegeben): Zwar fand sich im Bereich des sub-
membranären Actin-Bands eine gewisse Überlappung von und vor allem im
Bereich der Zellkontakte (d, gelb), entlang der Membran jedoch nur geringe
Kolokalisation.
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Abbildung 6.5

pRS1 kolokalisiert perinukleär mit Microtubuli

Subkonfluente LLC-PK -Zellen wurden mit einem Antikörper gegen (grün)

und anschließend mit (rot) untersucht.

Die konventionelle Mikrofotografie zeigt und die Microtubuli, die in den
kleinen Bildern jeweils getrennt dargestellt wurden, mit einer deutlichen perinukleären
Überlagerung. Im Bereich der Vesikelpopulationen nahe den fokalen
Adhäsionspunkten fand ich keine enge Assoziation..

Bei höherer Vergrößerung erkennt man die Überlagerung von mit Tubulin
im perinukleären Bereich besonders gut. Balken: 20 µm

Konfokale Aufnahmen zeigten die perinukleäre Kolokalisation von mit
Microtubuli (d, gelb). Ein Vergleich der Abbildungen a) und b) bestätigte, dass die
Microtubuli keinen engen Bezug zu den Vesikelpopulationen im Bereich der fokalen
Adhäsionskontakte besaßen. Balken: 20 µm. e) Ausschnittsvergrößerung aus dem
Insert: Dargestellt ist die Zellmembran einer Zelle in hoher Vergrößerung. Es zeigten
sich submembranäre, tragende Vesikel, die teils mit Microtubuli kolokalisierten
(leere Pfeilspitze) und sich teils in geringem Abstand von diesen (weiße Pfeilspitze)
befanden.
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Abbildung 6.6

Die Verteilung von pRS1 in LLC-PK -Zellen zeigt Überein-
stimmungen mit der von Clathrin

1

Mit einem monoklonalen Antikörper gegen bovines wurde in diesen
Versuchen eine eventuelle Kolokalisation von mit diesem Markerprotein des vesi-
kulären Transports untersucht.

In konventionellen Aufnahmen (die kleinen Bilder zeigen ein anderes Präparat)
erkannte man bereits in der Übersichtsvergrößerung eine deutliche Kodistribution von

(rot) mit (grün). Besonders auffällig war dabei eine apparente
Kolokalisation im perinukleären Kompartiment Balken: 20 µm

Die höhere Vergrößerung ließ dies ebenso erkennen, führte aber wegen der
Signale aus unterschiedlichen Ebenen wenig weiter. Balken: 20 µm.

Konfokale Mikroskopie (a bis d) wies für ein punktuelles Muster an der
Zellmembran nach (b, weiße Pfeilspitze), zudem aber demonstrierte sie insbesondere
perinukleär Kolokalisationen der beiden Zielproteine (b, leere Pfeilspitze), die gelb zur
Darstellung kommen (d, leere Pfeilspitze). Man sieht auch, dass die tragenden
Vesikel, die auf die “Ecken” zwischen mehreren Zellen zu zu laufen scheinen, teilweise
mit kolokalisieren (b, d, weißer Pfeil). e) zeigt, dass die
unmittelbar um den positiven tubulovesikulären Apparat verteilt sind und teilwei-
se mit ihm kolokalisieren (leere Pfeilspitze). An der Membran stellt sich Clathrin weniger
kontinuierlich dar, als (weiße Pfeilspitze).
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Abbildung 6.7

pRS1 kolokalisiert perinukleär mit Dynamin II

pRS1 kolokalisiert mit TGN46

Der bei dieser Untersuchung angewandte Antikörper gegen humanes
kreuzreagiert mit seinem Schweine-Orthologen in LLC-PK -Zellen. Es zeigte sich das
in der Literatur beschriebene Verteilungsmuster (siehe Text) bereits deutlich in der kon-
ventionellen Übersichtsaufnahme.

Wie schon in Abbildung 6.6 mit , ergab sich in der Auflichtmikroskopie
der Hinweis auf eine Kolokalisation von (rot) mit (grün) besonders
perinukleär. Balken: 20 µm

Trotz der mangelnden Tiefenschärfe im 100x-Ölimmersionsobjektiv, die sich
besonders durch die diffuse Fluoreszenz von störend auswirkt, erschien
eine Kolokalisation von und an intrazellulären Kompartimenten wahr-
scheinlich. Balken: 20 µm.

Konfokale Mikroskopie (a-c, siehe auch Abbildung 3.9, S. 44) zeigte ein deutli-
ches perinukleäres Signal für das mit kolokalisierte. Die Abbildung
gibt sogar einen Saum von um die mit markierten
Tubulovesikel wieder (c, leere Pfeilspitze).

ist ein Markerprotein des humanen Golgi-Netzwerks. In der Abbildung
grün wiedergegeben, zeigte es sich in HEK293-Zellen als perinukleäres tubulovesikulä-
res Kompartiment.

In dieser Übersichtsaufnahme sind mehrere Zellen dargestellt. Ihre Kerne färb-
ten sich mäßig mit an (a, weißer Pfeil). Deutlich wurde perinukleär
dargestellt. In b) wurde das Golgi-Netzwerk mit einem Antikörper gegen
dargestellt (leere Pfeilspitze): Es zeigte sich im Wesentlichen ein Stapel perinukleärer
Tubulovesikel, daneben eine leichte Färbung auch im Zytosol. Die Überlagerung (c,
Kerne mit DAPI gefärbt) zeigte eine deutliche Kolokalisation von und in
Kernnähe (leere Pfeilspitze). Balken: 20µm
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Abb. 6.7: pRS1 kolokalisiert perinukleär mit Dynamin (Bild 1-3) und TGN46
(Bild 4).
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Abbildung 6.8

Die Bilder befassen sich mit der Frage der subzellulären Lokalisation des
. LLC-PK - und HEK293-Zellen wurden mit dem Antikörper

gegen (Dr. Helmut Kipp, Dortmund) inkubiert gefolgt von Ziege-anti-
Kaninchen-F(ab’) gekoppelt an AlexaFluor 555. Anschließend wurden Microtubuli wie
in Abbildung 6.5 beschrieben nachgewiesen.

LLC-PK -Zellen in subkonfluentem (a) und konfluentem (b) Zustand zeigten
in zahlreichen großen (Tubulo-) Vesikeln. Diese lagen in konfluenten Zellen

sehr viel dichter und füllten das ganze Zytosol aus. Ähnlich verhielt es sich in subkonflu-
enten HEK293-Zellen (c): Wieder fanden dich zahlreiche enthaltende Vesikel
im Zytosol. Im Vergleich zwischen subkonfluenten Zellen (a und c) mit konfluenten
Zellen in (b) ließ sich eine Vesikel-Population um den Zellkern subkonfluenter Zellen
abgrenzen. Balken je 20 µm.

In diesem Versuch vollzog ich die Untersuchungen von Kipp et al. nach. Kipp et
al. hatten gezeigt, dass die (rot) enthaltenden Vesikel entlang von Microtubuli
(grün) orientiert sind. Auch in meinen Untersuchungen waren sie an Microtubuli aufge-
reiht, was man auf Grund der flächenhafteren Ausbreitung des Zelltyps in LLC-PK -
Zellen (a-c) besser erkennenn konnte, als in HEK293-Zellen (d-f). Balken je 20 µm

In HEK293-Zellen stellte ich (grün) zusammen mit (rot) dar. Es
zeigte sich lediglich eine partielle Kolokalisation, die Mehrheit der enthaltenden
Tubulovesikel waren wahrscheinlich Endosomen. Zwar konnte ich in diesem Zelltyp
keine gute Abgrenzung der Vesikelpopulationen treffen. Dennoch demonstrierte ich
eine partielle Kolokalisation von und .
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Abb. 6.8: SGLT1 ist in Microtubulus-assoziierten Vesikeln und dem trans-

Golgi-Netzwerk enthalten.
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Abbildung 6.9

Frühere Experimente in Oozyten hatten demonstriert, dass die
Herunterregulation von auf der posttranskriptionalen Ebene durch dominant
negatives unterbunden wird. Daher untersuchte ich, ob mit

und/oder perinukleär kolokalisiert.

Subkonfluente LLC-PK -Zellen wurden mit dem Antikörper gegen
(Sekundärantikörper: Ziege-anti-Kaninchen F(ab’) -Fragment gekoppelt an

AlexaFluor 555) und anschließend mit einem Antikörper gegen inkubiert (Se-
kundärantikörper: Ziege-anti-Maus F(ab’) -Fragment gekoppelt an Cy2). In der Überla-
gerung (c) zeigte sich eine allenfalls geringe perinukleäre Kolokalisation beider Proteine.

Subkonfluente LLC-PK -Zellen wurden mit dem Antikörper gegen
(a, rot, Sekundärantikörper: Ziege-anti-Kaninchen F(ab’) -Fragment gekoppelt

an AlexaFluor 555) und anschließend mit einem Antikörper gegen inku-
biert (b, grün, Sekundärantikörper: Esel-anti-Ziege IgG gekoppelt an Cy2). Die Überla-
gerung (c) demonstrierte eine deutliche Kolokalisation von mit ,
wobei eine genaue Zuordnung des -Signals zu individuellen SGLT1 enthal-
tenden Tubulovesikeln nicht möglich war.

Diese Untersuchungen zeigen, dass perinukleär in aber nicht
enthaltenden Kompartimenten vorkommt.

Xenopus-
SGLT1

Dynamin SGLT1 Dynamin
II Clathrin

QIS30

SGLT1

Clathrin

konfokale Aufnahmen mit ZEISS LSM 510, Plan Apochromat 63x, Pinhole 110 µm (a-
c)

QIS30

SGLT1

Dynamin II

SGLT1 Dynamin II
Dynamin II

SGLT1 Dynamin II
Clathrin

konfokale Aufnahmen mit ZEISS LSM 510, Plan Apochromat 63x, Pinhole 135 µm (a-
d), 140 µm (e-f).

Bild 1:

Bild 2:

1

2

2

1

2

SGLT1 kolokalisiert perinukleär mit Dynamin II aber
nicht mit Clathrin

S e i t e 8 8

6 . F a r b t a f e l n

S e i t e 8 9

A b b i l d u n g 6 . 1 0

1a 1b 1c

2a 2b 2c

Abb. 6.10: SGLT1 kolokalisiert perinukleär mit Dynamin II aber nicht mit

Clathrin



Abbildung 6.9

Frühere Experimente in Oozyten hatten demonstriert, dass die
Herunterregulation von auf der posttranskriptionalen Ebene durch dominant
negatives unterbunden wird. Daher untersuchte ich, ob mit

und/oder perinukleär kolokalisiert.

Subkonfluente LLC-PK -Zellen wurden mit dem Antikörper gegen
(Sekundärantikörper: Ziege-anti-Kaninchen F(ab’) -Fragment gekoppelt an

AlexaFluor 555) und anschließend mit einem Antikörper gegen inkubiert (Se-
kundärantikörper: Ziege-anti-Maus F(ab’) -Fragment gekoppelt an Cy2). In der Überla-
gerung (c) zeigte sich eine allenfalls geringe perinukleäre Kolokalisation beider Proteine.

Subkonfluente LLC-PK -Zellen wurden mit dem Antikörper gegen
(a, rot, Sekundärantikörper: Ziege-anti-Kaninchen F(ab’) -Fragment gekoppelt

an AlexaFluor 555) und anschließend mit einem Antikörper gegen inku-
biert (b, grün, Sekundärantikörper: Esel-anti-Ziege IgG gekoppelt an Cy2). Die Überla-
gerung (c) demonstrierte eine deutliche Kolokalisation von mit ,
wobei eine genaue Zuordnung des -Signals zu individuellen SGLT1 enthal-
tenden Tubulovesikeln nicht möglich war.

Diese Untersuchungen zeigen, dass perinukleär in aber nicht
enthaltenden Kompartimenten vorkommt.

Xenopus-
SGLT1

Dynamin SGLT1 Dynamin
II Clathrin

QIS30

SGLT1

Clathrin

konfokale Aufnahmen mit ZEISS LSM 510, Plan Apochromat 63x, Pinhole 110 µm (a-
c)

QIS30

SGLT1

Dynamin II

SGLT1 Dynamin II
Dynamin II

SGLT1 Dynamin II
Clathrin

konfokale Aufnahmen mit ZEISS LSM 510, Plan Apochromat 63x, Pinhole 135 µm (a-
d), 140 µm (e-f).

Bild 1:

Bild 2:

1

2

2

1

2

SGLT1 kolokalisiert perinukleär mit Dynamin II aber
nicht mit Clathrin

S e i t e 8 8

6 . F a r b t a f e l n

S e i t e 8 9

A b b i l d u n g 6 . 1 0

1a 1b 1c

2a 2b 2c

Abb. 6.10: SGLT1 kolokalisiert perinukleär mit Dynamin II aber nicht mit

Clathrin



S e i t e 9 0

6 . F a r b t a f e l n

Abbildung 6.10

In konfluenten LLC-PK -Zellen untersuchte ich die Lokalisation von (Abbildung
1) und (Abbildungen 2 bis 5) Dazu ließ ich Wildtyp-Zellen (216 Stunden) und
eine Zelllinie, in der durch eine Strategie die Menge von vermindert
wurde (120 Stunden), zur Konfluenz wachsen, hemmte in den Abbildungen 1 bis 3 das
Proteasom mit dem Inhibitor in einer Konzentration von 10 µM für 24
Stunden, und wies bzw. immunfluoreszenzmikroskopisch nach.

Man erkannte in Wildtyp-LLC-PK -Zellen bei Hemmung des Proteasoms im
Vergleich zu unbehandelten, konfluenten Zellen (Abbildung 6.3) eine deutliche
Mengenerhöhung von . Es befand sich an der Plasmamembran (weiße Pfeilspitze),
im Zytosol, im Zellkern sowie im Golgi-Netzwerk perinukleär (leere Pfeilspitze).
Ich stellte dort ein mehr vesikuläres als tubuläres Muster fest. Balken: 20 µm.

Die Hemmung des Proteasoms wirkte sich auch auf die Lokalisation von
aus. Verglichen mit gleich lang gewachsenen konfluenten LLCPK-Zellen, die

vollständig mit SGLT1 enthaltenden Tubulovesikeln angefüllt waren (Bild 4), zeigten
sich nach Hemmung des Proteasoms (Bild 2) nur mehr wenige dieser Vesikel in einem
perinukleären Muster (leere Pfeilspitze). Balken: 20 µm

In Zellen war dieser Effekt nicht zu beobachten. Verglichen mit
derselben Zelllinie gleichen Alters (Bild 5) war in der Mehrzahl der Zellen auch bei
Hemmung des Proteasoms kaum ein Unterschied festzustellen. Balken: 20 µm

Nachweis von in konfluenten Wildtyp-LLC-PK -Zellen: Es fanden
sich, wie schon in Tafel 9, Bild 1b dargestellt, enthaltende Tubulovesikel im
Überfluss.

Ein vergleichbares Muster zeigten auch konfluente - -Zellen.

Diese Befunde stützen die Hypothese, dass die Regulation der Menge und Lokalisation
von durch proteasomalen Abbau von erfolgt.
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7 .  ANHANG 

Im folgenden Anhang sind einerseits zusätzliche technische Einzelheiten, andererseits vor-

läufige Ergebnisse zusammengestellt, die einer eingehenden weiteren Untersuchung bedür-

fen. Für den an der Reproduktion meiner Ergebnisse interessierten Leser können sie eine 

nützliche Quelle darstellen, der eilige Leser kann sie ohne Informationsverlust überschla-

gen. 

7.1. Qualitätssicherung in der Zellkultur 

Neben strikter Sterilität beim Arbeiten ist ein kontinuierliches Monitoring eventueller zyto-

pathogener Kontaminationen in der Zellkultur unentbehrlich. Diese können nämlich subti-

le Änderungen von Metabolismus, Wachstum und Vermehrung sowie von Prozessen der 

Membrandynamik verursachen [138]. Während die Diagnose schwerer bakterieller Verun-

reinigungen am Phasenkonstrastmikroskop gelingt, stellt die Infektion mit zellwandlosen 

Erregern aus der Klasse der Mollicutes (unter anderem Acholeplasmen und vor allem My-

koplasmen) ein großes Problem dar, da trotz einer sorgfältigen Untersuchung von McGar-

rity [105] die Verbreitung dieser Organismen im Labor schwer zu kontrollieren ist. C.C. 

Uphoff von der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen), 

gibt die gegenwärtige Durchseuchung von Zellkulturen mit 15 bis 35% an [173]. In meiner 

Arbeit setzte ich daher den VenorGeM-PCR-Kit (Minerva-Biolabs, Berlin) ein, der die von 

Uphoff [172] aufgestellten Forderungen hinsichtlich Positiv- und Negativkontrollen erfüllt 

und einfach zu handhaben ist. Alle Kulturen wurden systematisch getestet, indem Proben 

von 500 µl des Nährmediums bei fast kompletter Konfluenz nach antibiotikafreier Kulti-

vierung der Zellen gewonnen und durch kurzzeitiges Erhitzen im Wasserbad auf 100°C 

haltbar gemacht wurden. Die PCR selbst wurde in unserem Labor von Irina Schatz durch-

geführt. Bei positivem Ausfall dekontaminierte ich die befallenen Kulturen mit dem Ten-
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sid-Reagenz Mynox (Minerva-Biolabs, Berlin), das eine spezifische Permeabilisierung der 

Lipidumhüllung der Mykoplasmen bewirkt, die Zellen selbst aber nicht beeinflusst. Kritisch 

war dabei lediglich die sorgfältige Trypsinisierung der Kultur (vgl. Abschnitt 

„Kulturroutinen“, S. 25), die Vereinzelung der Zellen wurde am Phasenkontrastmikroskop 

überprüft. Das übrige Verfahren erfolgte entsprechend Herstelleranweisung. 

7.2. Übersicht über die Reinigung der Antikörper gegen pRS1 

Das rekombinant hergestellte und über eine Nickel-Agarose-Säule aufgereinigte pRS1-

Protein und analog das synthetisch hergestellte Peptid wurden an SulfoLink-Säulen gekop-

pelt. Über diese Säulen wurden dann die aus den Kaninchen gewonnenen Antiseren aufge-

reinigt und durch einen Antikörper-ELISA die hochtitrigsten Fraktionen ermittelt. 

Wie die Heterogenität des polyklonalen Antikörpers αpRS1-Prot erwarten lässt, zeigten 

sich flankierend zum eigentlichen Elutionsgipfel relativ hochtitrige Fraktionen; ich poolte 

daher vier Gipfelfraktionen von αpRS1-Prot gegenüber zweien für αpRS1-Pept. So war si-

chergestellt, dass weitgehend alle antigenen Domänen erkannt wurden. 

Die Spezifität der selbst erzeugten Antikörper wurde im Western-Blot untersucht. Es stellt 

sich jeweils eine proteintypische Bande dar, die sich durch Vorinkubation mit dem jeweili-

gen antigenen Peptid oder Protein aufheben ließ (Abbildung 7.2, S. 94). Darüber hinaus 

ließ sie sich in der Immunfluoreszenz zeigen: Alle im Text beschriebenen Signale (siehe 

Abschnitt 3.1, S. 30) waren nach Vorinkubation des jeweiligen Antikörpers mit dem jewei-

ligen Antigen vollständig blockieren (siehe Abbildung 6.1, Bild e, S. 73, Abbildung 6.3, Bild 

2 c, S. 77). 



7 . 2 .  Ü b e r s i c h t  ü b e r  d i e  R e i n i g u n g  d e r  A n t i k ö r p e r  g e g e n  p R S 1  

S e i t e  9 4  

 

Abbildung 7.1: Verlauf der Antikörpertiter innerhalb der Aufreinigungen 
a) ααααpRS1-Prot, b) ααααpRS1-Pept 
 

a)  b)  

Abbildung 7.2 Die Antikörper ααααpRS1-Prot (a) und ααααpRS1-Pept (b) erkennen 
spezifisch rekombinantes pRS1 und ein 80 kDa-Protein in Bürstensaum-
membranen (BBM) aus der Schweineniere 
a) Je Spur wurden 6 ng rekombinantes pRS1 (1 und 2) bzw. 10 µg Protein aus BBM 
(3)auf das Gel aufgetragen. Nach dem Blotten wurde die Nitrozellulose-Membran mit 1 
ml 1:2000 verdünnten αpRS1-Prot inkubiert. Es zeigte sich ein Signal bei 80 kDa (1 und 
3), das sich durch Vorinkubation der Antikörperlösung mit 100 µg rekombinantem pRS1 
für eine Stunde bei 37 blockieren ließ (2). 

b) Die gleichen Mengen Protein aus BBM (1) bzw. rekombinantes pRS1(2 und 3) wur-
den mit denselben Konzentrationen αpRS1-Pept untersucht. Auch dieser Antikörper er-
kannte ein 80 kDa-Protein in BBM 1 und rekombinantes pRS1 2; das Signal ließ sich 
durch Vorinkubation mit 200 µg Peptid-Lyophilisat blockieren (3). Das im Vergleich zu 1 
in 2 und 3 beobachtete scheinbar größere Molekulargewicht von pRS1 konnte auf Unter-
schiede im Laufverhalten der verwendeten Proteinstandards zurück geführt werden. 
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7.3. Dynamin IaK44A-EGFP- und wtDynamin Ia-EGFP-Vektor 

Für funktionelle Untersuchungen der Lokalisation von pRS1 in LLC-PK1-Zellen 

verwendete ich eukaryotische Vektoren, die von Valentin Gorboulev in unserem Institut 

erzeugt wurden (im Folgenden mit Dynamin IaK44A-EGFP und wtDynamin Ia-EGFP 

abgekürzt). Sie erlauben die getrennte Transkription von Dynamin bzw. seiner dominant 

negativen Mutante und EGFP (enhanced green fluorescent protein), die die Detektion 

transfizierter Zellen durch ihrer Fluoreszenz lauben, ohne eventuelle funktionellen 

Nachteile eines Fusionsproteins in Kauf nehmen zu müssen. 

a) b)   

c)  

Abbildung 7.3 Schemazeichnung der Vektoren DynaminIaK44A-EGFP- und 
wtDynaminIa-EGFP 
Die Skizze a) zeigt den Vektor pEGFP-C1, in dessen multiple cloning site (MCS, c) an der 
Schnittstelle BglII ein Stopcodon für EGFP eingefügt wurde. In den zur Transfektion ver-
wendeten Vektoren (b) schließt sich ein internal ribosome entry site („IRES“, blau) an, der 
die gesonderte Translation des folgenden Gens für DynaminIaK44A bzw. wtDynaminIa 
(„Dynamin“, rot) erlaubt. Somit konnten alle mit diesem Vektor transfizierten Zellen an 
Hand der EGFP-Fluoreszenz identifiziert werden. 

Kurz dargestellt wurden dazu an der Multiple Cloning Site des Vektors pEGFP-C1 (Gen-

Bank Accession Number U55763, BDBiosciences, Heidelberg) zwischen den Schnittstellen 

für BglII und BamHI ein Stop-Codon für pEGFP, ein IRES (internal ribosome entry site)-
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Fragment (~560 bp) sowie Wildtyp-Dynamin Ia bzw. die Dynamin IaK44A-Mutante (3kb) 

aus der Ratte eingefügt. Die beiden Dynamin-Varianten wurden von Marc G. Caron (Ho-

ward Hughes Medical Institute, Chevy Chase, MD, USA) im eukaryotischen pCB1-

Expressionsvektor zur Verfügung gestellt [160]. Zusammenfassend ergibt sich das in 

Abbildung 7.3, S. 95 dargestellte Bild. 

7.4. Untersuchungen mit dominant negativem Dynamin Ia 

Da ich immunfluoreszenzmikroskopisch eine Kolokalisation von pRS1 mit Dynamin II am 

trans-Golgi-Netzwerk fand (Abschnitt 3.4, S. 37), begann ich, in funktionellen Studien die 

Rolle von Dynamin II  bei der Verteilung von pRS1 zu untersuchen. Dazu wurden LLC-

PK1-Zellen vor (24 Stunden nach Kulturbeginn, Abbildung 7.4, Bild 1 a-c, S. 99) und nach 

Konfluenz (ca. 300 Stunden, ebd., Bild 1 d-f) transient mit dem Vektor Dynamin IaK44A-

EGFP und dem Kontrollvektor (Wildtyp-Dynamin Ia, Abbildung 7.4, Abbildung 2, S. 99), 

transfiziert und anschließend die Verteilung von pRS1 immunzytochemisch bestimmt. Die 

Mutation Dynamin IaK44A führt zum Verlust der GTP-Hydrolyse von Dynamin und ent-

spricht äquivalenten Mutationen in der GTP bindenden Domäne von ras [56]. Diese und 

ähnliche Dynamin-Mutanten zeigen Alterationen der Endozytose in COS-7-Zellen [33], 

des Recyclings von GLUT4 in CHO-Zellen [118] und der Aufnahme des Gifts Ricin in den 

Golgi-Apparat von HeLa-Zellen [98]. Sie ähneln damit den zur Entdeckung von Dynamin 

führenden thermosensitiven shibire-Mutanten aus Drosophila melanogaster. Sofern also in 

LLC-PK1-Zellen am trans-Golgi-Netzwerk oder der Zellmembran eine von Dynamin ab-

hängige Abschnürung von pRS1 stattfindet, sollte diese durch die Dynamin IaK44A-Mutante 

verändert werden. 

Die entsprechenden immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen ergaben jedoch 

ein anderes Bild: Weder nach Transfektion mit Wildtyp-Dynamin (Abbildung 7.4, Bild 2, S. 
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99), noch mit der dominant negativen Mutante (ebd., Bild 1) fand ich eine signifikante Än-

derung des Verteilung von pRS1 gegenüber nicht transfizierten Zellen. 

In ähnlichen Untersuchungen (nicht gezeigt) stellte ich pSGLT1 in transient mit Dynamin 

IIK44A transfizierten LLC-PK1-Zellen dar. Auch hier fand ich keine geänderte Lokalisation 

des Proteins. 

Somit blieb einerseits unklar, ob die DynaminK44A-Mutante in LLC-PK1-Zellen überhaupt 

dominant negativ wirkte. Dies müsste daher zunächst anhand einer in diesen Zellen zu va-

lidierenden Positivkontrolle gezeigt werden, da in Koexpressionsstudien in Xenopus-

Oozyten überzeugend gezeigt wurde, dass die RS1-abhängige  posttranslationale Regulation 

von SGLT1 durch dominant negatives Dynamin II gehemmt wird [180]. Sollte eine Um-

verteilung von pRS1 und/oder pSGLT1 auch dann nicht zu zeigen sein,  muss entweder in 

LLC-PK1-Zellen ein Umgehungsmechanismus  



Abbildung 7.4

Keine Änderung der Lokalisation von pRS1 durch domi-
nant negatives Dynamin II

In dieser Versuchsanordnung wurden subkonfluente und konfluente LLC-PK -

Zellen mit einem Vektor, der neben einen

gefolgt von der dominant negativen Mutante (Bild 1) bzw.
Wildtyp- (Bild 2) enthält, transient transfiziert (grün) und anschließend in
der Immunfluoreszenz nachgewiesen. Die Aufnahmen wurden so gewählt,
dass jeweils transfizierte neben nicht transfizierten Zellen zu liegen kamen.

Die transfizierten Zellen waren einschließlich ihrer Kerne mit markiert (a
und d). Es zeigte sich in ihnen das schon aus füheren Versuchen bekannte
Verteilungsmuster für in subkonfluenten (b) und konfluenten (e) Zellen. Balken:
20µm. In c) ist ein submembranärer Ausschnitt aus b) gezeigt (Rahmen, Balken: 2,5 µm).
Man erkannte mit der Membran in Verbindung stehende tubuläre Ausstülpungen, die
ähnlich für dominant-negative -Mutanten beschrieben wurden (siehe Text).
Allerdings waren sie nicht regelmäßig nachweisbar und kamen selten auch in nicht trans-
fizierten Zellen vor (vgl. Tafel 5).

Als Kontrolle dienten mit Wildtyp transfizierte Zellen. Ich konnte
auch bei sorgfältiger Untersuchung (vgl. Bild 2 mit Bild 1) keinen signifikanten
Unterschied in der Verteilung von finden.

Diese Befunde führen zunächst zu der Frage, ob Dynamin I in LLC-PK -Zellen über-

haupt dominant negativ wirksam ist. Weitere Untersuchungen sind zur Klärung dieser
Frage nötig.
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Abb. 7.4: Keine Änderung der Lokalisation von pRS1 durch dominant-
negatives Dynamin.
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