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Zusammenfassung 
 
 
 
Die Familie der LIM-Proteine ist eine sehr diverse Gruppe von sowohl zytoplasmatischen als 

auch nukleären Proteinen. Ihnen gemeinsam ist die LIM-Domäne, die aus zwei tandemartig 

wiederholten Zink-Finger-Strukturen bestehen und Protein-Protein-Interaktionsdomänen 

darstellen. Durch das Vorhandensein von häufig mehr als einer LIM-Domäne können die 

LIM-Proteine Multiproteinkomplexe mit verschiedenen Proteinen bilden. Zu den Vertretern 

im Zellkern gehören die LIM-Homöodomänen-Proteine (LIM-HD), die eine Funktion als 

Transkriptionsfaktoren besitzen, sowie die LIM-only (LMO) Proteine, die ebenfalls, wenn 

auch indirekt, an der Regulation der Genexpression beteiligt sein können. Die 

zytoplasmatischen LIM-Proteine spielen meist eine wichtige Rolle bei der Regulation des 

Zytoskeletts. So ist die LIM-Kinase 1 (LIMK1) an der Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts 

beteiligt und spielt in Neuronen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der Axone. 

Im Ubiquitin-Proteasom (UP) System werden Proteine durch die kovalente Modifizierung mit 

Ubiquitin für den Abbau durch das 26S Proteasom markiert. Das 26S Proteasom ist ein großer 

Komplex bestehend aus vielen Proteinen, der in der Lage ist, ubiquitinierte Substrat-Proteine 

zu erkennen und diese daraufhin abzubauen. Anhand der Ubiquitin-Ligase RLIM übt das UP-

System einen regulativen Einfluss auf die LIM-HD-Transkriptionsfaktoren aus. RLIM ist eine 

RING-Finger Ubiquitin-Ligase mit der Fähigkeit CLIM-Proteine, die als Kofaktoren für die 

Aktivität der LIM-HD-Transkritptionsfaktoren unerlässlich sind, für den proteasomalen 

Abbau zu markieren.   

Im Rahmen meiner Doktorarbeit sollten zuerst die Expressionsprofile von CLIM und RLIM 

sowie des mit RLIM verwandten RING-Finger Proteins RNF6 während der Mausentwicklung 

ermittelt werden. Diese Untersuchungen konzentrierten sich auf das Neuralrohr, weil dort 

LIM-HD-Proteine essentielle Funktionen für die korrekte Entwicklung neuronaler 

Zellpopulationen übernehmen. Es stellte sich heraus, dass sowohl das Expressionsprofil als 

auch die Expressionsdynamik von RLIM und CLIM während der Entwicklung des 

Neuralrohres ähnlich ist. In Zellen des ventralen Bereichs des Neuralrohres ist RLIM mit 

CLIM und dem LIM-HD-Protein Lhx3 kolokalisiert. Hier spielen LIM-HD-Proteine wie 

Lhx3 oder Isl1 eine wichtige Rolle bei der Entwicklung bestimmter Neuronentypen. Daher 

scheint auch RLIM an der Entwicklung dieser Zelltypen über die Regulation der 

Proteinmengen von LIM-HD-Kofaktoren beteiligt zu sein.  
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Der Vergleich des Expressionsprofils von RLIM und RNF6 im Neuralrohr zeigte, dass RNF6 

entgegen unseren Erwartungen ein zytoplasmatisches Protein ist. RNF6 konnte in axonalen 

Projektionen von Neuronen nachgewiesen werden, wo es insbesondere in den 

Wachstumskegeln lokalisiert ist. Es konnte an kultivierten hippocampalen Primär-Neuronen 

gezeigt werden, dass RNF6 in Wachstumskegeln den proteasomalen Abbau des 

zytoplasmatischen LIM-Proteins LIMK1 vermittelt. Die Untersuchungen identifizierten 

ausserdem komplementäre Funktionen von RNF6 und LIMK1 für das Axonwachstum, die 

darauf hinweisen, dass die Regulation der LIMK1-Proteinmengen durch RNF6 im direkten 

Zusammenhang mit der Entwicklung der Axone steht. Diese Ergebnisse deckten sich mit den 

Beobachtungen anderer Gruppen, die bereits zuvor einen Einfluss von LIMK1 auf das 

Axonwachstum zeigen konnten. So konnte mit der Ubiquitin-Ligase RNF6 erstmals eine 

konkrete Rolle für das Ubiquitin-Proteasom System während der Entwicklung axonaler 

Projektionen beschrieben werden. 
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I. Einleitung 
   
 
Jede Zelle eines Organismus muss die Aktivität, Lokalisation und Menge seiner Proteine 

beständig regulieren, um sich bestimmten äußeren Bedingungen anzupassen oder Abläufe 

definierter zellulärer Programme durchzuführen. Die  Regulation der Protein-Aktivitäten bzw. 

-Mengen ist für den korrekten Ablauf fast aller zellulären Prozesse wie Zytokinese, 

Differenzierung, Stoffwechsel oder Apoptose unerlässlich. Proteine können durch 

Wechselwirkung mit anderen Proteinen oder durch allosterisch wirkende Moleküle in ihrer 

Aktivität gehemmt werden. Auch die Änderung der Lokalisation eines Proteins in Bezug auf 

dessen Wirkungsstätte stellt eine Maßnahme zur Regulation der Aktivität dar. Eine weitere 

Möglichkeit bietet die posttranslationale Modifikation von Proteinen, wobei bestimmte 

Aminosäuren des Proteins mit spezifischen Signalen markiert werden. Bei solchen 

Markierungen handelt es sich in der Regel um kovalente Modifikationen wie zum Beispiel 

Phosphorylierung, Methylierung, Acetylierung, Sumoylierung oder auch Ubiquitinierung. 

Letztere spielt eine bedeutende Rolle bei der Regulation zellulärer Proteinkonzentration durch 

den spezifischen Abbau von Proteinen. Bei dieser Art der selektiven Degradation zellulärer 

Proteine in eukaryotischen Zellen wird das Substrat-Protein durch Modifikation mit mehreren 

Ubiquitin-Molekülen markiert und hochkomplexen Proteolysemaschinen, den so genannten 

Proteasomen, zugeführt.  

 

 

I.1 Das Ubiquitin-Proteasom (UP) System 

 
Ubiquitin ist ein aus 76 Aminosäuren bestehendes Protein, das innerhalb der eukaryotischen 

Spezies hochkonserviert ist. Es wird in Form eines Fusionsproteins, das aus mehreren 

hintereinander angeordneten Ubiquitin-Einheiten besteht, translatiert (Ozkaynak et al., 1984). 

Diese Vorläuferproteine werden durch Ubiquitin-spezifische Endoproteasen in die einzelnen 

Ubiquitine gespalten. Die Rolle von Ubiquitin beim selektiven Protein-Abbau wurde erstmals 

in einem in vitro System aus Retikulozytenextrakt gezeigt (Schlesinger et al., 1975). In 

diesem System wird Ubiquitin kovalent an Proteine gebunden, die dadurch für den Abbau 

markiert werden. Die Übertragung von Ubiquitin-Molekülen auf ein Substrat-Protein 

erfordert das sequentielle Wirken von drei verschiedenen Enzymklassen (Abb.I.1), die als E1, 

E2 und E3 bezeichnet werden (Hershko und Ciechanover, 1992). Zunächst wird Ubiquitin 



I. Einleitung 
 

 4

durch das Ubiquitin-Aktivierende-Enzym (E1) in einem ATP-abhängigen Schritt aktiviert. 

Dabei entsteht als Zwischenprodukt ein C-terminal adenyliertes Ubiquitin, welches dann mit 

einem konservierten Cystein-Rest des E1-Enzyms eine Thioesterbindung eingeht (Hershko, 

1996). Im zweiten Schritt der Reaktionskaskade wird das Ubiquitin vom E1 auf das Cystein 

im aktiven Zentrum des Ubiquitin-Konjugierenden-Enzyms E2 (oder auch UBC, ubiquitin 

conjugating enzyme) übertragen (Jentsch, 1992). Für die Anheftung des Ubiquitins an das 

Substrat-Protein ist die Anwesenheit von E3-Proteinen, den Ubiquitin-Ligasen, notwendig. 

Sie vermitteln die Spezifität der Substrat-Ubiquitinierung. Sukzessive Konjugation mit 

Ubiquitin-Molekülen führt zu multi- oder polyubiquitinierten Substrat-Proteinen, die vom 

Proteasom spezifisch erkannt und abgebaut werden (Abb.I.1).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Polyubiquitin kann durch Verkettung anhand der unterschiedlichen Lysine K11, K29, K48 

und K63 des Ubiquitins entstehen. Für den proteasomalen Abbau sind Ketten mit mindestens 

vier Ubiquitin-Molekülen, die über das K48 verkettet sind, relevant. Die über K29 

verlaufende Ubiquitinierung ist weniger gut charakterisiert. Sie ist für den Abbau von 

Ubiquitin-Fusionsproteinen wichtig. Diese werden mit einem initialen Ubiquitin-Molekül 

modifiziert, welches eine K29-Verknüpfung aufweist. Diese Ubiquitinierung ist für den 

Abb.I.1 Das Ubiquitin-Proteasom-System. Ubiquitin wird durch das Ubiquitin-Aktivierende-Enzym E1 

ATP-abhängig aktiviert (1) und anschließend auf das Ubiquitin-Konjugierende-Enzym E2 übertragen (2). In 

den meisten Fällen bindet der E2-Ubiquitin-Komplex und das Substrat-Protein spezifisch an eine bestimmte 

Ubiquitin-Ligase E3, wodurch Ubiquitin auf das Substrat-Protein übertragen werden kann (3). Durch die 

sukzessive Konjugation von Ubiquitin-Molekülen entstehen Polyubiquitin-Ketten, die das Substrat-Protein 

für den Abbau durch das Proteasom markieren (4). Das Substrat wird zu kurzen Peptiden prozessiert (5),

während das wiederverwendbare Ubiquitin durch deubiquitinierende Enzyme (DUBs) freigesetzt werden (6) 

(modifiziert nach Welchmann et al., 2005). 
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proteasomalen Abbau nicht ausreichend, aber eine notwendige Voraussetzung für die 

nachfolgende UFD2 (ubiquitin fusion degradation) katalysierte Ubiquitinierung, die über das 

K48 verläuft und somit das Substrat-Protein zum Abbau markiert (Johnson et al., 1995, Koegl 

et al., 1999). Polyubiquitinierung anhand der übrigen Lysine oder auch Monoubiquitinierung 

führt zu anderen funktionellen Konsequenzen. Ubiquitine die über Lysin-63 verbunden sind, 

scheinen eine wichtige Abbau-unabhängige Rolle in diversen Prozessen wie Endozytose, 

Stressantwort und DNA-Reparatur zu spielen (Soetens et al., 2001; Spence et al., 1995). Die 

Polyubiquitinierung anhand der K63-Verknüpfung der DNA-Polymerase-Ringklemme PCNA 

(proliferating cell nuclear antigen) hat eine wichtige Funktion in der DNA-Reparatur. Diese 

Reaktion wird durch das Zusammenspiel des MMS2/UBC13-Komplexes mit den  RING-

Finger-Proteinen RAD5 und RAD18 sowie dem E2-Enzym RAD6 katalysiert (Ulrich & 

Jentsch, 2000; Hoege et al., 2002). Des weiteren ist RAD6 in der Lage E3-unabhängig die 

Monoubiquitinierung der Histone H2A und H2B in höheren Eukaryoten zu katalysieren 

(Jentsch et al., 1987). Es wird vermutet, dass diese Monoubiquitinierung einen Einfluss auf 

die Chromatin-Struktur hat und damit die Zugänglichkeit der Promotor-DNA für die 

Transkriptionsmaschinerie reguliert. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass 

die Ubiquitinierung von Lysin-123 des Histons H2B ein Signal zur Methylierung von H3 

darstellt, was wiederum weitere Modifikationen der Histone in die Wege leitet (Sun et al., 

2002; Dover et al., 2002). Monoubiquitinierung spielt auch bei der Endozytose eine wichtige 

Rolle. Proteine, die in der Plasmamembran lokalisiert sind, werden an zytoplasmatischen 

Domänen ubiquitiniert und durch rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen (Hicke, 

2001; Rotin et al., 2000). Das Ubiquitinsignal scheint die Internalisierung in primäre 

Endosomen zu unterstützen und die Proteine für den lysosomalen Abbau zu markieren 

(Lucero et al., 2000). In diesem Zusammenhang wird die Aktivität des EPS15 Proteins, 

welches für die Knospung von Clathrin-Vesikeln zuständig ist, ebenfalls durch ein einzelnes 

Ubiquitin-Molekül reguliert (Hicke, 2001). 

 

 
 
I.1.1 Enzyme der Ubiquitinierungs-Reaktion  
 
 
Wie bereits erwähnt, ist in der Ubiquitinierungs-Kaskade das Wirken von drei Enzymklassen 

notwendig, die als E1, E2 und E3 bezeichnet werden. Bislang ist nur ein Vertreter der E1-

Enzymklasse bekannt: UBA1 wurde erstmals aus Weizen kloniert (Hatfield et al.,1990) und 

kurz darauf auch in der Hefe identifiziert (McGrath et al.,1991). Homologe des UBA1 sind in 
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allen untersuchten eukaryotischen Spezies vorhanden und lebenswichtig. Es ist das einzige 

beschriebene E1-Protein mit der Fähigkeit Ubiquitin zu aktivieren.   

Die E2-Enzymklasse besteht aus der Familie der Ubiquitin-konjugierenden Enzyme (UBC) 

mit mindestens elf verschiedenen Mitgliedern, die alle durch eine hochkonservierte UBC-

Domäne gekennzeichnet sind. Sie enthält das aktive Zentrum mit dem Cystein, das die 

Thioesterbindung mit Ubiquitin eingeht. Je nach Vorhandensein weiterer Domänen werden 

die E2-Enzyme in verschiedene Kategorien unterteilt.  

Während nur ein E1-Enzym bekannt ist und eine überschaubare Anzahl von UBC-Proteinen 

die E2-Enzymklasse bildet, gibt es eine sehr große Anzahl von E3-Enzymen. Anhand des 

Mechanismus der Ubiquitin-Übertragung vom E2 (UBC) auf das Substrat-Protein unter- 

scheidet man verschiedene Klassen von E3-Ubiquitin-Ligasen. Die HECT-Ubiquitin-Ligasen 

sind durch ihre C-terminale HECT-Domäne (homologous to E6-AP C-Terminus) 

gekennzeichnet. Diese umfasst ca. 350 Aminosäuren mit einem konservierten Cystein-Rest, 

der durch das E2-Enzym mit Ubiquitin beladen wird (Scheffner et al., 1995; Huibregtse et 

al.,1995) und die katalytische Domäne zur spezifischen Ubiquitinierung des Substrat-Proteins 

darstellt (Abb.I.2.A). Das Ubiquitin-Molekül wird dabei über seinen C-terminalen Glycin-

Rest durch eine Isopeptidbindung mit der ε-Aminogruppe eines spezifischen Lysins des 

Substrat-Proteins verknüpft (Jentsch, 1992). RING-Finger Ubiquitin-Ligasen (RING = really 

interesting new gene) sind durch ihr 40 bis 60 Aminosäuren umfassendes RING-Finger-Motiv 

charakterisiert. Es enthält 8 Zink-bindende Aminosäure-Reste, die insgesamt 2 Zn2+-Ionen 

koordinieren. Befindet sich an der fünften Zn2+-Koordinations-Stelle ein Histidin-Rest 

anstelle von Cystein, so wird von einem RING-H2-Finger gesprochen (Freemont, 2000). 

RING-Finger E3-Enzyme vermitteln die Ubiquitinierung des Substrat-Proteins ohne selbst 

eine Thioesterbindung mit Ubiquitin einzugehen. Durch die spezifische Erkennung und 

Bindung des Substrat-Proteins sowie des E2-Ubiquitin-Komplexes ermöglichen sie die 

direkte Übertragung des Ubiquitins vom E2 auf das Ziel-Protein (Abb.I.2.B). Des weiteren 

besitzen RING-Finger E3s auch die Fähigkeit zur Auto-Ubiquitinierung, wodurch sie sich 

selbst zum proteasomalen Abbau markieren können. Eine weitere Klasse von Ubiquitin-

Ligasen bilden die multimeren RING-Finger Ubiquitin-Ligasen wie z.B. SCF (Skp1-CUL1-

FBP) (Abb.I.2.C). SCF ist ein Multiproteinkomplex, der durch spezialisierte Untereinheiten 

zur Bindung des E2-Ubiquitin-Konjugats und des Substrat-Proteins gekennzeichnet ist. Die 

Rekrutierung des Ubiquitin-beladenen E2-Enzyms wird durch das RING-Finger Protein ROC 

(regulator of cullins) ermöglicht, welches mit Cullin-Proteinen (CUL) assoziiert ist (Ohta et 

al., 1999; Tang et al., 2001; Vodermaier, 2004). Die Substrat-Bindung des SCF wird durch   



I. Einleitung 
 

 7

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
F-Box-Proteine (Namensgebung durch das erste F-Box-Protein Cyclin F) ermöglicht, die 

ihrerseits über das SKP1-Protein (S-phase-kinase-associated protein-1) mit der CUL1-

Untereinheit assoziiert sind (Zheng et al., 2002). SCF-Ubiquitin-Ligasen können F-Box-

Proteine mit unterschiedlichen Substrat-Spezifitäten enthalten, so dass eine Vielzahl von 

verschiedenen Ziel-Proteinen ubiquitiniert werden kann.  

A 

B 

C 

Abb.I.2 HECT- und RING-Finger Ubiquitin-Ligasen.  (A) HECT Ubiquitin-Ligasen sind monomere 

Proteine, die spezifisch mit dem Substrat-Protein und dem Ubiquitin-beladenem E2-Enzym interagieren 

können. Die HECT-Domäne verfügt über einen konservierten Cytein-Rest, der durch das E2 mit Ubiquitin 

beladen wird und dieses auf das gebundene Substrat überträgt. (B) Monomere RING-Finger Ubiquitin-

Ligasen binden ebenfalls spezifisch das Substrat-Protein und den E2-Ubiquitin-Komplex. Im Gegensatz zu 

HECT-E3s gehen RING-E3s keine Thioesterbindung mit Ubiquitin ein, sondern vermitteln direkt die 

Übertragung des Ubiquitins auf das Substrat. (C) Multimere RING-Finger Ubiquitin-Ligasen wie das SCF

(Skp1-CUL1-FBP) binden das Substrat-Protein über ein F-Box-Protein, welches über die Proteine SKP1 (S-

phase-kinase-associated protein-1) und CUL1 mit ROC (regulator of cullins) assoziiert ist. Letzteres besitzt 

das RING-Finger-Motiv zur Bindung des Ubiquitin-beladenen E2-Enzyms. Aus Pickart, 2004, modifiziert.  
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I.1.2 Das 26S Proteasom 
 

Polyubiquitinierte Proteine werden vom Proteasom spezifisch erkannt und abgebaut. Das 26S  

Proteasom ist ein 2,5 MDa großer Komplex, der unter allen Eukaryoten hoch konserviert ist 

(Hochstrasser, 1996). Das 26S Proteasom kann in die zwei Subkomplexe 19S und 20S 

gegliedert werden (Abb.I.3). Der katalytische 20S Komplex setzt sich aus vier aufeinander 

gestapelten Ringen zusammen, die ihrerseits aus je sieben homologen Proteinen bestehen. Die 

beiden inneren β-Ringe besitzen die proteolytisch aktiven Zentren, welche in das Innere des 

zylindrischen 20S Komplexes weisen (Groll et al.,1997; Baumeister et al., 1998). Die zwei

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 

A 

B 

Abb.I.3 Das 26S Proteasom (A) Die beiden 20S und 19S Subkomplexe bilden das 26S Proteasom-

Holoenzym. Der 20S Komplex enthält die proteolytisch aktiven Zentren und wird daher auch katalytischer 

Komplex genannt. Er besteht aus vier heptameren Ringen, wobei die beiden inneren β-Ringe die 

proteolytische Aktivität beherbergen. Die beiden äußeren α-Ringe kontrollieren den Zugang in das 

Proteasom. Der regulatorische 19S Komplex setzt sich aus den lid und base Unterstrukturen zusammen. Die 

Funktionen der Untereinheiten des lid (Rpn = Regulatory particle non-ATPase) sind noch größtenteils 

unbekannt. Der base Komplex scheint unter anderem eine wichtige Rolle bei der Rezeption von 

polyubiquitinierten Substrat-Proteinen zu spielen. Er enthält 6 homologe ATPasen (Rpt = Regulatory particle 

ATPase), die an der Entfaltung und der Translokation in den 20S Komplex des Substrat-Proteins beteiligt 

sind.  (B) Schematische Darstellung des Abbaus polyubiquitinierter Proteine durch das 26S Proteasom. Die 

Modelle sind anhand des Proteasoms von S. cerevisiae erstellt. Aus Pickart, 2004.  
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äußeren α-Ringe kontrollieren den Zugang zum proteolytisch aktiven Zentrum des 

Proteasoms und stellen die Verbindung mit dem 19S Komplex her. Der regulatorische 19S 

Komplex ist ebenfalls in zwei Strukturen unterteilbar, die als lid und base bezeichnet werden. 

Beim Abbau polyubiquitinierter Substrat-Proteine ist der lid Komplex, der eine Funktion bei 

der Deubiquitinierung des Substrat-Proteins zu haben scheint, unerlässlich. Die genauen 

Funktionen der einzelnen Untereinheiten des lid Komplexes sind aber noch größtenteils 

unbekannt (Pickart, 2004). Die wichtigsten Komponenten des base Komplexes sind 6 

homologe ATPasen, die an der Entfaltung des Substrates und dessen Translokation in den 20S 

Partikel beteiligt sind. Auch die Rezeption polyubiquitinierter Substrat-Proteine scheint 

hauptsächlich durch Komponenten des base Komplexes zu erfolgen (Pickart, 2004). 

 

 

I.1.3 Das UP-System greift zentral in multiple Funktionen der Zelle ein 

 

Das UP-System greift durch Proteolyse von Regulatoren oder anderen Zielproteinen 

kontrollierend in unterschiedliche zelluläre Funktionen ein (Abb.I.4). Der Zellteilungszyklus  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 

Abb.I.4 Das Ubiquitin-Proteasom (UP) System ist für multiple Funktionen der Zelle wichtig. Das UP-

System greift durch Proteolyse von verschiedenen Zielproteinen kontrollierend in viele unterschiedliche 

zelluläre Funktionen ein. Während des Zellzyklus ist der Abbau des Anaphase-Inhibitors Pds1, der durch den 

Ubiquitin-Ligase-Komplex Cdc20-APC (anaphase promoting complex) vermittelt wird, essentiell für die 

Einleitung der Mitose. Der proteasomale Abbau des Tumorsuppressors p53 durch die onkogenen Ubiquitin-

Ligasen Mdm2 oder E6-Protein des Human Papillomavirus spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung 

bestimmter Krebs-Zellarten. Aus Hilt, 2005. 
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wird durch Cyclin-abhängige Kinase-Komplexe (CDKs) strikt reguliert. Diese werden durch 

oszillierende Wellen von Cyclinen phasenspezifisch moduliert. Das UP-System sorgt durch 

den Abbau der entsprechenden Cycline für die termingerechte Abschaltung der CDKs. Bei 

der Einleitung der Mitose ist der Abbau des Anaphase-Inhibitors Pds1, vermittelt durch den 

Ubiquitin-Ligase-Komplex Cdc20-APC (anaphase promoting complex), ein zentraler Steuer-

schritt (Cohen-Fix et al., 1996). Pds1 unterbindet die Einleitung der Mitose durch die 

spezifische Inhibition der Separase Esp1, eine hochselektive Protease, deren Aktivität für die 

Trennung der Schwesterchromatiden duplizierter Chromosomen notwendig ist. Das UP-

System hat des weiteren eine sehr wichtige Funktion bei der Proteinqualitätskontrolle. Im 

Zytoplasma markiert die E3-Ubiquitin-Ligase CHIP, die mit Chaperonen der Hsp70/Hsp90 

Familie interagiert, anormale Proteine für den Abbau durch das Proteasom. Im Endo- 

plasmatischen Retikulum werden durch so genannte ERAD-Prozesse (ER associated 

degradation) falsch gefaltete Proteine den Proteasomen im Zytoplasma zugeführt (Sommer & 

Wolf, 1997). In diesem System sind die zentralen Funktionseinheiten der 

Ubiquitinierungsmaschinerie wie das E2-Enzym Ubc6 oder die E3-Ligasen Hrd1/Der3 und 

Doa10 in der ER-Membran verankert. Die Ubiquitinierung findet hier während der 

Translokation des Substrates durch die ER-Membran statt (Bays et al., 2001). 

Neben dem vollständigen Abbau ist das Proteasom auch an der Prozessierung von Proteinen 

beteiligt. Dieser Vorgang wurde für den heterodimeren Transkriptionsfaktor NF-κB (Nuclear 

Factor kappa B) beschrieben, dessen eine Untereinheit als inaktives Vorläuferprotein (p105) 

synthetisiert wird (Fan & Maniatis, 1991; Palombella et al., 1994). Das NF-κB p105 Protein 

wird in einer Ubiquitin-abhängigen Reaktion durch das Proteasom zu einer 50 kDa-Form 

prozessiert und dadurch aktiviert (Lin et al., 1996). Ein vollständiger Abbau des p105 

Vorläuferproteins durch das Proteasom wird dabei durch eine N-terminale, hochstabile Rel 

homology domain verhindert (Lin & Kobayashi, 2003).  

Ein Transkriptionsfaktor der durch das Ubiquitin-Proteasom System vollständig abgebaut 

wird, ist der Tumorsuppressor p53. Er wird durch das onkogene RING-Finger Protein Mdm2 

(murine double-minute protein 2) polyubiquitiniert. Durch den Abbau von p53 wird die 

Arretierung des Zellzyklus in G1 und die Apoptose der Zellen durch p53-Aktivität verhindert, 

was im Falle von DNA-Schädigung verheerende Folgen hat (Hilt, 2004). Auch das E6-Protein 

des Human Papillomavirus (HPV) vermittelt im Zusammenspiel mit zellulären Proteinen der 

Wirtszelle den proteasomalen Abbau von p53 (Scheffner et al., 1990).  

Transkriptionelle Regulation durch das UP-System kann auch auf Grundlage des Abbaus von 

Kofaktoren erfolgen. Die beiden homologen CLIM1/Ldb2- und CLIM2/NLI/Ldb1-Proteine 
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sind Bestandteile von Multiproteinkomplexen, die verschiedene Transkriptionsfaktoren wie 

LIM-Homöodomänen-, bHLH-, GATA-, und Otx-Transkriptionsfaktoren enthalten können. 

Sie bilden Homodimere, was für ihre Funktion als positive Koregulatoren vor allem für LIM-

Homöodomänen-Transkriptionsfaktoren (LIM-HD) äußerst wichtig ist (Agulnick et al., 1996; 

Jurata et al., 1996, 1997; Bach et al., 1997; Mukhopadhyay et al., 2003). In diesem System 

konnte für das RING-Finger Protein RLIM eine Funktion als negativer Regulator der LIM-

HD-Transkriptionsfaktoren gezeigt werden (Bach et al., 1999). Der Mechanismus des 

negativen Einflusses von RLIM wurde verstanden, nachdem für RLIM eine Ubiquitin-Ligase-

Aktivität gezeigt werden konnte. So war es möglich die CLIM-Kofaktoren als Substrat-

Proteine zu identifizieren, die von RLIM für den proteasomalen Abbau markiert werden, 

wodurch die von CLIM1/2 vermittelte Aktivität der LIM-HDs verringert wird (Ostendorff et 

al., 2002).  

 

 

I.2 LIM-Proteine 

 

LIM-Proteine bilden eine große Familie von sehr diversen Proteinen, deren gemeinsames 

Merkmal eine oder mehrere LIM-Domänen ist. Die Bezeichnung „LIM“ rührt von den 

Initialen der drei zuerst entdeckten Homöodomänen-Transkriptionsfaktoren LIN-11, Isl1 und 

MEC-3 aus C. elegans bzw. Ratte her. Die LIM-Domäne besteht aus ca. 55 Aminosäuren mit 

8 hochkonservierten Cystein- oder Histidin-Resten. Anhand der Koordination von zwei Zink-

Ionen durch jeweils vier der konservierten Aminosäurereste (Abb.I.5) entsteht ein Tandem 

von zwei Zink-Finger-Strukturen, die stets durch zwei Aminosäuren getrennt sind (Dawid et 

al.,1998; Jurata & Gill, 1998). In seiner Struktur ähnelt das LIM-Motiv (Abb.I.5) den Zink-

Fingern vom GATA-Typ (Perez-Alvarado et al., 1994), kann aber nicht wie diese an DNA 

binden. Es dient vielmehr als eine Protein-Protein-Interaktionsdomäne (Bach, 2000; Kadrmas 

& Beckerle, 2004). Sowohl ein allgemeines LIM-bindendes Motiv von Interaktionspartnern 

als auch eine Bindungs-Präferenz der LIM-Domänen selbst für bestimmte Proteinstrukturen 

konnte bislang nicht festgestellt werden (Khurana et al., 2002; Kadrmas & Beckerle, 2004). 

LIM-Proteine konnten in allen Eukaryoten, deren Genom näher untersucht wurde, gefunden 

werden. In Prokaryoten fehlen sie jedoch. Der Mensch besitzt 135 derzeit identifizierte LIM-

kodierende Sequenzen, die auf insgesamt 58 Gene verteilt sind (Kadrmas & Beckerle, 2004). 

Anhand ihrer Aminosäure-Sequenz lassen sich die LIM-Domänen in verschiedene 

Kategorien, die zum Teil sehr unterschiedliche Proteine enthalten, unterteilen.  
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LIM-Proteine, die ausschließlich im Zellkern zu finden sind, wie LMOs (LIM only) oder 

LIM-Homöodomänen (LIM-HD) Proteine, haben im Vergleich zu zytoplasmatischen LIM-

Proteinen eine distinkte LIM-Sequenz. Lediglich LIM-Kinasen (LIMK) und das Aktin-

bindende LIM-Protein ABLIM, die wichtige Funktionen bezüglich des Zytoskeletts ausüben, 

stellen eine Ausnahme dar. Sie besitzen zwei LIM-Domänen, die denen von LMO- und LIM-

HD-Proteinen sehr stark ähneln (Kadrmas & Beckerle, 2004). Multi-LIM-Proteine des 

Zytoplasma wie Enigma, Paxillin oder PINCH (particularly interesting new cysteine and 

histidine-rich protein) enthalten 3, 4 bzw. 5 LIM-Domänen, die sich von denen der LMOs 

und LIM-HDs bzw. auch LIM-Kinasen deutlich unterscheiden (Kadrmas & Beckerle, 2004).   

 

 

I.2.1 LIM-Proteine des Zellkerns 

 

Zu den LIM-Proteinen des Zellkerns zählen die LIM-Homöodomänen (LIM-HD) Proteine, 

die zwei N-terminale LIM-Domänen aufweisen sowie LIM only (LMO) Proteine. LIM-HD-

Proteine sind Transkriptionsfaktoren, die anhand ihrer Homöodomäne spezifische DNA-

Abb.I.5 Die LIM-Domäne Die Konsensus-Sequenz basiert auf 135 identifizierten menschlichen LIM-

Sequenzen. Die 8 konservierten Zink-Ionen-bindenden Aminosäuren sind hervorgehoben. X steht für 

beliebige Aminosäuren. Die Topologie einer LIM-Domäne durch die Koordination zweier Zink-Ionen ist ein 

Tandem von zwei Zink-Fingern. Grüne Markierung deutet auf aliphatische Aminosäuren hin, die semi-

konserviert sind, während dunkelrot markierte invariante Positionen haben, aber nicht konserviert sind. Gelb

markiert sind nicht konservierte Positionen, die in ihrer Zahl variabel sind. Aus Kadrmas & Beckerle, 2004.



I. Einleitung 
 

 13

Sequenzen binden können. Sie besitzen zudem eine C-terminale Transaktivierungsdomäne 

zur gewebsspezifischen Aktivierung der Genexpression. In höheren Organismen sind sie für 

die Entwicklung des Nervensystems von fundamentaler Bedeutung (Hobert & Westphal, 

2000; Bach, 2000). Während der frühen Entwicklung von Wirbeltieren weisen verschiedene 

LIM-HD-Transkriptionsfaktoren zeitlich und räumlich sehr distinkte aber teilweise auch 

überlappende Expressionen auf. Lhx3 wird in so genannten V2 Interneuronen des 

Neuralrohres sowie den Vorläuferzellen von Motoneuronen und nur noch bedingt in 

postmitotischen Motoneuronen exprimiert (Abb.I.6.A). Das LIM-HD-Protein Isl1 wird in fast 

allen postmitotischen Motoneuronen des Neuralrohres exprimiert. Abhängig davon, ob diese 

Motoneurone neben Isl1 kombinatorisch auch LIM-HDs wie Isl2, Lhx3, Lhx4 oder Lim1 

exprimieren, entwickeln sich ihre axonalen Projektionen aus dem Neuralrohr in verschiedene, 

dorsale oder ventrale Richtungen (Abb.I.6.B). Dadurch wird letztendlich der Motoneuronen-

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

A B 

Abb.I.6 LIM-HD-Transkriptionsfaktoren sind für die Entwicklung neuronaler Zellen im Neuralrohr 

von Wirbeltieren wichtig. (A) und (B) sind Modelle des transversalen Körperdurchschnittes eines ca. 12 

Tage altes Mausembryos. (A) Das Modell zeigt die Lage von Motoneuronen und Interneuronen im 

Neuralrohr. Das LIM-HD-Protein Lhx3 wird in V2-Interneuronen und teilweise in Motoneuronen exprimiert. 

(B) Der LIM code spielt eine wichtige Rolle bei der Pfadfindung von Motoneuron-Axonen. Je nach 

Kombination der Expression von den LIM-HD-Transkriptionsfaktoren Isl1, Isl2, Lhx3, Lhx4 oder Lim1 

entstehen Motorneuronen, die ihre Axone außerhalb des Neuralrohres in dorsale oder ventrale Richtungen 

projizieren. Die Expression von Lmx1b spezifiziert den Pfad der ventral projizierten Axone zusätzlich. Aus 

Kania et al., 2000, modifiziert. 
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Subtyp charakterisiert  (Kania et al., 2000; Shirasaki & Pfaff, 2002). In einer Lhx3 knock-in 

Maus, die in allen Motoneuronen stabil Lhx3 exprimiert, werden die Axone aller 

Motoneuronen des Neuralrohres zur dorsalen Körperseite projiziert (Sharma et al., 2000). In 

diesem Zusammenhang wird von einem LIM code gesprochen, anhand dessen der Typus von 

Neuronen und ihren axonalen Projektionen determiniert wird. Auch in anderen Spezies wie 

z.B. Drosophila melanogaster oder Zebrafisch konnte gezeigt werden, dass der LIM code bei 

der Pfadfindung der Axone während der Entwicklung eine wichtige Rolle spielt (Dawid & 

Chitnis, 2001; Shirasaki & Pfaff, 2002). Des weiteren sind LIM-HD-Transkritptionsfaktoren 

auch an der Entwicklung der Hypophyse, des pankreatischen Mesenchyms sowie der Islet-

Zellen (Isl1 und Isl2) und an der Erythropose beteiligt (Pfaff et al., 1996; Ahlgren, 1997; 

Porter et al., 1997).  

Für die Aktivität der LIM-HD-Proteine ist eine Interaktion anhand ihrer LIM-Domäne mit 

den nukleären Adaptor-Proteinen der CLIM/Ldb-Familie, die aus den Homologen 

CLIM1/Ldb2 und CLIM2/Ldb1/NLI (im weiteren Textverlauf nur noch als CLIM bezeichnet) 

besteht, von entscheidender Bedeutung. CLIM-Proteine bilden Homodimere anhand ihrer N-

terminalen Dimerisierungsdomäne und binden durch einen spezifischen Bereich am C-

Terminus, der als LIM-Interaktions-Domäne (LID) bezeichnet wird, an das LIM-Motiv der 

LIM-HDs (Agulnick et al., 1996; Jurata et al., 1996; Bach et al., 1997). Die 

Homodimerisierung der CLIM-Proteine führt zur Bildung des Tetramers 2xCLIM+2xLIM-

HD und somit eines Homöodomänen-Tandems. Es wird vermutet, dass dadurch gleichzeitig 

die DNA-Sequenzen der Promoter- und Enhancer-Elemente gebunden werden, um die 

Aktivierung der Transkription zu ermöglichen (Jurata et al., 1998; Thaler et al., 2002). In 

Drosophila konnte gezeigt werden, dass das LIM-HD-Protein Apterous durch die Deletion 

der LIM-Domäne seine Funktionalität verliert, was zu einer gestörten dorso-ventralen 

Entwicklung der Flügel führt. Wurde aber die LIM-Domäne von Apterous durch die 

Dimerisierungsdomäne von CHIP (CLIM-Homolog in Drosophila) ersetzt, so entwickelten 

sich die Flügel normal (Fernandez-Funez et al., 1998; Milan & Cohen 1999; van Meyel et al., 

1999). Diese Beobachtung zeigt, dass die Funktion von CLIM als Kofaktor der LIM-HD-

Proteine auf der Fähigkeit zur Dimerisierung beruht. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass 

die Überexpression dominant-negativer CLIM-Proteine, denen die Dimerisierungsdomäne 

fehlt, in Zebrafischen zu ähnlich gravierenden Phänotypen führt, wie sie in Lhx2-/--Mäusen 

beobachtet werden konnten. Diese beinhalteten Augendefekte bis hin zum fast vollständigem 

Verlust der Augen und Defekte in der Entwicklung der Grenzstruktur zwischen Stamm- und 

Hinterhirn sowie in der Entwicklung bestimmter Neurone (Porter et al., 1997; Becker et al., 
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2002). Allerdings zeigen Mäuse, in denen CLIM2 deletiert wurde, ein weitaus größeres 

Spektrum an Phänotypen. Dies ist darauf zurückzuführen, dass CLIM-Proteine auch mit 

anderen Transkriptionsfaktoren und Regulatoren interagieren können (Mukhopadhyay et al., 

2003; Matthews & Visvader, 2003). 

Nukleäre LIM-only-Proteine (LMOs) gehören zu den kleinsten LIM-Domän-Proteinen. 

Abgesehen von den zwei LIM-Domänen besitzen sie keine weiteren funktionellen Domänen. 

Das Tandem der beiden LIM-Domänen ermöglicht es, verschiedene Proteine zu binden und 

dadurch einen regulatorischen Komplex zu schaffen. So konnte für LMO2 gezeigt werden, 

dass es gleichzeitig die Transkriptionsfaktoren TAL1-E47 und GATA1 bindet, wodurch die 

spezifische Genexpression für Hämatopoese aktiviert wird (Kadrmas & Beckerle, 2004). 

LMO-Proteine können aber auch um die Bindung der CLIM-Proteine, die Kofaktoren der 

LIM-HD-Transkritptionsfaktoren, konkurrieren und somit als negative Regulatoren der LIM-

HD-Aktivität fungieren. Apterous aktiviert in Drosophila als LIM-HD auch die Expression 

des LMOs Beadex (Bx). Dieser wiederum entzieht Apterous-Proteinen durch kompetetive 

Bindung CHIP (CLIM-Homolog in Drosophila), was im proteasomalen Abbau von Apterous 

resultiert. Diese negativ wirkende Rückkopplung ist wichtig, da die Störung des 

Gleichgewichts zwischen Beadex, Apterous und CHIP zu Defekten während der 

Flügelentwicklung führt (Milan et al., 1998; Milan & Cohen, 1999; Weihe et al., 2001; Bach, 

2002; Kadrmas & Beckerle, 2004). 

 

 

I.2.2 LIM-Proteine des Zytoplasmas  

 

Zytoplasmatische LIM-Proteine bilden eine sehr diverse Gruppe von Proteinen. Der größte 

Teil dieser Gruppe wurde im Zusammenhang mit dem Zytoskelett entdeckt. Sie können eine 

unterschiedliche Anzahl an LIM-Domänen und anderen funktionellen Domänen haben. 

Proteine der CRP-Familie (cytoplasmic cysteine-rich protein) besitzen nur 2 LIM-Domänen 

als Charakteristikum, während FHL-Proteine (four-and-a-half) aus 4½ LIM-Domänen 

bestehen. Interessanterweise konnte für beide Proteine eine partielle Lokalisation im Zellkern 

beobachtet werden. CRPs sind im Zytoplasma mit Alpha-Aktinin, einem Aktin-vernetzenden 

Protein, assoziiert. Für CRP1 und CRP2 konnte gezeigt werden, dass sie in Muskelzellen 

unter bestimmten Umständen, die bislang noch nicht verstanden werden konnten, im Zellkern 

zu finden sind. Dort bilden sie durch die Bindung von SRF (serum-response factor) an der N-

terminalen LIM-Domäne und GATA4 oder GATA6 an der C-terminalen LIM-Domäne einen 



I. Einleitung 
 

 16

ternären Komplex, der die Expression muskelspezifischer Gene stimuliert (Kadrmas & 

Beckerle, 2004). Eine Ähnliche Beobachtung konnte für das Zytoskelett-assoziierte FHL2 

gemacht werden, das durch die GTPase Rho aktiviert wird und anschließend im Zellkern 

nachgewiesen werden kann. Es wird vermutet, dass auch FHL2 im Nukleus als eine Plattform 

für die Generierung Transkriptions-aktivierender Komplexe dient (Müller et al., 2002). Focal 

adhesions sind spezielle Bereiche der Zelloberfläche, an denen Aktinfilamente des 

Zytoskeletts verankert werden. An dieser Verankerung sind so genannte Integrine beteiligt, 

die an den focal adhesions angehäuft sind und mit Proteinen der extrazellulären Matrix 

interagieren (Labouesse & Georges-Labouesse, 2003). PINCH (particularly interesting new 

cysteine and histidine-rich protein), das außer 5 LIM-Domänen keine weiteren 

Charakteristika aufweist, interagiert mit dem Integrin-assoziierten Protein ILK (intergrin 

linked kinase), welches eine wichtige Rolle bei der Zelladhäsion spielt. Die Deletion von 

PINCH führt zu Defekten bei der Verankerung von Aktin-Filamenten in der Zellmembran 

sowie Intergrin-vermittelter Zelladhäsion, was eine embryonale Lethalität zur Folge hat 

(Hobert et al., 1999; Clark et al., 2003).  

LIM-Proteine der Enigma-Familie wie z.B. Cypher und Mitglieder der ALP-Proteine (alpha-

actinin associated LIM protein) haben neben den LIM-Domänen eine PDZ-Domäne, die u.a. 

zur Interaktion mit Proteinen des Zytoskeletts befähigt. ALP wurde erstmals als ein Alpha-

Aktinin-assoziiertes Protein identifiziert und besitzt nur eine C-terminale LIM-Domäne. In 

Herzmuskel-Zellen kolokalisiert es mit Alpha-Aktinin in verschiedenen Bereichen der Aktin-

Verankerung. Maus-Deletionsmutanten von ALP entwickeln Kardiomyopathien, da die durch 

ALP geförderte Vernetzung von Aktin-Filamenten mittels Alpha-Aktinin gestört ist 

(Pashmforoush et al., 2001; Kadrmas & Beckerle, 2004). Cypher, das wie alle LIM-Proteine 

der Enigma-Familie 3 LIM-Domänen am C-Terminus enthält, ist ebenfalls mit Alpha-Aktinin 

assoziiert und lokalisiert in Muskelzellen in den Z-Scheiben. Zusätzlich interagiert es auch 

mit Protein-Kinase C (PKC) und Calsarcin-3, einem Binde-Partner des Transkriptionsfaktors 

Calcineurin (Zhou et al., 1999; Frey & Olson, 2002). Daher scheint Cypher an den Z-

Scheiben sowohl in struktureller Hinsicht als auch bei der Signaltransduktion wichtig zu sein. 

Auch die Deletion von Cypher führt zur Kardiomyopathie und zu Defekten in der Architektur 

quergestreifter Muskeln (Vatta et al., 2003). 

ABLIM ist ein LIM-Protein mit 4 N-terminalen LIM-Domänen und einer C-terminalen 

Aktin-Bindedomäne. Eine Funktion von ABLIM wurde anhand des Homologen UNC-115 in 

C. elegans gezeigt. In Deletionsmutanten (unc-115) konnte beobachtet werden, dass die 

Axone bestimmter Neurone Fehler in der Pfadfindung aufweisen, obwohl ihre Motilität 
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unbeeinträchtigt war (Lundquist et al., 1998). UNC-115 wird durch den Rho-/Rac-Signalweg 

reguliert. Daher wird vermutet, dass UNC-115 die Aktin-Dynamik und somit das Axon-

wachstum in Abhängigkeit von äußeren, richtungweisenden Signalen, reguliert (Struckhoff & 

Lundquist, 2003).   

 

 

I.2.3 LIM-Kinasen sind katalytische LIM-Proteine des Zytoplasmas  

 

LIM-Kinase 1 (LIMK1) und LIMK-Kinase 2 (LIMK2) bilden die Familie der LIM-Kinasen. 

Es handelt sich bei ihnen um Serin-/Threonin-Kinasen mit einer C-terminalen Kinase-

Domäne. Neben den zwei N-terminalen LIM-Domänen besitzen sie eine PDZ-Domäne, die 

auch LIM-Kinasen funktionell in einen Zusammenhang mit dem Zytosklett bringt. LIMK-

Kinasen sind Effektoren von kleinen GTPasen der Rho-/Rac-/Cdc42-Familie (auch als p21-

Familie bezeichnet), die bei der Reorganisation des Zytoskeletts eine überaus wichtige Rolle 

spielen. Sie induzieren die Phosphorylierung der Rho-Kinase (ROCK) und p21-aktivierter 

Kinase (PAK1) (Abb.I.7.A). Daraufhin aktivieren diese LIMK1 und LIMK2 durch Phospho- 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  

 

 

 

Abb.I.7 Aktivierung von LIM-Kinase und Deaktivierung Aktin-depolymerisierender Proteine.   

(A) Rho/RAC/Cdc42 sind kleine GTPase, die Kinasen wie ROCK und PAK (siehe Text) aktivieren. 

Daraufhin phosphorylieren diese LIM-Kinase, die dadurch ebenfalls aktiviert wird. (B) Das Aktin-

depolymerisierende Protein Cofilin wird durch aktivierte LIM-Kinase phosphoryliert. Phosphoryliertes 

Cofilin (P-Cofilin) kann dadurch  keine Aktin-Filamente F-Aktin) mehr depolymerisieren, so dass sich F-

Aktin anhäuft. Modifiziert nach Riento & Ridley, 2003. 

A B
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rylierung am Threonin 508 bzw. 505 (1999; Maekawa et al.,1999; Ohashi et al., 2000; Sumi 

et al., 2001). Aktivierte LIMK-Kinase wiederum phosphoryliert Aktin-depolymerisierende 

Proteine der ADF- (actin-depolymerizing factor) / Cofilin-Familie (zusammengefasst als 

ADF/Cofilin). ADF/Cofilin fördert die Depolymerisierung von Aktin-Filamenten (F-Aktin). 

Durch die LIM-Kinase-vermittelte Phosphorylierung können diese inaktiviert werden 

(Abb.I.7.B), was zu einer Anhäufung von F-Aktin führt (Arber et al., 1998; Yang et al., 

1998). Reaktiviert werden die ADF/Cofilin-Proteine durch die Phosphatase Ssh (Slingshot) 

(Morgan et al., 1993; Niwa et al., 2002). Ein ständiger Kreislauf von Depolymerisierung und 

Polymerisierung der Aktin-Filamente ist eine Voraussetzung für die Dynamik des Aktin-

Zytoskeletts, die unter anderem bei der Migration von Zellen oder dem Auswuchs der Axone 

von Neuronen unerlässlich ist. Das Aktin-Zytoskelett im Wachstumskegel der Axone, muss 

eine hohe Dynamik aufweisen, um die Migration des Wachstumskegels und somit den 

Auswuchs des Axons zu ermöglichen (Mitchison & Kirschner, 1988; Song & Poo, 2001). 

Insbesondere in den Lamellopodien und Filopodien, die äußerst agile Strukturen der 

Wachstumskegel darstellen, besteht das Zytoskelett aus F-Aktin (Gungabissoon & Bamburg, 

2003). Während LIMK2 ubiquitär exprimiert wird, konnte LIMK1 hauptsächlich in 

neuronalen Zellen nachgewiesen werden, wo LIMK1 eine regulatorische Funktion während 

des Auswuchs der Axone hat (Stanyon & Bernard,1999).   

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  

 

 

 

Abb.I.8 Wachstumskegel von Neuronen. (A) Phasenkontrast-Aufnahme eines axonalen Wachstums-

kegels. (B) Modell eines Wachstumskegels mit den wichtigsten Bestandteilen des Zytoskeletts. Aus der 

Peripher-Domäne (P) laufen dichte Bündel von F-Aktin in die Filopodien. Die Aktin-Dynamik in den 

Filopodien und Lamellopodien ist für die Motilität des Wachstumskegels zwingend. Der Zentrale Bereich 

(C) enthält Mikrotubuli, die in der Regel nur bis in die Peripher-Domäne reichen. Aus Gungabissoon & 

Bamburg, 2003. 
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Die Verlängerung der Neuriten von PC12 Zellen in Kultur wird gehemmt, wenn eine LIMK1-

Deletionsmutante, der die Kinase-Domäne fehlt, überexprimiert wird (Birkenfeld et al., 

2001). In Neuronen der Spinalganglien aus Huhn-Embryonen zeigte sich, dass die 

Überexpressionen von LIMK1 oder mutierten LIMK1-Varianten, die entweder konstitutiv 

aktiv oder nicht aktivierbar sind, zu beeinträchtigten Motilitäten des Wachstumskegels führen. 

Diese Beobachtungen waren zurückzuführen auf veränderte Aktivitäten von Cofilin durch die 

LIMK1-Proteine (Endo et al., 2003). Auch in kultivierten Neuronen des Ratten-Hippokampus 

zeigte sich ein Einfluss auf das Axon-Wachstum. So fördern erhöhte LIMK1-Proteinmengen 

den Auswuchs der Axone, was zunächst in einer Verlängerung dieser Projektionen resultiert. 

Halten jedoch die erhöhten Mengen an LIMK1-Proteinen über einen längeren Zeitraum 

hinweg an, so kommt es zur Inhibition des Axon-Wachstums und zur Akkumulation von F-

Aktin im Wachstumskegel der Axone (Rosso et al., 2004). Neurone der knock-out 

Mausmutanten von LIMK1 zeigten neben morphologischen Abnormalitäten der Axon-

Wachstumskegel auch Defekte in der Struktur von Dendritenfortsätzen. In beiden Strukturen 

konnte eine Reduzierung der Phosphorylierung von ADF/Cofilin beobachtet werden (Meng et 

al., 2002). Beim Menschen wurde entdeckt, dass Patienten, die am Williams-Syndrom leiden, 

hemizygot für LIMK1 sind. Bei ihnen ist unter anderem eine leichte mentale Retardierung 

feststellbar, die vermutlich auf den niedrigen LIMK1-Proteinmengen beruht (Stanyon & 

Bernard, 1999). Des weiteren konnte ein Zusammenhang zwischen erhöhter LIMK1-Aktivität 

und steigender Motilität von T-Zellen gezeigt werden (Nishata et al., 2002).  

Wie bereits beschrieben, erfolgt die Regulation der LIM-Kinasen über den Rho/Rac/Cdc42-

Signalweg, in dem LIM-Kinase durch Phosphorylierung aktiviert wird. Inaktive LIM-Kinase 

scheint einer Autoinhibition zu unterliegen, woran die N-terminale LIM-Domäne beteiligt ist. 

Deletion der LIM-Domäne führt zu einer Erhöhung der LIMK-Aktivität. Dieser inhibitorische 

Effekt wird auch durch trans zugeführte LIM-Domänen erzielt und beruht auf der Interaktion 

der LIM-Domäne mit der Kinase-Domäne. Ob die Phosphorylierung von LIM-Kinase einen 

Einfluss auf die Interaktion der beiden Domänen hat, konnte bislang nicht geklärt werden 

(Nagata et al., 1999; Kadrmas & Beckerle, 2004). 

 

 

I.3 Hippocampale Neuronen als Modellsystem 

 

Die meisten der bislang beschriebenen neurobiologisch relevanten Funktionen von Proteinen, 

wie z.B. die von LIM-Kinase 1, wurden in so genannten Primärkulturen von Neuronen unter- 
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sucht. Zellbiologische Experimente in der Neurobiologie wurden erstmals durch die 

Entwicklung der Methode, dissoziierte Zellen aus den Gehirnen von Ratten oder Mäusen zu 

präparieren und zu kultivieren ermöglicht. Mit Hilfe dieser Primärkulturen konnte z.B. die 

Ausbildung und das Auswachsen neuronaler Zellausläufer beobachtet sowie das Verhalten 

neuronaler Wachstumskegel in einzelnen Nervenzellen analysieren werden. Ein häufig 

verwendeter Bereich des Gehirns als Quelle für primäre Neuronenkulturen ist der 

Hippocampus, der als Teil des Archicortex zu den bestuntersuchten Regionen des Gehirns 

gehört. Durch seine begrenzte Anzahl von Neuronentypen eignet er sich besonders als 

Modellsystem für die Zellkultivierung. Neben Gliazellen kommen hauptsächlich die zwei 

neuronalen Zelltypen Pyramidenneurone und die kleineren Körner-Zellen vor. Die 

Pyramidenneurone entwickeln sich in einer stereotypen Sequenz von Ereignissen (Abb.I.9). 

Bei kultivierten Neuronen kommt es nach dem Ausplattieren in einem ersten Schritt zur 

Ausbildung einer dynamischen Membranstruktur, den Lammellopodien. Nach ca. 12 Std. in 

Kultur wachsen kleine Zellausläufer aus, so genannte Neuriten, die sich untereinander 

morphologisch und funktional nicht unterscheiden. Einer dieser Zellausläufer fängt nach ca. 

36 Std. Kultivierungszeit an schneller als die anderen zu wachsen und entwickelt eine typisch 

axonale Morphologie. Es wird vermutet, dass das Wachstum der übrigen Neuriten durch die

  

 

Abb.I.9 Entwicklung hippocampaler Neurone in Kultur. In den ersten 6 Std. können zunächst nur 

Lamellopodien beobachtet werden (Stadium 1), aus denen sich weitere 6 Std. später Neuriten entwickeln 

(Stadium 2). Nach insgesamt 36 Std. entwickelt sich eines der Neuriten durch schnelleres Wachstum zu 

einem Axon (Stadium 3). In den darauf folgenden Tagen wächst das Axon weiter, während die übrigen 

Neuriten zu Dendriten werden (Stadium 4). Diese bilden später so genannte dendritische Fortsätze aus, an 

denen sich Synapsen formieren können (Stadium 5). Aus Govek et al., 2005 modifiziert. 
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Ausschüttung inhibitorischer  Signalstoffe aus dem auswachsenden Axon unterdrückt wird. 

Im weiteren Verlauf entwickeln sich diese Neuriten zu Dendriten mit ihren typisch 

baumartigen Verzweigungen (Dotti et al., 1988; Bradtke & Dotti, 1999; Andersen & Bi, 

2000; Bradtke & Dotti, 2000; da Silva & Dotti, 2002; Dickson 2003; Govek et al., 2005).  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Primärkulturen hippocampaler Neurone verwendet, um mit 

Hilfe zellbiologischer Methoden, wie zum Beispiel ektopische Überexpression, RNAi oder 

Immunzytochemie, die Rolle der untersuchten Proteine bei der Entwicklung von Neuronen zu 

studieren. 

 

 

I.4 Die RING-Finger Proteine RLIM und RNF6 

 

In Maus und Mensch kodiert das Rnf12-Gen für RLIM (RING-finger LIM-domain-binding 

protein), ein RING-Finger Protein, das aufgrund seiner Fähigkeit, mit der LIM-Domäne des 

LIM-HD-Transkriptionsfaktors Lhx3 zu interagieren, entdeckt wurde. Das murine RLIM 

besteht aus 600 Aminosäuren und zeichnet sich durch eine C-terminale RING-Finger-

Domäne aus, in der zwei Zinkatome von je vier Aminosäureresten koordiniert werden. Für 

das RING-Finger-Motiv wurde folgende Konsensus-Sequenz mit 8 Zn2+-bindenden Resten 

ermittelt: CX2CX9-39CX1-3HX2-3C/HX2CX4-48CX2C (Freemont, 2000; Joazeiro & Weissman, 

2000). Befindet sich an der fünften Zink-bindenden Position ein Histidin-Rest anstelle eines 

Cystein-Restes, so handelt es sich um ein so genanntes RING-H2-Motiv, was bei RLIM der 

Fall ist. Es konnte gezeigt werden, dass RLIM generell mit den LIM-Domänen der LIM-HD-

Proteine und nukleären LMOs interagieren kann, während es zu denen zytoplasmatischer 

LIM-Proteine, mit Ausnahme von LIM-Kinase, nur eine schwache Affinität zeigt (Bach et al., 

1999). Darüber hinaus interagiert RLIM mit CLIM-Proteinen, die unter anderem als 

Kofaktoren für LIM-HD-Transkriptionsfaktoren essentiell sind. In Hühnern konnte 

beobachtet werden, dass eine Virus-vermittelte Überexpression von RLIM Defekte in der 

Entwicklung der Flügel bewirkt. Diese Phänotypen glichen denen, die durch die 

Überexpression von dominant-negativen CLIM-Proteinen oder durch die Inhibition des LIM-

HD-Proteins Lhx2 verursacht werden. Diese Ergebnisse deuteten auf eine Funktion von 

RLIM als negativer Regulator von LIM-HD-Transkriptionsfaktoren hin. Die Rekrutierung der 

Histonacetylase Sin3A zum Transkriptionsfaktor-Komplex durch RLIM schien eine mögliche 

Ursache der Inhibition durch RLIM zu sein (Bach et al., 1999). Die Entdeckung der 

Ubiquitin-Ligase-Akivität von RLIM in unserem Labor ermöglichte die Erkenntnis über einen 
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weiteren inhibitorischen Mechanismus. Neben der Fähigkeit zur Autoubiquitinierung ist 

RLIM auch in der Lage die Polyubiquitinierung von CLIM-Proteinen zu vermitteln und diese 

somit für den proteasomalen Abbau zu markieren. CLIM1 und CLIM2 sind für die Aktivität 

der LIM-HD-Proteine besonders wichtig. Durch den Abbau dieser CLIM-Kofaktoren entfaltet 

RLIM seine Funktion als negativer Regulator der LIM-HD-Transkriptionsfaktoren 

(Ostendorff et al., 2002).  

Die in situ Hybridisierung an Gewebeschnitten von Maus-Embryonen zeigte eine ubiquitäre 

Expression von RLIM, die der von CLIM-Proteinen, insbesondere CLIM2, sehr ähnelt. Unter 

anderem konnte eine starke Expression von RLIM- und CLIM-kodierender mRNA in 

Geweben wie dem Gehirn oder dem Neuralrohr gezeigt werden (Bach et al., 1999). In diesen 

Geweben sind LIM-HD-Proteine an der Entwicklung bestimmter Strukturen, wie z.B. den 

Motoneuronen des Neuralrohres, beteiligt. Diese Beobachtungen lassen die Vermutung zu, 

dass RLIM als negativer Koregulator der LIM-HD-Transkriptionsfaktoren an der 

Entwicklung dieser Strukturen beteiligt ist. 

Viele der in den verschiedenen Datenbanken enthaltenen RING-Finger-Proteine weisen 

häufig Homologien zueinander auf. RNF6, das ebenfalls einen RING-H2-Finger besitzt, ist 

dasjenige Protein, das die größte Homologie zu RLIM aufweist. Mit einer Übereinstimmung 

der Aminosäure-Sequenz von über 80% ist die Ähnlichkeit beider Proteine zueinander 

besonders groß. Im Gegensatz zu RLIM sind jedoch mögliche Funktionen des RING-Finger-

Proteins RNF6 größtenteils unbekannt. Erstmals kloniert wurde RNF6 von MacDonald et al. 

(1999). Weiterhin wurde gezeigt, dass die mRNA-Expression von RNF6 während der Meiose 

zunimmt und RNF6-Proteine eine Kolokalisation mit PML und Daxx aufweisen. PML und 

Daxx sind PML-bodies assoziierte Proteine, die eine Rolle bei de Apoptose spielen ( Torii et 

al., 1999; Zhong et al., 2000; Lopez et al., 2002). Die Bedeutung dieser Kolokalisation ist 

jedoch ungeklärt. Darüber hinaus schlugen Lopez et al. (2002) eine Funktion von RNF6 bei 

der Aktivierung des Inha-Gens (inhibin subunit alpha) vor, das für die α-Untereinheit von 

Inhibin, einem Protein, das lokal in Sertoli-Zellen von Mäusen als Tumorsuppressor wirkt, 

kodiert (Lopez et al., 2002). Lo et al. (2002) vermuteten ebenfalls einen Zusammenhang 

zwischen RNF6 und der Tumor-Entstehung, da ihre Untersuchungen von Speiseröhren-

Karzinomen (esophagal squamous cell carcinoma) zeigen, dass RNF6 in den betroffenen 

Zellen häufig mutiert ist (Lo et al., 2002). Untersuchungen in unserem Labor identifizierten 

RNF6, wie auch schon RLIM, als eine Ubiquitin-Ligase. In kultivierten Säugetier-Zellen wies 

RNF6 eine vorwiegend zytoplasmatische Lokalisation auf. Des weiteren war es in vitro 

möglich die Interaktion von RNF6 mit LIM-Proteinen des Zytoplasmas wie z.B. mit LIM-
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Kinase 1 (LIMK1) nachzuweisen und darüber hinaus eine in vitro Ubiquitinierung durch 

RNF6 zu zeigen. Eine physiologisch relevante Funktion dieser Interaktionen bzw. 

Ubiquitinierungen blieb jedoch bislang ungeklärt (Schlüter, 2004; Peters 2004). 

 

 

I.5 Zielsetzung der Arbeit 

 

Für RLIM konnte eine Funktion als negativer Koregulator der LIM-HD-

Transkritpionsfaktoren gezeigt werden. Diese Funktion beruht auf der Ubiquitin-Ligase-

Aktivität von RLIM, wodurch die CLIM-Kofaktoren der LIM-HD-Proteine für den 

proteasomalen Abbau markiert werden. LIM-HD-Transkritpionsfaktoren wie Lhx3 sind für 

die korrekte Entwicklung neuronaler Zellpopulationen im Neuralrohr von Mausembryonen 

essentiell.  

Ziel dieser Arbeit war es Hinweise auf einen Zusammenhang von RLIM mit LIM-HD-

Proteinen während der frühen Entwicklung der Maus zu liefern. Dafür sollten die 

Expressionsprofile von RLIM und den CLIM-Kofaktoren im Neuralrohr der Mausembryonen 

untersucht werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollten Aufschlüsse darüber geben, 

ob RLIM bei der Entwicklung des Neuralrohres eine Rolle spielen kann.  

Für das mit RLIM verwandte Protein RNF6 konnte noch keine biologisch relevante Funktion 

beschrieben werden. Daher sollte zuerst ein Vergleich des Expressionsprofils der beiden 

RING-Finger-Proteine RNF6 und RLIM im Neuralrohr von Mausembryonen erste Hinweise 

auf eventuelle Funktionen von RNF6 liefern. Mit Hilfe von siRNA-vermittelten „knock-

down“ Experimenten und Überexpressionsstudien sollten dann zelluläre Funktionen von 

RNF6 identifiziert werden. 

 



II. Material und Methoden 
 

 24

II. Material und Methoden 
 
II.1 Material 
 

II.1.1 Bezugsquellen häufig verwendeter Substanzen 
 
Laborchemikalien und molekularbiologischen Reagenzien wurden, soweit nicht anders 
vermerkt, von den Firmen AppliChem, Darmstadt; Amersham Pharmacia, Boston 
Biochemicals, (USA); Freiburg; Calbiochem, Schwalbach; Clontech, Palo Alto (USA); 
Gibco-BRL Life Technologies, Eggenstein; Greiner, Nürtingen; Invitrogen, Karlsruhe; MBI 
Fermentas, St. Leon-Rot; Merck, Darmstadt; Polysciences, Warrington (USA); Qiagen, 
Hilden; Roth, Karlsruhe; Schleicher & Schüll, Dassel; Sakura, Torrance (USA); Sigma, 
München; Stratagene, La Jolla (USA); Vector-Alexis, Grünberg und Whatman, Maidstone 
(USA) bezogen. 
 
 
Spezielle Chemikalien und Hilfsmittel von anderen Produzenten sind  im Folgenden 
aufgeführt: 
 
Biomax MR und X-Omat Blue XB-1   Eastman Kodak Company, 

Rochester, New York, USA 
HyperfilmTM ECL      Amersham-Pharmacia, GB 
L-35S-Methionin      Amersham-Pharmacia, GB 
Milchpulver (fettfrei)      Albertsons, USA 
Säulen zur Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen  Millipore GmbH, Schwalbach 
Zellkulturschalen und Pipetten    Nunc GmbH, Wiesbaden 
        Renner GmbH, Dannstadt  
 
II.1.2 Vektoren  
 
pCR 2.1 TOPO-TA:      Klonierungsvektor (Invitrogen) 
 

pCS2:        eukaryotischer Expressionsvektor mit  
       CMV-Promoter (Roth et al., 1991) 
 

pCS2+MT:       eukaryotischer Expressionsvektor mit 
       CMV-Promoter, N-terminale 6xMyc-
       Epitop-Fusion (Roth et al., 1991) 
 

pET22b:       bakterieller Expressionsvektor, C- 
       terminale Hexa-Histidin-Fusion (Merck) 
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pGEX-KGK, pGEX-AHK:     bakterieller Expressionsvektor, N- 
       terminale GST-Fusion (M.G. Rosenfeld) 
 

pcDNA3:       eukaryotischer Expressionsvektor mit 
       CMV-Promoter (Invitrogen) 
 

pEGFP-C3:       eukaryotischer Expressionsvektor mit 
       CMV-Promoter, N-terminale GFP-Fusion 
       (Clonetech) 
 

 

II.1.3 Lösungen und Medien  
 
Alle Lösungen und Medien wurden mit Wasser, das durch ein Milli-Q-System (Millipore, 
Schwalbach) aufgereinigt wurde, hergestellt. Wo angegeben wurde der pH-Wert mittels 
Zugabe von NaOH, KOH oder HCL eingestellt. Zur Sterilisation wurden die Lösungen 20 
min bei 121°C autoklaviert. 
 
DNA-Probenpuffer (6x) 40 % Sucrose; 0,25 % O-Bromphenolblau; 

0.25 % Xylen-Cyanolblau 
Laemmli Probenpuffer (3x) 360 mM Tris-HCl (pH 6,8); 6 % SDS; 30 % Glycerol; 

5 % β-Mercaptoethanol; 0.05 % O-Bromphenolblau 
Laemmli Stop Puffer (2x) 
 

62,5 mM Tris-HCl; pH 6,8; 2 % SDS; 10 % Glycerol; 
100 mM DTT; 0,001% Bromphenolblau 

LB(Luria-Broth)-Medium 10 g/L Bacto-Trypton; 5 g/l Bacto-Hefeextrakt; 10 g/L 
NaCl 

NETN-Puffer 0,5% NP 40; 20 mM Tris pH 8,0; 100 mM NaCl; 1 mM 
EDTA; 10% Glycerol ; frisch dazugeben 1 mM DTT; 
1 mM PMSF; 1x Protease-Inhibitor-Mix (Roche) 

PBS-Puffer 0,14 M NaCl; 2,7 mM KCl; 3,2 mM Na2HPO4; 
1,5 mM KH2PO4 

PBT PBS und 0,1 % Triton X-100 
PBST PBS und 0,1 % Tween 20 
SDS-PAGE Lauf-Puffer 25 mM Tris-HCL; 190 mM Glycerol; 0,1 % SDS 

(pH 8,3) 
TBE-Puffer 90 mM Tris; 90 mM Borsäure; 2,5 mM EDTA; 

pH 8,3 
TE-Puffer 10 mM Tris-HCl; 0,1 mM EDTA (pH 8,0) 
Western-Blot-Transfer-Puffer 50 mM Tris (pH 8,0); 380 mM Glycin; 0,1 % SDS; 

20 % Methanol 
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II.1.4 Zelllinien 
 
COS7-Zellen; fibroblastenähnliche Affennierenzellen (African green monkey, Gluzman, 
1981)  
 
 
 
II.1.5 Bakterienstämme 
 
Escherichia coli für Klonierungsexperimente: 
 
DH5α: F-gyrA96(Nalr) recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17 (rκ-

 mκ
+) glnV44 deoR ∆(lacZYA-

argF)U169 [Ф 80d ∆(lacZ)M15] (Fermentas Life Sciences; Woodcock et al., 1989) 
 
DH5αIQ: endA1 hsdR17 (rk-, mk+), supE44, thi-1, -, recA1, gyrA96, relA1, 80∆lacZM15, ∆ 
(lacZYA-argF)U169/F', proAB, laclq, lacZ M15, Tn5(KmR) (Gibco BRL, Karlsruhe) 
    
 
Escherichia coli für die Expression rekombinanter Proteine: 
 
BL21 (DE3): hsdSB (rB

-mb
-) gal dcm (λ cIts857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7gene1) (New 

England Biolabs; Studier und Mofatt, 1986) 
 
BL21 Codon Plus (De3)-RIL straina: BF- ompT hsdS (rb

-mB
-) dcm + Tetr galλ (DE3) endA 

Hte [argU ileY leuW Camr] (Stratagene,) 
 

 

 
II.1.6 Zellkulturmedien 
 
COS7: 
 
500 mL HAM’s F12 (Gibco-BRL) 
55 mL  Fötales Kälberserum (FCS, inaktiviert bei 65°C für 30 min; Gibco-BRL) 
5,5 mL  Penicillin-/Streptomycin-Lösung (10000 U/mL Penicillin; 10000 µg/mL  
  Streptomycin, Gibco-BRL)
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Primäre hippocampale Neuronen: 
 
Plating-Medium:    Neuronenmedium: 
 
450 mL  MEM (Gibco-BRL)  480 mL MEM (Gibco-BRL) 
3 g  Glucose (Roth)  3 g  Glucose (Roth) 
50 mL  Pferdeserum (Biother) Zusätze: Stammlösungen: 
      500 µL  Transferrin 100 mg/mL (Sigma) 
      500 µL  Insulin 5 mg/mL (Sigma) 
      500 µL  Progesteron 20 µM (Sigma) 
      500 µL  Putrescin 100 mM (Sigma) 
      500 µL  Selendioxid 30 µM (Sigma) 
      5 mL  Na-Pyruvat 100 mM (Sigma) 
      12,5 mL  Ovalbumin 4% 
 
      Für Neuronenmedium mit Cytostatikum: 
      500 µL  AraC-C 5 mM (Sigma) 
        (Cytosin-β-D-Arabinofuranosid-HCl) 

 
Alle Medien wurden nach Zugabe der Zusätze steril filtriert und bei 4°C gelagert. 
 
 
 
II.1.7 DNA-Oligonukleotide  
 
Alle Oligonukleotide (Primer) wurden von der Firma Metabion (Martinsried) bezogen. Die 
lyophilisierten Oligonukleotide wurden in sterilem ddH2O resuspendiert und auf eine 
Arbeitskonzentration von 100 pmol/µL eingestellt.   
 
Für die Amplifikation der LIM-Kinase1-cDNA mittels Polymerase-Kettenreaktion (siehe 
unten) wurden folgende Primer verwendet: 
 
LIMK1pACT2-5’: 5’- TAG ATC TGC ATG AGG TTG ACG CTA CTT -3’  
   (enthält eine BglII-Schnittstelle am 5’-Ende) 
 
LIMK1pACT2-3’: 5’- TGT CGA GTC AGT CAG GGA CCT CGG -3’ (SalI) 
   (enthält eine SalI-Schnittstelle am 5’-Ende) 
 
 



II. Material und Methoden 
 

 28

II.1.8 Doppelsträngige RNA-Oligonukleotide  
 
Für RNAi-Experimente wurden doppelsträngige RNA-Oligonukleotide mit der Bezeichnung 
stealth-siRNA® von der Firma Invitrogen bezogen.  
 
stealth siRNA RNF6-167 
Sense Sequenz: GCGUCUCCCUUUCACACCAGUACUA 
Antisense Sequenz: UAGUACUGGUGUGAAAGGGAGACGC 
 
stealth siRNA RNF6-167-Kontrolle 
Sense Sequenz: GCGCCUUUCACUCACGACAUUCCUA 
Antisense Sequenz: UAGGAAUGUCGUGAGUGAAAGGCGC 
 
stealth siRNA LIMK1-259 
Sense Sequenz: GCGGCAAGUGAUGGAGACUCAGAAA 
Antisense Sequenz: UUUCUGAGUCUCCAUCACUUGCCGC 
 
stealth siRNA LIMK1-259-Kontrolle 
Sense Sequenz: GCGUGAAGUAGAGAGACUCGCGAAA 
Antisense Sequenz: UUUCGCGAGUCUCUCUACUUCACGC 

 
 
 

II.1.9 Antikörper 

 
II.1.9.1 Primäre Antikörper 
 

Antikörper gegen Herkunftspezies Eingesetzte 
Verdünnung 

Bezugsquelle 

β-Tubulin polyklonal, 
Kaninchen 

1:1000 Covance 

HA.11 monoklonal,  
Maus 

1:1000 BAbCO 

CLIM polyklonal, 
Kaninchen 

1:3000 Ostendorff, 2002 

c-Myc polyklonal, 
Kaninchen 

1:1000 Santa Cruz (sc-789) 

Lhx3 polyklonal, 
Kaninchen 

1:1000 Ostendorff, 2002 
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LIMK1 polyklonal, 
Kaninchen 

1:800 Sigma 

LIMK1 polyklonal,  
Ratte 

1:000 Foletta et al., 2004 

LIMK1 monoklonal,  
Maus 

1:500 BD Biosciences 

Neurofilament 200 monoklonal,  
Maus 

1:000 Sigma 

RLIM polyklonal, 
Meerschweinchen 

1:5000 Ostendorff, 2002 

RLIM polyklonal, 
Kaninchen 

1:3000 Ostendorff, 2002 

Rnf6 polyklonal, 
Meerschweinchen 

1:200 Schlüter, 2003 

Tau polyklonal, 
Kaninchen 

1:5000 DakoCytomation 

Tubulin monoklonal,  
Maus 

1:25000 Sigma 

Ubch5 polyklonal, 
Kaninchen 

1:1000 Chemicon 

 

Für die immuncytochemische Floureszens-Färbungen von Aktin wurde das Toxin Phalloidin 
aus dem grünen Knollenblätterpilz verwendet, welches an den Fluorophor Cy3 gekoppelt ist. 
Phalloidin-Cy3 wurde mit einer Verdünnung von 1:1000 eingesetzt. 
 
 

 

II.1.9.2 Sekundäre Antikörper und HRP-Protein A 
 

Antikörper gegen Herkunftspezies Eingesetzte 
Verdünnung 

Bezugsquelle 

Alexa488-anti-

Kaninchen 

Ziege 1:1000 MoBiTec 

Alexa488-anti-

Meerschweinchen 

Ziege 1:1000 Vector-Alexis 

Alexa546-anti- 

Meerschweinchen 

Ziege 1:1000 Invitrogen 

Alexa633-anti-

Kaninchen 

Ziege 1:1000 Invitrogen 
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Cy3-anti-Kaninchen Ziege 1:1000 Jackson 

Laboratories 

Cy3-anti-Maus Ziege 1:1000 Dianova 

HRP-Protein A Ziege 1:5000 Bio-Rad 

HRP-anti-

Kaninchen 

Ziege 1:2000 Covance 

HRP-anti-

Meerschweinchen 

Ziege 1:2000 Covance 

Biotin-anti-

Kaninchen 

Ziege 1:1000 Vector-Alexis 

Biotin-anti-

Meerschweinchen 

Ziege 1:1000 Vector-Alexis 

 
 
 

 
II.2 Methoden 

 
II.2.1 Arbeiten mit DNA und RNA 
 
II.2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA durch alkalische Lyse  
 
II.2.1.1.1 Mini-Präparation 
 

2 mL antibiotikahaltiges LB-Medium wurden mit einer einzelnen Bakterienkolonie von einer 
Agarplatte  beimpft und über Nacht bei 37°C geschüttelt. Anschließend wurden die Zellen 1 
min bei 14.000 Upm (Eppendorf Tischzentrifuge, 5417) sedimentiert. Die Zellen wurden 
danach in 200 µL Lösung 1 (50 mM Tris-HCl, pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 µg/mL RNAseA) 
resuspendiert. Zur Lyse der Zellen wurden 200 µL Lösung 2 (200 mM NaOH; 1% SDS) 
dazugegeben, vermischt und bis zu 5 min inkubiert. Nach  Zugabe von 200 µL Lösung 3 (2,8 
M Kaliumacetat, pH 5,1) wurde abermals gemischt. Zwecks Proteinfällung wurde 10 min bei 
4°C inkubiert und 30 min 14000 Upm zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und mit 1 Volumen Isopropanol versetzt. Nach 30 minütiger 
Zentrifugation, anschließendem Waschen des Niederschlages mit 70 % EtOH und 5 minütiger 
Trocknung wurde das Pellet in 50 µl ddH2O gelöst. Von diesem Ansatz wurden 5 µl für 
Restriktionsanalysen und 2,5 µl  für Sequenzanalysen eingesetzt. 
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II.2.1.1.2 Maxi-Präparation 
 

Die Isolierung von Plasmid-DNA im großen Maßstab wurde mit Plasmid „Maxi-Präparations-
Systemen der Firmen Gibco-BRL oder Machery-Nagel durchgeführt. Hierfür wurden die 
Zellen einer 200 mL- bzw. 150 mL-Übernachtkultur benötigt. Die Zellen wurden zuerst bei 
6000 Upm für 15 min bei 4°C (Beckman J2-21 M/E Zentrifuge, JA 10-Rotor) abzentrifugiert. 
Die Plasmide wurden anschießend nach den Angaben der Hersteller isoliert. 
 
 
II.2.1.3 Phenol-/Chloroform-Extraktion 
 
Die Phenolisierung ist die Standard-Extraktionsmethode, um Proteine aus 
Nukleinsäurelösungen zu entfernen (Sambrook et al., 1989). Phenol dissoziiert Protein-
Nukleinsäure-Komplexe in die freien Komponenten, während Chloroform Proteine 
denaturiert und die Phasentrennung erleichtert. Hierfür wurden DNA-haltige Lösungen mit 
dem gleichen Volumen eines wassergesättigten Phenol-/Chloroform-Gemisches (1:1; w/v) 
versetzt, gut gemischt und zur Phasentrennung bei 14000 x g für 10 min zentrifugiert. Aus der 
oberen wässrigen Phase wurde durch Ausschütteln mit je einem Volumen Chloroform die 
restliche Phenollösung entfernt und bei 14000 x g für 5 min zentrifugiert. Die obere DNA-
enthaltende Phase wurde abgenommen und die DNA anschließend durch eine Ethanolfällung 
ausgefällt. 
 
 
II.2.1.4 Ethanolfällung 
 
Nukleinsäuren können durch Zugabe von 2,5 Volumen 96 %igem Ethanol gefällt werden, da 
auf diese Weise den Nukleinsäuren die Hydrathülle entzogen wird (Sambrook et al., 1989). 
Die Zugabe von monovalenten Kationen, Na+ auf 0.3 M Endkonzentration als Acetat, ändert 
selektiv die Löslichkeit der DNA und erhöht dadurch die Effizienz der Ethanolfällung. Durch 
Zugabe von 0.1 Volumen 3 M Na-Acetat-Lösung (pH 5,4) und 2,5 Volumen Ethanol wurde 
die DNA 30 min bei -80°C gefällt. Danach wurde das Präzipitat für 10 min bei 14000x g 
abzentrifugiert und anschließend mit 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in einem 
gewählten kleinen Volumen 1x TE-Puffer oder ddH2O aufgenommen. 
 
 
II.2.1.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 

Die PCR (polymerase chain reaction) ist eine in vitro-Methode zur enzymatischen Synthese 
spezifischer DNA-Sequenzen (Mullis et al.1986). Hierzu wird eine doppelsträngige DNA 
(Template-DNA) denaturiert und an den entstehenden komplementären DNA-Einzelsträngen 
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zwei Oligonukleotid-Primer, welche die zu amplifizierende Region (Ziel-DNA) flankieren, 
hybridisiert. Mittels einer thermostabilen DNA-Polymerase werden, ausgehend von den 
entsprechenden Oligonukleotid-Primern, die jeweiligen komplementären DNA-Stränge 
synthetisiert. Durch das Wiederholen eines ca. dreißigfachen Zyklus aus Denaturierung, 
Anlagerung von Primern und davon ausgehender Komplementärstrangsynthese erreicht man 
eine Vermehrung des DNA-Fragments zwischen den Primern. Standardmäßig wurde in einem 
0,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß ein 50 µl Reaktionsansatz zusammenpipettiert. Im 
Allgemeinen enthielt ein 50 µl Ansatz 1 - 20 ng Plasmid-DNA oder 0,2 - 2 µg genomische 
DNA, 5 µl 10x PCR-Puffer (100 mM Tris-HCl, pH 8,4; 500 mM KCl; 0,8 % NP-40), 2 µl 50 
mM MgCl2, 50 pmol jedes Primers, 5 µl 2 mM dNTP-Mix sowie 2,5 U Taq-Polymerase 
(Gibco-BRL) und wurde mit ddH2O auf ein Volumen von 50 µl aufgefüllt. Zur Durchführung 
der Reaktion wurde ein PTC-2000 Pelztier Thermal Cycler (MJ Research) benutzt. Der 
Ansatz wurde für 1 min bei 94°C inkubiert und durchlief dann 25-40-mal einen Zyklus aus 
Denaturierung (94°C, 1 min), Hybridisierung (bei geeigneter Temperatur und Dauer) und 
Polymerasereaktion (72°C und geeignete Dauer). Die Hybridisierungstemperatur der Primer 
war abhängig vom GC-Gehalt der Oligonucleotide. Die Dauer der Polymerasereaktion 
richtete sich nach der Länge der zu amplifizierenden Sequenz. Als Abschluss der PCR wurde 
der Ansatz für 5 min bei 72°C inkubiert und auf RT gekühlt. 

 
 
II.2.1.6 Klonierung von PCR-Fragmenten 
 
Amplifizierte PCR-Fragmente wurden über Gelelektrophorese aufgetrennt und anschließend, 
wie weiter unten beschrieben, isoliert. Die PCR-Primer wurden so entwickelt, dass sie 
endständige Schnittstellen für Restriktionsenzyme hatten. Die PCR-Produkte konnten so, nach 
Verdau mit den entsprechenden Enzymen, über Gelelektrophorese getrennt und isoliert 
werden und anschließend in eine Ligation mit einem Vektor, der mit denselben Enzymen 
behandelt worden war, eingesetzt werden. Da Enzyme lineare DNA-Fragmente mit 
endständigen Restriktionsstellen häufig nicht effizient schneiden, wurde alternativ das TOPO 
TA Cloning Kit von Invitrogen verwendet (nach Angaben des Herstellers). Hier kloniert man 
das PCR-Fragment in den pCR2.1-TOPO-Vektor, um im Folgenden eine leichtere Restriktion 
zu erreichen. Die Taq-Polymerase hängt einzelne Desoxyadenosinreste an die 3’-Enden von 
PCR-Produkten. Der linearisiert vorliegende TOPO-Vektor besitzt überhängende 3’-
Thymidinreste, welches zum einen eine effiziente Ligation von PCR-Produkten erlaubt und 
zum anderen die Selbstligation von Vektor-DNA reduziert. Nach der Transformation und 
Vermehrung des Vektors in optimierten E.coli-Bakterien, konnten aus diesem Vektor die 
DNA-Fragmente herausgeschnitten und in andere Vektoren einkloniert werden. 
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II.2.1.7 Elektrophorese in Agarosegelen 
 
DNA Moleküle wurden in Agarosegelen in horizontalen Elektrophoresekammern aufgetrennt. 
Zur Herstellung der Gele wurde die Agarose in 1x TBE gelöst (aufkochen) und 
Ethidiumbromid hinzugefügt (0,05 µL/mL). Die Konzentration der Agarose wurde 
entsprechend der Größe der DNA-Moleküle eingestellt (0,8-2 %). Als Laufpuffer wurde 1x 
TBE verwendet. Die Proben wurden in Probenpuffer aufgenommen und bei etwa 10 V/cm 
Gellänge elektrophoretisch aufgetrennt. 
Die DNA ist aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Rückgrats negativ geladen und wandert daher 
im elektrischen Feld zur Anode. Dabei wird die Geschwindigkeit durch die Molekülgröße, die 
Konformation der DNA, die Agarosekonzentration und die angelegte Spannung beeinflußt. Je 
höher die gewählte Agarosekonzentration, desto geringer ist die Porengröße und damit die 
Wanderungsgeschwindigkeit. Kleinere DNA-Fragmente wurden daher bei höheren 
Agarosekonzentrationen aufgetrennt.  
Unter UV-Licht wurden die durch interkaliertes Ethidiumbromid gefärbten DNA-Banden 
photographisch dokumentiert (UV-Gel Dokumentationssystem von Herolab, Wiesloch).  
 
 
II.2.1.8 Isolierung von DNA-Fragementen aus Agarosegelen 
 
Nach Auftrennung der DNA-Fragmente mittels Agarose-Gelelektrophorese wurde das 
erwünschte DNA-Fragment unter UV-Licht herausgeschnitten und mittels Zentrifugation 
durch Gel-Extraktions-Säulen (Milli-Pore) nach Angabe des Herstellers aus der Agarose 
eluiert.  
 
 
II.2.1.9 Bestimmung von DNA-Konzentrationen 
 
DNA und RNA-Konzentrationen wurden photometrisch durch Messen der optischen Dichte 
(OD) bei einer Wellenlänge von 260 nm ermittelt (Ultrospec 3000, Pharmacia). Bei dieser 
Wellenlänge liegt sowohl für einzel- als auch für doppelsträngige DNA das 
Absorptionsmaximum. Eine OD260  von 1 entspricht etwa 50 µg/mL für doppelsträngige 
DNA, sowie 20 µg/mL für einzelsträngige DNA und 40 µg/mL für RNA. 
 
 
II.2.1.10 Restriktionsverdau 
 
Restriktionsansätze wurden in einem Gesamtvolumen von 20 mL durchgeführt. Jedem Ansatz 
wurde der vom Hersteller für das jeweilige Enzym empfohlene Puffer zugefügt. Die 
Reaktionen wurde in der Regel mit  1-2 U Enzym/µg DNA verdaut und inkubierten 1 h - über 
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Nacht bei 37°C. Durch Zugabe von Probenpuffer (bei anschließender Gelelektrophorese) oder 
durch enzymspezifische Hitzeinaktivierung (im Fall nachfolgender Manipulation der DNA 
mit weiteren Enzymen) wurden die Reaktionen gestoppt. 
 
 
II.2.1.11 Präparation von Vektoren 
 
Zur Herstellung linearer Vektor-DNA wurde der jeweilige Vektor mit einem oder einer 
Kombination von Restriktionsenzymen geschnitten. Zur Überprüfung der Vollständigkeit 
einer Reaktion wurde ein Aliquot des Ansatzes auf ein Agarosegel geladen. Anschließend 
wurde die DNA unter Verwendung des DNA-Gel-Extraktions-Kits (Genomics) isoliert. Zur 
Verhinderung einer Religation der Vektor-DNA, die nur mit einem Restriktionsenzym 
linearisiert worden war, wurden die 5’-Enden des Vektors dephosphoryliert. 
 
 
 
II.2.1.12 Dephosphorylierungen von 5’-Enden 
 
Eine Religation von Vektoren kann durch die Entfernung der Phosphatgruppen am  
5’-Ende mit Hilfe von alkalischen Phosphatasen verhindert werden. Nach Zugabe von 
1 µL alkalischer Phosphatase (1 U/mL; Roche) und 10x AP-Puffer wurde bei 37°C die 
betreffende DNA für 1 h inkubiert. Es folgte eine Inaktivierung der Phosphatase bei 85°C für 
15 min. Zur DNA-Reinigung wurde eine Phenol-/Chloroform-Extraktion mit Ethanolfällung 
verwendet. Das gewaschene und getrocknete Pellet wurde in ddH2O aufgenommen. 
 
 
II.2.1.13 Ligation von DNA-Fragmenten mit Vektoren 
 
Für die Ligation von DNA-Fragmenten wurde die T4-DNA-Ligase (Roche) benutzt. 
Standardmäßig wurde ein molares Vektor / Insert Verhältnis von 1 zu 3 benutzt. Die Ligation 
erfolgte üblicherweise mit 1 µL T4-DNA-Ligase (1.5 U/µL) bei 16°C über Nacht, teilweise 
wurde die Reaktion auch in 3 - 5 h bei Raumtemperatur durchgeführt. Die Ligation wurden in 
einem möglichst kleinen Volumen (höchstens 15 µL) vorgenommen. Teile des  
Ligationsansatzes (4 - 15 mL) wurden in kompetente Bakterien-Zellen des E.coli-Stammes 
DH5α transformiert. 
 
 
II.2.1.14 Sequenzierung von DNA 
 
DNA-Sequenzierungen wurden mit einem ABI Prism 377 DNA-Sequencer (Perkin Elmer) 
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unter Verwendung des ABI-Prism-Dye-Cycle-Sequenzing-Ready-Reaction-Kits (Perkin 
Elmer) und Standard-Primern nach Angaben des Herstellers von der Sequenz Service-Einheit 
des ZMNH durchgeführt. Jeweils Ansätze, die ca. 0,6 - 0,75µg DNA und 10 pmol Primer 
enthielten und mit ddH2O auf eine Volumen von 8 µL gebracht worden waren, wurden 
benötigt. 
 
 
II.2.1.15 Herstellung kompetenter Bakterien 
 
Von einer Glycerinkultur des E.coli-Stammes DH5α wurden circa 10 µL auf einer LB-
Agarplatte ausgestrichen. Nach Wachstum über Nacht bei 37°C im Brutschrank wurde eine 
einzelne Kolonie zum Animpfen einer 5 mL Vorkultur benutzt, die wiederum über Nacht bei 
37°C geschüttelt wurde. Als Hauptkultur wurden 150 mL LB-Medium, das  
10 mM CaCl2 enthielt, mit 1 mL der Vorkultur angeimpft und solange geschüttelt, bis die 
Bakterien die exponentielle Wachstumsphase erreicht hatten. Dies ist der Fall, wenn die 
Bakteriensuspension eine OD600 von 0,45-0,5 erreicht hat. Die Suspension wurde dann bei 
4°C und 5000 Upm 5 min zentrifugiert (Zentrifuge J2-21 M/E Rotor JA10 oder  
JA 14, Beckmann). Nach Dekantieren des Überstands wurde das Sediment in 50 mL 
eiskaltem 100 mM CaCl2 resuspendiert und 30 min unter gelegentlichem Rühren auf Eis 
inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien 5 - 10 min bei 2000 Upm zentrifugiert 
(Minifuge RF, Haereus). Das Sediment wurde in 10 mL eiskaltem 100 mM CaCl2 mit 15 % 
Glycerin resuspendiert und über Nacht im 4°C-Raum auf Eis inkubiert. Am nächsten Tag 
wurde die Suspension auf Reaktionsgefäße verteilt, in flüssigem Stickstoff schockgefroren 
und dann bei -80°C gelagert. 
 
 
II.2.1.16 Transformation von Bakterienzellen  
 
Die kompetenten Bakterienzellen wurden zuerst langsam auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe der 
zu transformierenden DNA (1-25 ng) wurde der Ansatz für 30 min auf Eis inkubiert. Dann 
erfolgte für 45-60 sec ein Hitzeschock bei 42°C. Der Ansatz wurde sofort wieder auf Eis 
abgekühlt und dort für 2 min inkubiert. Nach Zugabe von 200 mL LB-Medium ohne 
Antibiotika wurden die Zellen 45 min bei 37°C geschüttelt, um ihnen die Gelegenheit zur 
Expression der Antibiotikaresistenzgene zu geben. Die Bakterien wurden dann auf 
antibiotikahaltige LB-Platten (0.1 mg/mL Ampicillin oder 0.1 mg/mL Kanamycin) 
ausplattiert und bei 37°C über Nacht inkubiert.  
 
 
II.2.1.17 Verwendung doppelsträngiger RNA-Oligonukleotide 
 
Doppelsträngige RNA-Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen in lyophilisierter 
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Form bezogen. Sie wurden in RNase-freiem Wasser resuspendiert und auf die 
Arbeitskonzentration 20 pmol/µL  eingestellt. Die Durchführung der Transfektionen von 
Säugetierzellen mit den RNA-Oligonukleotiden wird in Abschnitt II.2.3.3 beschrieben. 
 
 
 

II.2.2 Proteinbiochemische Arbeiten 
 
 

II.2.2.1 Expression von Proteinen in Bakterien 
 
Proteine wurden in dem Escherichia coli-Stamm BL21 exprimiert. Für GST-Fusionsproteine 
(Glutathion-S-Transferase) wurden die Vektoren pGEX-KGK, pGEX-KG und pGEX-AHK 
verwendet. Die Zellen wurden mit den gewünschten Expressionskonstrukten transformiert, 
auf LB-Platten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und anschließend über Nacht 
bei 37°C inkubiert. Danach wurde eine 20 mL Vorkultur aus einem kultivierten Klon in 
antibiotikahaltigem LB-Medium inkubiert. 3-5 mL der Vorkultur wurden in 200 mL frisches 
antibiotikahaltiges LB-Medium gegeben und die Bakterien wurden bis zu einer OD600 von 0,3 
(mittlere logarithmische Wachstumsphase) schüttelnd bei 37°C inkubiert. Bei Erreichen der 
gewünschten Wachstumsphase wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 1 mM IPTG 
induziert. Die Suspension wurde weitere 3-5 h bei kurzen Proteinen bei 37°C und alternativ 
über Nacht bei der Expression längerer Proteine (RLIM und Rnf6) bei RT inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen 20 min bei RT und 6000 Upm zentrifugiert (Zentrifuge J2-
21M/E, JA-10 Rotor, Beckmann).  
 
 
II.2.2.2 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen 
 
GST-Fusionsproteine wurden mit Hilfe von Glutathion-Agarose (Sigma) aus dem 
Bakterienlysat gereinigt. Alle Schritte wurden bei 4°C oder auf Eis durchgeführt. Die 
Bakteriensedimente der exprimierten GST-Proteine wurden in Lysispuffer (50 mM NaCl; 50 
mM Tris pH 7,6; 10 % Glycerol; 1 µg/mL Aprotinin; 1 µg/mL Leupeptin; 1 mM DTT) 
resuspendiert und in ein 12 mL Greiner-Röhrchen überführt. Die Proben wurden 3x 30 sec in 
45 Sekundenintervallen mit 60 Watt beschallt und anschließend 30 min bei 9500 Upm in 
einer Beckmann Zentrifuge (Rotor JA-20) zentrifugiert. Zu dem Überstand wurden 500 mL 
Glutathion-Agarose (nach Angaben des Herstellers equilibriert) pipettiert. Überstand und 
Glutathion-Agarose wurden 3 - 4 h bei ständiger Rotation inkubiert. Das durch die 
anschließende Zentrifugation (3500 Upm, 5 min, Haereus-Zentrifuge) erhaltene Sediment 
wurde 3 mal 5 - 10 min mit ca. 5 mL Lysispuffer gewaschen. Zwischen den einzelnen 
Waschschritten wurde wie beschrieben zentrifugiert, der Lysispuffer dekantiert und neuer 
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Lysispuffer zugegeben. Anschließend wurden die GST-Proteine mit dem Elutionspuffer 
(Lysispuffer mit 10-25 mM Glutathion) unter ständiger Rotation 1 h bis über Nacht von der 
Glutathion-Agarose eluiert. Unter Benutzung einer SDS-PAGE mit anschließender 
Coomassie-Färbung des Gels wurden die Proben analysiert.  
 
 
II.2.2.3 Aufreinigung von Proteinen aus eukaryotischen Zellen 
 
Zellextrakte zur Gewinnung der Proteine wurden aus COS7-Zellen oder Primärkulturen 
hippocampaler Neuronen Zellextrakte hergestellt. Es wurden, wenn nicht anders angegeben, 
Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 3 cm für Primärkulturen oder 10 cm für COS7-
Kulturen verwendet. Alle Schritte erfolgten auf Eis und mit vorgekühlten Lösungen. Die 
Zellen wurden 2 mal mit 2 – 5 mL PBS gewaschen. Nachdem das PBS vollständig abgesaugt 
worden war, wurden je nach Zellkultur und Zelldichte 200 µL bis 500 µL NETN-Puffer 
dazugegeben und die Zellen mit einem Zellschaber von der Zellkulturplatte abgelöst. In 
Suspension wurden die Zellen 15 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellextrakte 15 
min bei 14000 Upm zentrifugiert. Der Überstand wurde bei -80°C gelagert.  
 
 
II.2.2.4 Proteinbestimmung noch Bradford 
 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mit der Methode nach Bradford (1976) 
durchgeführt. Es wurde Bradford-Reagenz (Roti-Quant) der Firma Roth verwendet. Je 500 µL 
Reagenz wurden mit 2 mL Zellextrakt versetzt und gemischt. Zusätzlich wurde eine Eichreihe 
aus 200 µL Bradford-Reagenz mit 1 - 10 µg BSA pipettiert. Je 200 µL der Lösungen 
(Doppelbestimmung)  wurden in eine Mikrotiter-Platte mit 96 Mulden pipettiert. Die 
Proteinkonzentration konnte nach einer Extinktionsmessung bei 595 nm mit Hilfe der 
erstellten Eichgerade berechnet werden.  
 
 
II.2.2.5 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Proteine wurden durch diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. 
8-15 %ige SDS-Polyacrylamidgele (Sambrook et al., 1989) wurden verwendet.  Die Proben 
wurden vor dem Auftrag auf das Gel in 3x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen und für 5 
min bei 100°C denaturiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 15 - 44 mA. 
Vorgefärbte Protein-Molekulargewichtsstandards (PageRuler Prestained Protein Ladder, MBI 
Fermentas) wurden zur Bestimmung der Proteingrößen verwendet. Zur Visualisierung wurden 
die Proteine im Gel mit Coomassie angefärbt, auf Nitrozellulose transferiert und im Western-
Blot-Verfahren analysiert. Im Fall radioaktiver Proteine wurde das Gel getrocknet, danach 
wurde ein Röntgenfilm exponiert. 
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II.2.2.6 Färbung von SDS-PAGE-Gelen mit Coomassie Brilliant Blau 
 
Nach der Gelelektrophorese wurden die Gele 60 min in Coomassie-Brilliant-Blau-Lösung 
(0,2 % Coomassie Brilliant Blue R-250; 50 % Methanol; 7,5 % Essigsäure) gefärbt, 
anschließend mit Entfärberlösung (50 % Methanol; 10 % Essigsäure) inkubiert und getrocknet 
(Model 583, Biorad). 
 
 
II.2.2.7 Western-Blot 
 
II.2.2.7.1 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembranen  
 

Der Transfer von Proteinen nach Auftrennung in einem SDS-Polyacrylamidgel auf eine 
Nitrozellulosemembran (Western-Blot) erfolgte nach Herstellerangaben entweder nach einer 
Semi-Dry-Transfer-Methode in einer Graphitblot-Apparatur (Phase, Lübeck) mit  
Transferpuffer (50 mM Tris-HCl, 380 mM Glycerin, 0.1 % SDS, 20 % Methanol) bei 1 
mA/cm2 für 60 - 120 min oder nach einer Tank-Blot Methode mittels einer Blot-Apperatur 
(Amersham Pharmacia) im Transferpuffer (SDS-PAGE-Laufpuffer + 20% Ethanol) bei 90 
mA über Nacht.  
 
 

II.2.2.7.2 Ponceaurot-Färbung der Nitrozellulosemembran 
 

Die Nitrozellulosemembran mit den immobilisierten Proteinen wurde nach Herstellerangaben 
kurz in Ponceaurot (Ponceau S, Applichem) geschwenkt, um zu überprüfen, ob der Transfer 
gleichmäßig erfolgt war. Die Ponceaurot-Färbung wurde durch mehrmaliges Schwenken in 
ddH2O und PBST entfernt. Danach folgte der immunologische Nachweis mit spezifischen 
Antikörpern. 
 
 
II.2.2.7.3 Immunologischer Nachweis von immobilisierten Proteinen 
 

Der Western-Blot wurde nach dem Proteintransfer in einer Blockierungslösung (PBS;  
3 % fettfreies Milchpulver) 1 h inkubiert und die freie Proteinbindungskapazität der Membran 
dadurch abgesättigt. Nach dem Blockieren wurde der gegen das gesuchte Protein gerichtete 
Antikörper (primärer Antikörper) in Blockierungslösung mit entsprechender Verdünnung 
inkubiert, dies für mindestens 1 h bei RT bis über Nacht bei 4°C. Anschließend wurde die 
Nitrozellulosemembran zweimal mit PBST für 1 und 10 min bei RT und zweimal mit PBS für 
1 und 10 min bei Raumtemperatur gewaschen. Daraufhin wurde der Western-Blot mit einem 
Meerrettichperoxidase-gekoppeltem Protein A bzw. Meerrettichperoxidase-gekoppelte anti-
Kaninchen- oder anti-Meerschweinchen-IgGs  für mindestens 20 min inkubiert. Die Detektion 
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der Protein-Antikörper-Komplexe erfolgte nach erneutem Waschen (wie oben) mit dem ECL- 
(Enhanced Chemiluminescence) Reagenz nach den Angaben der Firma Amersham auf ECL-
Filmen (Hyperfilm-ECL, Amersham).  
 
 
II.2.2.8 Herstellung von radioaktiv markierten Proteinen in vitro 
 
Es wurde das TNT-in vitro-Translations-Kit von Promega verwendet, um radioaktiv markierte 
Proteine in vitro herzustellen. In diesem Versuch werden Transkription und Translation 
gekoppelt. Die Translation wurde entweder in RRL (rabbit reticulocyte lysate) oder in WG 
(wheat germ extract) durchgeführt. Es wurden jeweils 25 µL RRL bzw. WG,  
1 µg Plasmid-DNA, 1 mL Aminosäure-Mix ohne Methionin, 2 µL L-[35S] Methionin,  
2 µL Puffer, 1 µL Polymerase sowie 18 µL ddH2O gemischt und der Ansatz wurde 90 min bei 
30°C im Wasserbad inkubiert. Ein Aliquot von 2 µL der fertigen Proben wurde über eine 
SDS-PAGE aufgetrennt, getrocknet und ein Film (Biomax-MR oder X-Omat Blue XB-1) 
wurde exponiert. Vorgefärbte Protein-Molekulargewichtsstandards (PageRuler Prestained 
Protein Ladder, MBI Fermentas) wurden zur Bestimmung und Überprüfung der 
Proteingrößen verwendet.  
 
 
II.2.2.9 In Vitro-Ubiquitinierungen 
 
Für RNF6-abhängige in vitro-Ubiquitinierungen wurden als Substrat 2 - 5 µL  
35S-markiertes TNT-Protein (LIMK1) in Gegenwart von 50 ng E1 (Biotrend), 50 ng bakteriell 
exprimiertem E2 (His-UbcH5b),  4 µg Ubiquitin (Sigma) bzw. mutierte Ubiquitin-Varianten 
(Boston Biochemicals), 2 mM DTT, 4 mM ATP, 6 mM MgCl2, 50 mM NaCl und 25 mM 
Tris-HCl (pH 7,5) mit GST-RNF6 2 h bei 30 °C in einem 50 µL Ansatz inkubiert (Ostendorff 
et al., 2002). Die Reaktionen wurden mit 50 mL 2x Laemmli gestoppt, 5 min gekocht und 
über eine SDS-PAGE aufgetrennt. Die Gele wurden 30 min in 40% Methanol mit 10 % 
Essigsäure fixiert und anschließend 15 min in Amplify Lösung (Amersham Pharmacia) 
inkubiert. Nach Trocknen des Gels wurde über Nacht ein Kodak Biomax Film exponiert.  
 
 
II.2.2.10 Koimmunpräzipitation 
 

Für den Nachweis von Proteininteraktionen in Zellen wurden Koimmunpräzipitationen mit 
spezifischen Antikörpern durchgeführt. Dafür wurden Zellextrakte zunächst 1 h mit Protein 
A-gekoppelten Sepharose-Kügelchen, die zuvor in NETN-Lösung äquilibriert wurden, bei 
4°C über Kopf drehend inkubiert. Anschließend wurden die Sepharose-Kügelchen durch 1 – 2 
min Zentrifugation bei 2000 Upm sedimentiert. Die Überstände wurden abgenommen und 1 h 
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mit 5 – 10 µL spezifischen Antikörpern bzw. Präimmunserum oder unspezifischen IgGs als 
Negativ-Kontrolle bei 4°C über Kopf drehend inkubiert. Nach Zugabe von frischen 
Sepharose-Kügelchen wurde 4 h weiter bei 4°C über Kopf drehend inkubiert. Anschließend 
wurden die Sepharose-Kügelchen durch 1 – 2 min Zentrifugation bei 2000 Upm sedimentiert 
und der Überstand verworfen. Die Sepharose-Kügelchen wurden dann dreimal mit NETN-
Puffer gewaschen und schließlich in 3 x Laemmli-Puffer aufgenommen um 5 min bei 99°C 
aufgekocht zu werden. Danach wurden die Sepharose-Kügelchen durch 1 min Zentrifugation 
bei maximaler Geschwindigkeit sedimentiert und verworfen. Der Nachweis von 
Interaktionspartnern erfolgte durch Analyse des Überstandes mittels SDS-PAGE und darauf 
folgender Western-Blot-Detektion.  
 

 

 

II.2.3 Methoden der Zellkultur 

 
II.2.3.1 Primärkultur von hippocampalen Neuronen  
 

Zur Kultivierung von hippocampalen Neuronen wurden neugeborene (P0) Mäuse durch 
Dekapitation getötet. Die Hippocampi wurden in EBSS (Gibco-BRL) präpariert. Zur 
Vereinzelung der Zellen wurden die Gewebe in 2 mL Papain (24,9 U in EBSS; Worshington) 
+ 100 µL EDTA (5 mM in EBSS; AppliChem) + 100 µL L-Cystein (10 mM in EBSS; Sigma) 
für 20 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die Vereinzelung durch Zugabe von 1 mL 
Trypsininhibitor (0,25 g in 95 mL EBBS + 5 mL Pferdeserum; Sigma) gestoppt. Der Ansatz 
wurde 5 min bei 37°C stehen gelassen, damit sich die Zellen absetzten. Der Überstand wurde 
dann fast vollständig abgenommen und durch Plating-Medium ersetzt. Zur weiteren 
mechanischen Vereinzelung wurden mit Hilfe von sterilen Pasteurpipetten die Zellen trituriert 
bis keine Zellklumpen mehr sichtbar waren. Die Zelldichte wurde mit Hilfe von Neubauer-
Zählkammern bestimmt. Auf Poly-L-Lysin (Sigma) und Laminin (Sigma) beschichteten 12 
mm Ø Glasplättchen in 24 Loch-Schalen (Renner) wurden ca. 150000 Zellen und auf Poly-L-
Lysin (Sigma) und Laminin (Sigma) beschichtete 3 cm Kulturschalen je ca. 600000 Zellen 
gegeben. Nach 24 h bei 37°C und einer CO2-Konzentration von 5% in wasserdampf-
gesättigter Atmosphäre wurde das Plating-Medium durch Neuronenmedium ersetzt. Für 
Langzeit-Inkubationen wurde das Neuronenmedium durch AraC-C-haltiges Neuronenmedium 
ersetzt, damit eine unkontrollierte Vermehrung der Glia-Zellen verhindert wird.  
 

 

II.2.3.2 Kultur von Säugerzellen  
 
Die verwendeten COS7-Zellen wurden in HAM´s F12 Medium in Gegenwart von  
10 % FCS, 100 U/mL Penicillin und 10 mg/mL Streptomycin bei 37°C und einer CO2-
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Konzentration von 5% in wasserdampf-gesättigter Atmosphäre kultiviert. Die Zellen wuchsen 
fast bis zur Konfluenz bevor sie subkultiviert wurden. Zum Ablösen der Zellen von der Schale 
wurde 1x Trypsin-EDTA-Lösung (Gibco-BRL) verwendet.  
 
 
II.2.3.3 Lagerung von Säugerzellen 
 
Die Zellen wurden von den Kulturschalen durch Zugabe von 1x Trypsin-EDTA-Lösung 
(Gibco-BRL) abgelöst, in FCS/DMSO (9:1) aufgenommen und in Aliquots von 1 mL auf 
Kryo-Einfrierröhrchen (Renner) verteilt. Diese wurden langsam auf -80°C abgekühlt und 
danach in flüssigen Stickstoff überführt.  
 
 
II.2.3.4 Transfektion primärer hippocampaler Neuronen mit Lipofectamine® 2000 
 
Neuronale Primärkulturen wurden entsprechend der Angaben des Herstellers von 
Lipofectamine® 2000 (Invitrogen) transfiziert. Die Medien der Zellen wurden vor der 
Transfektion abgenommen aber nicht verworfen und durch das Serum-freie Medium Opti-
MEM®I (Invitrogen) ersetzt. Plasmid-DNA und siRNA wurden wie auch das Lipofectamine® 
2000 ebenfalls in Opti-MEM®I vorbereitet. Für Zellen in 24-Loch-Schalen wurden pro 12 
mm Ø Glasplättchen 0,8 µg DNA bzw. 40 pmol siRNA mit jeweils 2 µL Lipofectamine® 
2000 in insgesamt 100 µL Opti-MEM®I eingesetzt. Für Kulturen in 3 cm Schalen wurden 
jeweils 4 µg DNA bzw. 200 pmol siRNA mit 8 µL Lipofectamine® 2000 in insgesamt 500 µL 
Opti-MEM®I verwendet. Nach der Zugabe des Transfektionsmix wurden die Kulturen für 1 h 
bei 37°C und einer CO2-Konzentration von 5% in wasserdampf-gesättigter Atmosphäre 
inkubiert. Anschließend wurde das Transfektionsmedium abgesaugt und durch das 
aufbewahrte Neuronenmedium, zu dem 1/10 frisches Neuronenmedium zugefügt wurde, 
ersetzt. Die Kulturen wurden dann weiter bei 37°C und einer CO2-Konzentration von 5% in 
wasserdampf-gesättigter Atmosphäre gehalten. 
 
 
II.2.3.5 Transfektion der Säugerzellen mit Polyethanolimin (PEI) 
 
COS7-Zellen wurden auf 10 cm Schalen ausgesät und wachsen gelassen, bis eine Konfluenz 
von 60 – 70 % erreicht war. 1 h vor der Transfektion wurde das gesamte Medium (10 mL) 
abgesaugt und durch nur 5 mL neues Medium ersetzt. Der Transfektionsansatz pro Schale 
enthielt 15 µg DNA und 240 µL PBS. In einem anderen Gefäß wurden 42 mL des 
organischen Makromoleküls PEI mit 240 mL PBS vermischt, dieses Gemisch zu dem 
Transfektionsansatz gegeben und 10 sec gevortext. Nach einer Inkubationszeit von 20 min bei 
Raumtemperatur wurden die verschiedenen Ansätze langsam und vorsichtig auf die einzelnen 
Platten pipettiert. Nach einer 3,5 - 5-stündigen Inkubation der Platten bei 37°C wurde das 
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Medium abgesaugt und 10 mL neues Medium dazugegeben. Nach 24 - 48 h wurden die 
Zellen geerntet.  
 
 

II.2.3.6 Immunozytochemische Detektion in primären Neuronen 
 

Um endogene oder ektopisch exprimierte Proteine in den primären hippocampalen Neuronen 
nachzuweisen, wurden immunozytochemische Experimente mit Fluorophor-gekoppelten 
sekundären Antikörpern durchgeführt. Die Zellen wurden wie oben beschrieben auf 12 mm Ø 
Glasplättchen kultiviert. Die Zellen wurden 15 min bei Raumtemperatur in 4% PFA fixiert 
und anschließend 3 x mit PBS gewaschen. Zur Permeabilisierung und Blockierung 
unspezifischer Antikörper-Bindestellen wurden die Zellen 30 min bei 4°C in PBT + 10% 
Pferdeserum inkubiert. Die primären Antikörper bzw. Phalloidin wurden in PBT + 1% 
Pferdeserum verdünnt. Sie wurden direkt nach dem Absaugen des Blockierungs-Puffers auf 
die Zellen gegeben und 2 h bis über Nacht bei 4°C behutsam geschwenkt. Nach der 
Inkubation mit primären Antikörpern wurde 3 mal mit 4°C kaltem PBS gewaschen. 
Anschließend wurden die sekundären Fluorophor-gekoppelten Antikörper in PBT + 1% 
Pferdeserum  verdünnt (in der Regel 1:1000) und für 2 h bei 4°C auf die Zellen gegeben. 
Nach dem dreimaligen Waschen mit PBS wurde abschließend mit ddH2O gewaschen. 
Anschließend wurden die Deckgläschen mit den Zellen auf Objektträger gebracht. Hierzu 
wurde Aqua-Poly/Mount (Polysciences) verwendet. Die Objektträger wurden im Dunkeln bei 
4°C gelagert. Die Fluoreszens-Signale wurden mit dem an das konfokale Lasermikroskop 
(Leica DM IRBE, Heidelberg) angeschlossenen Scanner (Leica TCS SPII, Heidelberg) 
dokumentiert.  
 
 
II.2.3.7 Längenmessung der Axone von transfizierten hippocampalen Neuronen 
 
Um die Längen der Axone von primären hippocampalen Neuronen, die mit DNA oder siRNA 
transfiziert wurde, zu messen war es bei der immunzytochemischen Detektion (siehe oben) 
notwendig Axon-spezifische Antigene wie Neurofilament200 oder das Tau-Protein anzufärben. 
Die digitalen Aufnahmen mit Hilfe des konfokalen Lasermikroskops (Leica) wurden mit der 
AxioVision-Software (Carl Zeiss, Jena) analysiert. Dabei wurde die Funktion zur Messung 
von unregelmäßigen Kurven verwendet, die die Länge der Axone in Pixel wiedergibt. 
Zusammen mit der Länge des Längenmaßstabs in Pixel konnte die Länge des Axons 
berechnet werden. Für die Längenbestimmungen wurden Projektionen, die positiv für die 
Axon-spezifischen Antigene Neurofilament200 oder Tau positiv waren gemessen. Für die 
Messungen wurden ausschließlich transfizierte Neurone, die positiv für das GFP-Signal 
waren, verwendet.    
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II.2.3.8 Applikation des Proteasom-Inhibitors MG132 
 
Um die Proteasom-Aktivität in den Zellen zu inaktivieren, wurden Primärkulturen 
hippocampaler Neurone mit dem Inhibitor MG132 (Calbiochem), welches ungehindert in 
Zellen diffundieren kann, behandelt. Dafür wurde MG132 (50 mg/mL in DMSO) zum 
Neuronenmedium mit einer Endkonzentration von 25 µg/mL zugefügt. Die Zellen wurden 
nach der Inkubationszeit von 1 – 6 h geerntet bzw. für immunzytochemische Untersuchungen 
fixiert.   
 
 
 

II.2.4 Arbeiten mit Gewebeschnitten 
 

 
II.2.4.1 Kryoschnitte von Maus-Gewebe 
 
Isolierte Mausembryonen wurden in 4% PFA in PBS (pH 7,4) mindestens 1,5 Std. bei 4°C 
leicht schwenkend fixiert. Anschließend wurden die Embryonen in PBS gewaschen und über 
Nacht in 30% (w/v) Sucrose enthaltendem PBS bis zum Absinken inkubiert. Abgesunkene 
Embryonen wurden in Tissue-Tec® (Sakura) O.C.T. (optimal cutting temperature compound) 
eingebettet und bei -80°C eingefroren. Die gefrorenen Embryonen wurden nach Bedarf mit 
dem Kryostat in 10 µM dicke Gewebestücke geschnitten. Die Gewebeschnitte wurden bei      
-80°C eingelagert oder für immunhistochemischen Untersuchungen weiterverwendet. 
 
 
II.2.4.2 Vibratomschnitte von Maus-Gewebe 
 
Mausembryonen wurden in 4% PFA in PBS (pH 7,4) über Nacht leicht schwenkend fixiert. 
Anschließend wurden sie durch folgende Alkoholreihe geführt: 10% Ethanol, 20% Ethanol, 
40% Ethanol, 60% Ethanol, 80% Ethanol, 100% Ethanol. Fixierte Embryonen können in 
100% Ethanol bei -20°C gelagert werden. Für immunhistochemische Untersuchungen wurden 
sie dann in umgekehrter Reihenfolge wieder durch die Alkoholreihe geführt. Die 
Inkubationszeit betrug 15 – 20 min pro Ethanolkonzentration. Als nächstes wurden die 
Embryonen nach dem Waschen mit PBS in 6% Agarose eingebettet. Nach Erhärten der 
Agarose wurden die Embryonen mit einem Vibratom (Leica) in einem PBS-Bad geschnitten. 
Die Schnittdicken betrugen 40 – 60 µM und repräsentierten dadurch mehrere Zellschichten 
des Gewebes. Die Gewebeschnitte wurden sofort für die darauf folgenden Untersuchungen 
weiterverwendet.  
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II.2.4.3 Immunhistochemie mit Kryoschnitten 
 
Für die immunhistochemischen Untersuchungen wurden die eingefrorenen Kryoschnitte 
aufgetaut und mit einem wasserabweisenden Stift umzirkelt. Das Gewebe wurde mit PBT + 
10% Pferdeserum 15 min lang bei Raumtemperatur permeabilisiert und gleichzeitig blockiert.  
Die primären Antikörper wurden in PBT + 1% Pferdeserum verdünnt und direkt nach dem 
Entfernung des Blockierungs-Puffers auf das Gewebe gegeben. Die Inkubation erfolgte bis 
über Nacht bei 4°C. Die primären Antikörpern wurden abgenommen und das Gewebe 3 mal 
mit 4°C kaltem PBS gewaschen. Anschließend wurden die sekundären Fluorophor-
gekoppelten Antikörper, welche ebenfalls in PBT + 1% Pferdeserum verdünnt waren (in der 
Regel 1:1000), für 2 h bei 4°C auf die Gewebe gegeben. Nach dem dreimaligen Waschen mit 
PBS wurde abschließend mit ddH2O gewaschen und die Schnitte auf Objektträgern mit 
Vectashield Mounting Medium (Vector-Alexis) eingedeckelt. Die Objektträger wurden im 
Dunkeln bei 4°C gelagert. Die Fluoreszens-Signale wurden mit dem an das konfokale 
Lasermikroskop (Leica DM IRBE, Heidelberg) angeschlossenen Scanner (Leica TCS SPII, 
Heidelberg) dokumentiert.  
 
 
II.2.4.4 Immunhistochemie mit Vibratomschnitten 
 
Die hin und zurück durch eine Alkoholreihe (10% Ethanol, 20% Ethanol, 40% Ethanol, 60% 
Ethanol, 80% Ethanol, 100% Ethanol) geführten Vibratomschnitte wurden 
immunhistochemische Untersuchungen verwendet. Die Schnitte wurden stets schwimmend in 
den jeweiligen Lösungen inkubiert. Zunächst wurden endogene Peroxidase-Aktivitäten durch 
die Inkubation in 0,03% H2O2 in PBS für 30 min bei Raumtemperatur getilgt. Nach 3 
Waschdurchgängen mit PBS wurden die Zellen 30 min bei Raumtemperatur in PBT + 10% 
(v/v) Pferdeserum + 1% BSA (w/v) (Sigma) für 1 h zum Blockieren inkubiert. Die primären 
Antikörper wurden in der Blockier-Lösung verdünnt und zu den Schnitten pipettiert. Die 
Inkubation erfolget über Nacht bei 4°C unter leichtem Schwenken. Nach dem dreimaligen 
Waschen mit PBT wurde die Schnitte in Blockier-Lösung mit sekundären Biotin-gekoppelten 
Antikörpern für 4 h bis über Nacht bei 4°C inkubiert. Anschließend wurden die Gewebe 3 mal 
mit PBS gewaschen. Um eine Verstärkung der Signale zu erhalten wurden das ABC-Kit 
(Avidin Biotin Complex) (Vector-Alexis) verwendet. In diesem Kit ist die 
Meerrettichperoxidase H an Avidin gekoppelt. Avidin besitzt vier Bindestellen mit einer sehr 
hohen Affinität für Biotin, wodurch pro primären Antikörper mehr Meerrettichperoxidase H-
Aktivität gebunden wird. Die Inkubation der Vibratomschnitte in der ABC-Lösung erfolgte 
für 4 h bei 4°C unter leichtem Schwenken. Nach der Inkubation wurden die Gewebe zunächst 
2 mal mit PBS und anschließend 3 mal mit Tris-HCl (pH 7,6) für jeweils 10 min bei 
Raumtemperatur gewaschen. Für die Detektion wurden dann die Gewebe 10 min bei 
Raumtemperatur in der DAB-Lösung (50 mM Tris-HCl, pH 7,6 + 0,5 mg/mL DAB (Sigma) + 
10 mM Imidazol + 0,3% Ammoniumnickelsulfat) präinkubiert. Die Entwicklung des Signale 
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wurde in Gang gesetzt durch Zugabe von H2O2-haltiger DAB-Lösung (5 mL DAB-Lösung + 
10µL 3% H2O2). Die zunehmend stärker werdende Färbung wurde durch das Binokular 
beobachtet und rechtzeitig durch Ersetzten der DAB-Lösung mit 50 mM Tris (pH 7,6) 
gestoppt. Nach zwei weiteren Waschschritten mit  50 mM Tris (pH 7,6) wurden die Schnitte 
auf Objektträger gezogen und mit Hilfe einer Kamera am Lichtmikroskop fotographisch 
dokumentiert.  
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III. Ergebnisse 
 
 

III.1 Expression von RLIM im Neuralrohr von Mausembryonen  

 
RLIM spielt eine wichtige Rolle in der Regulation des Protein-Netzwerkes von LIM-

Homeodomän-Transkriptionsfaktoren (LIM-HD). Es vermittelt die Polyubiquitinierung und 

somit den proteasomalen Abbau von CLIM-Proteinen, welche für die Aktivität von LIM-HD 

wichtig sind (Ostendorff et al., 2002). Die durch CLIM-Kofaktoren vermittelte biologische 

Aktivität verschiedener LIM-HD-Proteine ist für die korrekte Bildung neuronaler Strukturen, 

z.B. im Wirbeltier-Neuralrohr, essentiell (Shirasaki und Pfaff, 2002). Da die entwicklungsbio-

logische Relevanz der LIM-HD-Proteine bereits bekannt war (Shirasaki and Pfaff, 2002), soll-

te in diesem Teil der Arbeit das Expressions-Profil von RLIM im Vergleich mit den LIM-HD-

Kofaktoren CLIM1 und CLIM2 während der Entwicklung untersucht werden. Hierfür wurden 

spezifische Antiseren aus Kaninchen verwendet, wobei das Antiserum gegen CLIM-

Kofaktoren beide Homologe CLIM1 und CLIM2 erkennt. Für den Vergleich der Expressi-

onsmuster wurde das Neuralrohr von Mausembryonen untersucht, da hier der Grossteil aller 

bekannten LIM-HD während der frühen Entwicklung eine wichtige Rolle spielt.   
 

 
III.1.1 Expressionsprofil von RLIM und CLIM in der frühen Mausentwicklung 

 

Für die Untersuchung der Expressionsprofile von RLIM und CLIM während der Entwicklung 

von Mausembryonen wurden transversale Vibratomschnitte der Thoraxebene mit einer Stärke 

von 50 – 80 µm verwendet. Diese Schnitte enthalten mehrere Zellschichten, so dass expri-

mierte Proteine deutlicher durch Immunhistochemie nachgewiesen werden können. Es wur-

den Mausembryonen der Altersstufen 11-11,5; 12-12,5; 13-13,5; 14-14,5 sowie 15-15,5 (E11-

11,5 bis E15-15,5) mit Antiseren gegen RLIM und CLIM behandelt. Die Abbildung III.1.1 

zeigt den immunhistochemischen Nachweis beider Proteine im Neuralrohr der Embryonen. 

Die Expressionen von RLIM und CLIM weisen in nahezu allen Stufen der Entwicklung ein 

identisches Muster auf. Zu den Zeitpunkten E11-11,5 und E12-12,5 können beide Proteine im 

dorsalen und ventralen Bereich des Neuralrohres nachgewiesen werden (Abb.III.1.1), wobei 

eine Kondensierung der Expressionsdomänen im Neuralrohr der E12-12,5 Embryonen   
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Abb.III.1.1 RLIM und CLIM  Expression im Neuralrohr der Maus während der frühen Entwicklung. 

Vibratomschnitte der Thoraxregion von 11-11,5 bis 15-15,5 Tage alten Mausembryonen wurden immunhisto-

chemisch mit RLIM- und CLIM-Antiseren behandelt. RLIM und CLIM werden zu frühen Zeitpunkten im dorsa-

len sowie ventralen Bereich des Neuralrohres exprimiert. Nach 13 Tagen konnten RLIM und CLIM nur noch 

ventral nachgewiesen werden. An den folgenden Tagen wird die Expression beider Proteine immer schwächer 

und ist am Tag 15-15,5 kaum noch nachweisbar.   

α-RLIM α-CLIM 
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erkennbar wird. Bereits einen Tag später zum Zeitpunkt E13-13,5 ist die Expression von 

RLIM und CLIM im dorsalen Teil des Neuralrohres nicht mehr nachweisbar. Gleichzeitig 

damit werden die Expressionsdomänen beider Proteine im ventralen Bereich kleiner und sind 

einen weiteren Tag später (E14-14,5) deutlich reduziert. Im Neuralrohr von 15-15,5 Tage al-

ten Mausembryonen (E15-15,5) kann RLIM nur noch in einer sehr geringen Zahl von ventral 

lokalisierten Zellen nachgewiesen werden, während die CLIM-Expression gänzlich ver-

schwunden ist (Abb.III.1.1). Ein Vergleich zur Expression des LIM-HD-Transkriptionsfaktors 

Lhx3 zeigte, dass auch die Lhx3-Expression mit zunehmendem Alter der Embryonen schwä-

cher wird und bereits nach 14-14,5 Tagen kaum noch detektiert werden kann. Lhx3 wird in 

V2-Interneuronen sowie Motoneuronen des Säugetier-Neuralrohres während der Entwicklung 

exprimiert und ist daher nur in einer sehr distinkten Zellpopulation nachweisbar (Abb.III.1.2). 

Die Expression von RLIM und CLIM scheinen ähnlich wie die von Lhx3 im Laufe der frühen 

Entwicklung des Neuralrohres herunterreguliert zu werden.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
III.1.2 Expression von RLIM und CLIM in E12-12,5 Mausembryonen 

 

LIM-HD-Transkriptionsfaktoren zeigen in Mausembryonen entlang der Körperachse von an-

terior nach posterior ein variierendes Expressionsprofil (Tsuchida et al., 1994). Um die Ver-

teilung von RLIM und CLIM entlang der Körperachse von Mausembryonen zu untersuchen, 

wurden transversale Vibratomschnitte von drei Ebenen (cervical, thoracal und lumbar) der 

Abb.III.1.2 Expression des LIM-HD-Transkriptionsfaktors Lhx3 im Neuralrohr der Maus. 

Vibratomschnitte der Thoraxregion von 12-12,5 bis 14-14,5 Tage alten Mausembryonen wurden immunhisto-

chemisch mit Lhx3-Antiseren behandelt. Lhx3 wird in V2-Interneuronen sowie Motoneuronen des Neuralrohres

exprimiert. Die Lhx3-Expression im Neuralrohr wird mit zunehmendem Alter der Embryonen schwächer und ist 

nach 14-14,5 Tagen kaum noch vorhanden. 

α-Lhx3 

E-12-12,5 E-13-13,5 E-14-14,5 



III. Ergebnisse 

 49

E12-12,5 Embryonen immunhistochemisch analysiert (Abb.III.1.3). Auf allen drei Ebenen 

konnten identische Expressions-Domänen von RLIM und CLIM nachgewiesen werden. Beide 

Proteine werden sowohl im ventralen als auch im dorsalen Teil des Neuralrohres exprimiert 

und können ebenfalls deutlich in den dorsalen Wurzelganglien nachgewiesen werden. Eine 

Veränderung des Expressionsprofils im Neuralrohr entlang der Körperachse, wie sie für LIM-

HDs (z.B. Lhx3 und Isl1) gezeigt wurde, ist somit bei RLIM und CLIM nicht erkennbar.   

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 

 

 

Abb.III.1.3 Expression von RLIM und CLIM im Neuralrohr entlang der Körperachse von E12-12,5 

Mausembryonen. Die Ebenen der Vibratomschnitte (cervical, thoracal, lumbar) von 12-12,5 Tage alten Maus-

embryonen sind anhand der Embryonen-Bilder ganz oben dargestellt. Die Vibratomschnitte wurden immun-

histochemisch mit RLIM- und CLIM-Antiseren behandelt. Beide Proteine zeigen auf allen drei Körperebenen 

eine identische Verteilung der Proteinexpressionen im Neuralrohr und sind in ventralen und dorsalen Bereichen

nachweisbar. RLIM- und CLIM-Expressionen sind außerdem in den dorsalen Wurzelganglien auf allen drei 

Schnittebenen nachweisbar.

α-RLIM 

α-CLIM 
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III.1.3 Kolokalisation von RLIM mit CLIM und Lhx3 in Zellen des  Neuralrohres 

 

Um zu prüfen, ob RLIM mit CLIM und Lhx3 in Zellen des Neuralrohres kolokalisiert, wur-

den transversale Cryotomschnitte von E13-13,5 Mausembryonen mit einer Stärke von 10 µm 

verwendet. Schnitte dieser Dicke repräsentieren eine geringe Anzahl von Zellschichten, so 

dass der Nachweis einer distinkten Koexpression auf zellulärer Ebene möglich ist. Die Cryo-

tomschnitte wurden immunhistochemisch mit Hilfe von Antiseren gegen RLIM, CLIM oder 

Lhx3 aus unterschiedlichen Spezies sowie Fluorophor-gekoppelten sekundären Antiköpern 

gefärbt. Die Abbildung III.1.4 zeigt die Fluoreszenssignale aus der ventralen linken Hälfte des 

Neuralrohres. RLIM und CLIM sind in fast jeder Zelle kolokalisiert, was aufgrund der Tatsa-

che, dass CLIM-Proteine durch RLIM für den proteasomalen Abbau markiert werden, überra-

schend ist. Diese Beobachtung lässt daher auf eine Regulation des RLIM-vermittelten Abbaus 

von CLIM-Proteinen schließen. Kolokalisation von RLIM mit Lhx3 ist im Grossteil der 

RLIM- und Lhx3-exprimierenden Zellen nachweisbar und bestätigt die Rolle von RLIM im 

LIM-HD-System.  

 

 

   

 

Abb.III.1.4 Kolokalisaton von RLIM mit CLIM und Lhx3 im Neuralrohr von E13-13,5 Mausembryonen. 

Transversale Cryotomschnitte durch Mausembryonen der Stärke 10 µM wurden mit Antiseren gegen RLIM und 

CLIM oder Lhx3 aus unterschiedlichen Spezies behandelt. Die Fluoreszensignale der fluorophor-gekoppelten 

sekundären Antikörper erscheinen im Falle einer Kolokalisation zweier Proteine in der Überlagerung gelb.

RLIM kolokalisiert sowohl mit CLIM als auch mit Lhx3 in Zellen des ventralen Teils des Neuralrohres. Die 

Färbungen sind mit freundlicher Unterstützung von Kerstin Cornils entstanden.

α-CLIMα-RLIM Überlagerung 

α-Lhx3α-RLIM Überlagerung 
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III.2 Expression und Funktion von RNF6 in Neuronen der Maus 

  
RLIM spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der biologischen Aktivität des Protein-

Netzwerkes von LIM-Homeodomän-Transkriptionsfaktoren (LIM-HD). Unter allen RING-

Finger Proteinen, die in der Datenbank erfasst sind, weist RNF6 die engste Verwandtschaft zu 

RLIM auf, die durch die Konservierung der Aminosäuresequenz von ca. 80% sehr auffällig 

ist. Auch für RNF6 konnte in unserem Labor eine Ubiquitin-Ligase-Aktivität mit einer für 

RING-Finger E3-Enzymen typischen Autoubiquitinierungs-Aktivität gezeigt werden (Schlü-

ter, 2004). Über die konkrete Funktion der Ubiquitin-Ligase RNF6 war jedoch wenig bekannt. 

Daher sollte im zweiten Teil dieser Arbeit die Funktion von RNF6 im Vergleich mit RLIM 

näher untersucht werden. 

 

 

III.2.1 Vergleich der Expression von RNF6 und RLIM in E13 Mausembryonen 

 

Da RNF6 und RLIM zueinander eine starke Konservierung der Aminosäuresequenz aufwei-

sen, sollten die Expressionsmuster beider Proteine verglichen werden, um eventuell so Hin-

weise auf mögliche Funktionen von RNF6 zu erhalten. Aufgrund der Ähnlichkeit beider Ubi-

quitin-Ligasen wurde zunächst vermutet, dass auch RNF6 im LIM-HD-Proteinnetzwerk eine 

Rolle spielt. Um dies zu prüfen, wurden die Expressionsmuster im Neuralrohr von Mausem- 

bryonen untersucht. 

 

 

III.2.1.1 Expression von RNF6 und RLIM im Neuralrohr von E13 Mausembryonen 

 

Mit Hilfe von spezifischen Antikörpern gegen RNF6 und RLIM wurden beide Proteine im-

munhistochemisch auf Vibratomschnitten von 13-13,5 Tage (E13-13,5) alten Mäuseembryo-

nen nachgewiesen. Beide werden im ventralen Bereich des sich entwickelnden Neuralrohres 

exprimiert, wie es schon für RLIM im ersten Teil dieser Arbeit gezeigt werden konnte 

(Abb.III.2.1.A und B sowie Abb.III.1.1). Das sehr ähnlich zu RLIM erscheinende Expres- 

sionsmuster von RNF6 deutete zunächst auf einen Zusammenhang mit dem LIM-HD-

Proteinnetzwerk hin. Vergleicht man die Färbungen der Vibratomschnitte mit RNF6- und 

RLIM-Antiseren in der stärkeren Vergrößerung, so erscheint die Verteilung des RNF6-

Proteins diffus, während RLIM-Proteine eine Kernlokalisation zeigen (Abb.III.2.1.C und D). 
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Diese diffuse Erscheinung von RNF6 ist auf eine zytoplasmatische Lokalisation in den Zellen 

des Neuralrohres zurückzuführen, was mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen bezüg-

lich der zellulären Lokalisation von RNF6-Proteinen übereinstimmt. Mein Kollege Marvin 

Peters, der immunzytochemisch die Lokalisation von RNF6 und RLIM in kultivierten Säuge-

tierzellen untersucht hatte, konnte zeigen, dass RNF6 vornehmlich im Zytoplasma nachweis-

bar ist. Dahingegen sind RLIM-Proteine, wie auch CLIM- und LIM-HD-Proteine, hauptsäch-

lich im Nukleus lokalisiert (Peters, 2004). Daher erschien ein Zusammenhang von RNF6 mit 

dem LIM-HD-Proteinnetzwerk nicht mehr als sehr wahrscheinlich.  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

Abb.III.2.1 RNF6 und RLIM  sind im ventralen Teil des E13-13,5 Maus-Neuralrohres stark exprimiert. 

(A-F) Vibratomschnitte der Thoraxregion von E13-13,5 Mausembryonen wurden in immunhistochemischen 

Experimenten mit RNF6- oder RLIM-Antiseren behandelt. Rnf6 und RLIM werden im ventralen Teil des Neu-

ralrohres exprimiert. (C,D) Die Vergrößerung zeigt eine diffuse RNF6- und distinkte RLIM-Färbung, was auf 

eine zytoplasmatische Lokalisation von RNF6 und eine nukleäre Lokalisation von RLIM in den Zellen des Neu-

ralrohres hinweist. 

RLIM RNF6 A B

  C D
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III.2.1.2 RNF6 ist in axonalen Projektionen des ventralen Neuralrohres lokalisiert 

 

RNF6 ist deutlich in Ausläufern nachweisbar, welche die axonalen Projektionen von Neuro-

nen der Spinalganglien (DRGs) und von Neuronen im ventralen Teil des Neuralrohres, den so 

genannten Neuronen der lateralen Ventralwurzel, darstellen (Abb.III.2.2.A). Solch eine dis-

tinkte Expression in den Ausläufern ist bei RLIM nicht erkennbar. Dagegen wird RLIM eher 

ubiquitär exprimiert, was anhand der Färbung des Ektoderms sowie innerer Organe mit dem 

RLIM-Antiserum erkennbar ist (Abb.III.2.2.B).  

Um auszuschließen, dass die Ausläufer aufgrund der Expression von RNF6 in Glia-Zellen mit 

dem RNF6-Antiserum angefärbt werden können, wurden erb-/--Mäuse untersucht. Diese 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mausmutanten können in der frühen Phase der Entwicklung keine Gliazellen um die Axone 

ausbilden (Riethmacher et al., 1997), so dass die Projektionen aus dem ventralen Teil des 

Neuralrohres lediglich aus Axonen bestehen. Diese Mausmutanten wurden mir freundlicher-

weise von Dr. D.Riethmacher zur Verfügung gestellt. Die Behandlung der thoracalen Vibra-

tomschnitte von E13-13,5 erb-/--Mäusen mit RNF6-Antiserum zeigt ebenfalls die Färbung von 

Abb.III.2.2. RNF6 lokalisiert in axonale Projektionen von Neuronen des ventralen Neuralrohres. 

(A,B) Vibratomschnitte der Thoraxregion von Abb.III.2.1. A und B in der Vollansicht der linken Seite. RNF6 

scheint in axonalen Projektionen (Pfeil) aus dem ventralen Neuralrohr lokalisiert zu sein, während RLIM 

schwach bzw. kaum in diesen Strukturen nachweisbar ist. (C) Vibratomschnitte der Thoraxregion eines erb-/-

E13 Mausembryos. Den erb-/--Mäusen fehlen Glia-Zellen, so dass es sich bei den mit RNF6-Antiserum gefärbten 

Strukturen um Axone von Neuronen  (Pfeile) handeln muss. 

RLIM B CRNF6 A RNF6

WTWT erb-/-
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neuronalen Ausläufern, die nur durch eine Lokalisation von RNF6 in den Axonen von Neuro-

nen zu erklären ist (Abb.III.2.2.C). 

 

 

III.2.2. Expression von RNF6 in kultivierten Hippocampus-Neuronen 

 

Um die Expression von RNF6 in Neuronen näher untersuchen zu können, wurden Primärkul-

turen von hippocampalen Neuronen aus neugeborenen Mäusen präpariert. Primärkulturen 

hippocampaler Neuronen sind ein etabliertes System, um die generelle Entwicklung von Neu-

ronen und die dabei ablaufenden biochemischen Prozesse zu untersuchen (Craig & Banker, 

1994).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Hippocampale Neuronen wurden nach der Präparation 48 h lang kultiviert und danach fixiert. 

Anschließend wurden die fixierten Zellen immunzytochemisch mit spezifischen Antiseren 

gegen RNF6 und gegen das Tau-Protein sowie Fluorophor-gekoppelten sekundären Antikör-

pern untersucht (AbbIII.2.3). Das Tau-Protein ist spezifisch in axonalen Projektionen lokali-

siert und dient als Marker für Axone (Binder et al., 1985). Die Aufnahmen mit dem Konfo-

Abb.III.2.3. RNF6 ist besonders auffällig in den Wachstumskegeln von hippocampalen Primärkultur-

Neuronen aus neugeborenen Mäusen exprimiert. Primärkulturen von hippocampalen Neuronen wurden 48 h

nach Präparation fixiert. Anschließend wurden die fixierten Zellen mit RNF6-Antiserum sowie Tau-Antikörper 

und daraufhin mit Fluorophor-gekoppelten sekundären Antikörpern behandelt. Der grüne Kanal zeigt die Signa-

le von RNF6-Proteinen und der rote Kanal die Signale des axonalen Markers Tau. Die Phasenkontrast-

Aufnahme (Phase) zeigt das Neuron im Phasenkontrast. RNF6 lokalisiert stark in den Wachstumskegel des 

Neurons (Pfeil). Der Längenmaßstab beträgt 10 µM. 

Phase Tau RNF6 
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kal-Mikroskop zeigen, dass RNF6 in hippocampalen Neuronen vornehmlich zytoplasmatisch 

exprimiert wird. Besonders auffällig ist die starke Lokalisation von RNF6 im Wachstumske-

gel der Axone. Die Tau-Färbung der längsten Projektion des Neurons bestätigt, dass es sich 

um einen axonalen Wachstumskegel handelt (Abb.III.2.3).  

 

 

III.2.3. RNF6 reguliert das Axonwachstum hippocampaler Neuronen 

 
Um mögliche Funktionen von RNF6 in Neuronen zu untersuchen, sollten zunächst mittels 

RNA-Interferenz (RNAi) endogene RNF6-Proteinkonzentrationen in hippocampalen Neuro-

nen verringert werden. In einem komplementären Ansatz wurden durch transiente Transfekti-

onen von GFP-Fusionsproteinen (GFP = green fluorescent protein) die RNF6-Proteinmengen 

erhöht. Die Neuronen wurde dann mikroskopisch auf Veränderungen untersucht, die auf die 

modifizierten Proteinmengen von RNF6 zurückzuführen sind.   

 

 

III.2.3.1  Applikation von doppelsträngigen RNA-Oligonukleotiden 
 

Die Funktionalität der verwendeten doppelsträngigen RNA-Oligonukleotide mit der Zielse-

quenz von RNF6 (RNF6-siRNA; si = short interfering) wurde durch Western-Blot-Detektion 

kontrolliert. Die Analyse der Proteinextrakte von transfizierten Primärkulturen hippocampaler 

Neurone zeigt, dass die Transfektion mit siRNA gegen RNF6 zur signifikanten Abnahme von 

RNF6-Proteinmengen führt, während RLIM-Proteinmengen unbeeinflusst bleiben 

(Abb.III.2.4). Als Kontrolle dienten RNA-Oligonukleotide (Kontroll-siRNA), die den glei-

chen GC-Gehalt wie RNF6-siRNA haben, deren Nukleotid-Sequenz aber um ca. 30% ab-

weicht.  

Mit siRNAi transfizierte Neuronenkulturen wurden immunzytochemisch untersucht, um even-

tuelle phänotypische Änderungen durch die verminderte RNF6-Proteinkonzentration in den 

Neuronen zu identifizieren. 24 h nach Präparation wurden dafür Primärkulturen hippocampa-

ler Neuronen mit siRNAs transfiziert. Um transfizierte Neuronen von untransfizierten zu un-

terscheiden, wurde das GFP-C3-Plasmid, das lediglich lösliches GFP kodiert, kotransfiziert. 

Erfolgreich transfizierte Neurone konnten am konfokalen Mikroskop anhand der Auto-

Fluoreszens des GFP identifiziert werden. Weitere 24 h später wurden die Kulturen fixiert 

und mit Antikörpern gegen Neurofilament200, einem Marker für Neuriten, sowie Fluorophor-

gekoppelten sekundären Antikörpern behandelt. 
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Mit RNF6-siRNA transfizierte Neurone zeigen im Vergleich zu Neuronen, die mit Kontroll-

siRNA transfiziert wurden, eine auffällige Verlängerung der Neuriten (Abb.III.2.5). Um eine 

statistisch gesicherte Aussage über die Signifikanz der Längenveränderung durch RNAi ge-

gen RNF6 machen zu können, wurden in drei unabhängigen Experimenten die Längen der 

Neuriten von je mindestens 50 transfizierten Neuronen untersucht. Es wurde jeweils die 

längste Projektion der transfizierten Neurone gemessen (Tab.III.2.1; einzelne Messwerte siehe 

Anhang V.1.1). In allen drei Experimenten führte eine verringerte RNF6-Proteinkonzentration 

zu einer deutlichen Verlängerung der Neuriten. Im Mittel betrug diese Verlängerung von 

95,65µm±30,48µm bei den Kontroll-Experimenten auf 163,21µm±59,03µm bei RNAi-Experimenten 

mit RNF6-siRNA. 

Die Messreihen der Neuriten-Längen aus den drei unabhängigen Experimenten wurden statis-

tisch ausgewertet. Der t-Test eignet sich um festzustellen, ob die unterschiedlichen Mittelwer-

te zwischen zwei Messreihen auf Zufall beruhen oder signifikant sind. Ein Unterschied ist als 

signifikant zu bewerten, wenn der p-Wert des t-Tests kleiner als 0,05 ist. Für die Ermittlung 

des p-Werts wurden jeweils die Messreihen der Neuritenlängen aus der Kontroll-Transfektion 

Abb.III.2.4. Die RNF6-Proteinmenge kann in Primärkulturen von hippocampalen Neuronen durch RNAi 

verringert werden. Primärkulturen von hippocampalen Neuronen wurden 24 h nach Präparation mit siRNA 

gegen RNF6 sowie Kontroll-siRNA transfiziert. Nach 48 h wurden die transfizierten Primärkulturen geerntet 

und lysiert. Die Lysate wurden mittels Western-Blot-Detektion mit spezifischen Antikörpern gegen RNF6, 

RLIM und β-Tubulin untersucht. Im Vergleich zur Kontrolle werden RNF6-Proteinmengen in den Zellen der 

neuronalen Primärkultur durch RNAi signifikant reduziert, während die Proteinkonzentration des verwandten

RLIM konstant bleibt. Der Nachweis der β-Tubulin-Proteinmengen dient als Ladekontrolle. 
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Abb.III.2.5. Mit RNF6-siRNA transfizierte Neurone zeigen eine auffällige Verlängerung der Neuriten. 

Primärkulturen von hippocampalen Neuronen wurden 24 h nach Präparation mit siRNA gegen RNF6 sowie 

Kontroll-siRNA transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen fixiert und mit Antikörpern gegen Neurofilament200, 

einem weiteren Marker für Neuriten, behandelt. Der grüne Kanal zeigt das GFP-Signal transfizierter Neurone; 

der rote Kanal die Signale durch die Färbung mit Neurofilament-Antikörper. Der Längenmaßstab beträgt 10µM. 

Tab.III.2.1. Messergebnisse der Neuriten-Längen von siRNA behandelten Neuronen. In der Tabelle sind 

die gemessenen durchschnittlichen Längen aus den einzelnen Experimenten aufgelistet. Der Mittelwert sowie 

die Standardabweichung einer jeden Messreihe und die Mittelwerte aus allen Experimenten zusammen sind 

aufgeführt. Rechts sind die gemessenen Längen graphisch dargestellt. Die Längenmessung weist auf eine signi-

fikante Verlängerung der Neuriten durch die Verminderung von der RNF6-Protein-Konzentration durch RNAi 

hin. Der t-Test ergab für jede entsprechende Paarung der Einzelexperimente einen p-Wert < 0,0001. 
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und der entsprechenden RNF6-siRNA-Transfektion gegenüber gestellt. Dabei ergibt sich für 

jedes Messreihen-Paar ein p-Wert von < 0,0001. Die gemessenen Längenunterschiede zwi-

schen den Neuriten von Neuronen, die mit RNF6-siRNA oder mit Kontroll-siRNA transfiziert 

wurden, sind somit signifikant.   

 

 

III.2.3.2  Expression von GFP-Fusionsproteinen in hippocampalen Neuronen   
 

In einem komplementären Ansatz zu den RNAi-Experimenten wurden mit Hilfe von GFP-

Fusionsproteinen die Auswirkungen der Überexpression von RNF6 in voller Länge und von 

RING-Finger-deletierten RNF6-Proteinen (RNF6∆RING) auf hippocampale Neurone unter-

sucht. Die Deletion des RING-Finger-Motivs verleiht RING-Finger Ubiquitin-Ligasen in der 

Regel eine dominant-negative Eigenschaft (Pickart, 2001). Eine Überexpression dominant-

negativer Proteine verursacht die Unterdrückung der Aktivität des endogenen Wild-Typ-

Proteins. Die Überexpressions-Experimente wurden analog zu den RNAi-Experimenten 

durchgeführt. Auch hier konnten auffällige Veränderungen der Neuriten-Längen von Neuro-

nen, die GFP-RNF6 oder GFP-RNF6∆RING exprimieren, beobachtet werden (Abb.III.2.6). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb.III.2.6. Hippocampale Neurone, in denen GFP-RNF6 oder GFP-RNF6∆RING überexprimiert wer-

den, zeigen auffällige Längenänderungen der Neuriten. Primärkulturen von hippocampalen Neuronen 

wurden 24 h nach Präparation mit Plasmid-DNA, die für GFP-RNF6 in voller Länge, GFP-RNF6∆RING oder 

nur GFP kodiert, transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen fixiert. Der grüne Kanal zeigt das Autofluoreszenz-

Signal der GFP-Fusionsproteine in transfizierten Neuronen. Der Längenmaßstab beträgt 10µM. GFP-RNF6 

verursacht verkürzte Neuriten während GFP-RNF6∆RING zur Verlängerung führt. 
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Die Überexpression des Fusionsproteins GFP-RNF6 führte im Vergleich zur Kontroll-

Transfektion (GFP) zu verkürzten Neuriten. Dagegen zeigten Neurone mit einer Überexpres-

sion von GFP-RNF6∆RING deutlich verlängerte Neuriten (Abb.III.2.6). Die Effekte auf Neu-

ritenlängen durch die Überexpression von RNF6-Proteinen wurden in drei unabhängigen Ex-

perimenten untersucht, in denen jeweils mindestens 50 transfizierte Neurone analysiert wur-

den (Tab.III.2.2; einzelne Messwerte siehe Anhang V.1.1). Die Transfektion mit GFP-RNF6-

kodierender Plasmid-DNA verursachte stets verkürzte Neuriten der hippocampalen Neurone. 

Der Mittelwert aus drei Experimenten betrug 37,58µm±13,83µm, während die Neuriten im Kon-

trollexperiment mit GFP-Plasmid im Mittel 91,18µm±37,70µm lange Neuriten zeigten. Bei Neu-

ronen, die GFP-RNF6∆RING exprimierten, betrug der Mittelwert der Neuritenlängen 

134,70µm±57,98µm (Tab.III.2.2).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tab.III.2.2. Messergebnisse der Neuritenlängen von Neuronen, in denen GFP, GFP-RNF6 oder GFP-

RNF6∆RING überexprimiert wurden. In der Tabelle sind die gemessenen durchschnittlichen Längen-Werte 

aus den einzelnen Experimenten aufgelistet. Der Mittelwert sowie die Standardabweichung einer jeden Mess-

reihe und die Mittelwerte aus allen Experimenten zusammen sind aufgeführt. Rechts sind die gemessenen Län-

gen graphisch dargestellt. Die Längenmessung weist auf eine signifikante Verlängerung der Neuriten durch die 

Überexpression von GFP-RNF6∆RING hin, während GFP-RNF6 das Wachstum der Neuriten hemmt. Der t-

Test ergab für jede Paarung der Einzelexperimente GFP ↔ GFP-RNF6 einen  p-Wert < 0,0001. Die Paarungen 

GFP ↔ GFP-RNF6∆RING lieferten im t-Test für Experiment 1 einen p-Wert < 0,001; für Experiment 2 einen 

p-Wert < 0,0001 und für Experiment 3 einen p-Wert < 0,002.  
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Der t-Test liefert für alle Paarungen GFP ↔ GFP-RNF6 einen p-Wert < 0,0001 und für die 

Messreihenpaare GFP ↔ GFP-RNF6∆RING beim Experiment 1 einen p-Wert < 0,001; beim 

Experiment 2 einen p-Wert < 0,0001 sowie einen p-Wert < 0,002 beim Experiment 3. Alle 

gemessenen Längenunterschiede sind somit statistisch signifikant und weisen auf eine funkti-

onelle Rolle von RNF6 während der Entwicklung neuronaler Projektionen hin.  

 

 

III.2.4 RNF6 interagiert mit LIMK1 in vivo 

 

Aufgrund der Ubiquitin-Ligase-Aktivität von RNF6 war es wahrscheinlich, dass die Effekte 

auf hippocampale Neurone auf der Ubiquitin-Ligase-Eigenschaft von RNF6 beruhen. Von 

vorherigen Untersuchungen war bekannt, dass RLIM in vitro mit LIM-Kinase1 (LIMK1) in-

teragieren kann (Bach et al., 1999). LIMK1 wurde bereits als ein wichtiges regulierendes  

Element bezüglich des Axonwachstums beschrieben (Gungabisson & Bamburg, 2003; Rosso 

et al., 2004). Eine in vitro Interaktion von LIMK1 und RNF6 war zuvor in GST-pulldown-

Experimenten gezeigt worden (Schlüter, 2004). Diese Interaktion sollte zunächst durch 

Koimmunpräzipitation aus Lysaten transfizierter Zellen in Kultur bestätigt werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb.III.2.7. Koimmunopräzipitation von HA-LIMK1 mit Myc-RNF6∆RING aus Zelllysaten transfizier-

ter Cos7-Zellen.  Cos7-Zellen wurden mit verschiedenen Plasmid-DNA-Kombinationen kodierend für HA-

LIMK1 und Myc-Fusionsproteine bzw. Myc allein kotransfiziert. Mit den Zelllysaten der transfizierten Zellen 

wurden Immunopräzipitationen durchgeführt. Eine Präzipitation mit Myc-Antikörpern (α-Myc) führt nur in 

Anwesenheit von Myc-markiertem RNF6∆RING oder RLIM∆RING zu einer Kopräzipitation von HA-LIMK1. 

Unspezifisches Antiserum (unspez. IgGs) führt nicht zu einer Kopräzipitation von HA-LIMK1.  
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Immunopräzipitationen aus den Zelllysaten transfizierter Cos7-Zellen zeigten, dass HA-

markierte LIMK1 (HA-LIMK1) mit Myc-markiertem RNF6∆RING (Myc-RNF6∆RING) und 

schwächer auch mit Myc-RLIM∆RING kopräzipitiert. 

Die RING-Finger deletierten Varianten (∆RING) von RNF6 und RLIM wurden verwendet, 

um gegebenenfalls den Abbau von HA-LIMK1 durch Ubiquitin-Ligase-Aktivität zu unterbin-

den. Da die Kopräzipitation in Anwesenheit des Myc-Epitops alleine ausblieb, und auch die 

Verwendung von unspezifischem Antiserum ein negatives Resultat lieferte (Abb.III.2.7) wur-

de die Spezifität der Koimmunpräzipitationen von HA-LIMK1 mit Myc-RNF6∆RING bestä-

tigt.   

Um zu überprüfen, ob RNF6 in vivo auch in Neuronen mit LIMK1 assoziiert vorliegen kann, 

was eine Vorraussetzung für einen eventuell durch RNF6 vermittelten Abbau wäre, wurden 

Immunpräzipitationen mit Lysaten von Neuronenkulturen durchgeführt. Primärkulturen hip-

pocampaler Neurone wurden zunächst für 3 h mit dem Proteasom-Inhibitor MG132 behan-

delt, um so höhere Proteinkonzentrationen des potentiellen Substrates und Interaktionspart-

ners zu gewährleisten (Abb.III.2.8).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Unmittelbar nach der Inkubation wurden die Kulturen lysiert, um anschließend Immunpräzi-

pitationen mit spezifischen Antikörpern gegen LIMK1 (α-LIMK1) und mit unspezifischem 

Antiserum (unspez. IgGs) als Negativ-Kontrolle durchzuführen. Die Abbildung III.2.8. zeigt, 

Abb.III.2.8. Koimmunpräzipitation von endogenem RNF6 mit endogener LIMK1 aus Lysaten von Pri-

märkulturen hippocampaler Neurone. Primärkulturen hippocampaler Neurone wurden 3 h mit 25µg/mL 

MG132 Endkonzentration inkubiert und anschließend lysiert. Immunpräzipitation mit spezifischen Antikörpern 

gegen LIMK1 (α-LIMK1) führt zur Kopräzipitation von endogenem RNF6. Unspezifisches Antiserum (unspez. 

IgGs) präzipitiert LIMK1 nicht und führt somit auch nicht zur Kopräzipitation von RNF6.   

unsp
ez

. Ig
Gs IP

20
% Einsa

tz

α-L
IM

K1 I
P

WB: α-RNF6

WB: α-LIMK1



III. Ergebnisse 

 62

dass die Präzipitation von LIMK1 durch α-LIMK1 auch RNF6 kopräzipitiert, was ein starker 

Hinweis auf die Interaktion beider Proteine in den Zellen der Primärkultur hippocampaler 

Neurone ist. Die Spezifität dieser Interaktion wurde durch die Negativ-Kontrolle bestätigt, bei 

der unspezifisches Antiserum keine Präzipitation von LIMK1 und RNF6 bewirkte.  

 

 

III.2.5 Kolokalisation von RNF6 und LIMK1 in Neuronen  

 

Die Expression von RNF6 und LIMK1 wurde immunhistochemisch und immunzytochemisch 

verglichen, um zu untersuchen, ob beide Proteine kolokalisieren können. 

LIMK1 ist ein neuronal exprimiertes Protein, das bei diversen Vorgängen in Nervenzellen, 

wie zum Beispiel bei der Axonbildung und dessen Wachstum, eine Rolle spielt (Gungabisson 

& Bamburg, 2003; Rosso et al., 2004). Färbungen der Vibratomschnitte von E13-13,5 Maus-

embryonen mit RNF6-Antiserum sowie LIMK1-Antikörpern zeigen überaus ähnliche Expres-

sionsmuster für LIMK1 und RNF6 (Abb.III.2.9).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Beide Proteine sind in den Projektionen aus Neuronen der Spinalganglien und der lateralen 

Ventralwurzeln detektierbar. RNF6 und LIMK1 zeigen auffällig ähnliche Expressionsmuster 

in den Axonen (Pfeile, Abb.III.2.9). Die Ähnlichkeit der Expressionsmuster zwischen beiden 

Proteinen ist ebenfalls deutlich im Neuralrohr der E13-13,5 Mausembryonen erkennbar. Auch 

hier wurden erb-/--Mäuseembryonen untersucht, denen Glia-Zellen fehlen, um zu prüfen, ob 

RNF6 LIMK1 LIMK1

erbB3+/- erbB3-/- erbB3+/-

Abb.III.2.9 RNF6 und LIMK1 haben ähnliche Expressionsmuster in E13 Mausembryonen. Transversal-

schnitte von E13-13,5 Mausembryonen wurden mit RNF6-Antiserum und LIMK1-Antikörpern behandelt. So-

wohl in erb+/--Mäusen als auch in  erb-/- -Mäusen ist das Muster der LIMK1-Expression identisch zum Muster 

der RNF6-Expression in erb+/--Mäusen. Die Pfeile weisen auf Färbungen axonaler Strukturen hin. 
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die beobachtete Expression von LIMK1 tatsächlich in den Axonen stattfindet. Heterozygote 

erb+/--Mausembryonen, die phänotypisch den WT-Mausembryonen entsprechen, dienten als 

Vergleich (Riethmacher et al., 1997). Wie auch schon für RNF6 gezeigt werden konnte, wird 

LIMK1 in erb-/--Mausembryonen in den axonalen Projektionen exprimiert (Abb.III.2.2), wo-

durch eine Kolokalisation beider Proteine nahe lag.  

Die vermutete Kolokalisation von RNF6 und LIMK1 wurde immunzytochemisch in primären 

hippocampalen Neuronen näher untersucht. 48 h nach Präparation wurden die Zellen fix- iert 

und mit den entsprechenden primären Antikörpern sowie Fluorophor-gekoppelten sekundären 

Antikörpern behandelt. Mit Hilfe des konfokalen Mikroskops wurden die Fluoreszenssignale 

aufgenommen. RNF6 und LIMK1 zeigen beide eine überwiegend zytoplasmatische

Abb.III.2.10. RNF6 und LIMK1 partielle Kolokalisation in hippocampalen Neuronen. Hippocampale Neu-

ronen wurden 48 h nach Präparation fixiert und mit Meerschweinchen-Antiserum gegen RNF6 sowie mit Anti-

körpern aus der Maus gegen LIMK1 bzw. aus Kaninchen gegen Tau-Protein inkubiert. Die Fluoreszenssignale 

der sekundären Antikörper wurden mit Hilfe eines konfokalen Mikroskops dokumentiert. Die weißen Rechtecke 

deuten den in der unteren Reihe vergrößerten Bereich an. Die Überlagerung des grünen (RNF6) und roten 

(LIMK1) Kanals weist auf eine partielle Kolokalisierung (gelbe Signale) von RNF6 und LIMK1 hin. Der blaue 

Kanal zeigt die Signale des Tau-Proteins (Tau), das als Marker für axonale Strukturen dient. Der Längenmaß-

stab beträgt 10µM 

LIMK1RNF6 Überlagerung Tau 
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Lokalisation. Die Überlagerung der Signale zeigt, dass RNF6 und LIMK1 partiell kolokalisie-

ren, was anhand von gelben Bereichen erkennbar ist (Abb.III.2.10). Das Axon wurde mit Hil-

fe von Antikörpern gegen das axonspezifische Tau-Proteins markiert. In der Vergrößerung 

der Axon-Endigung wird deutlich, dass die RNF6- und LIMK1-Signale insbesondere im 

Wachstumskegel eine reziproke Verteilung aufweisen. Es sind gelbe Bereiche an den Schnitt-

stellen von Domänen mit stärkeren RNF6- oder LIMK1-Signalen in der vergrößerten Überla-

gerung erkennbar. Eine mögliche Erklärung dieser Beobachtung könnte ein durch RNF6 ver-

mittelter Abbau von LIMK1 sein, der zu einer Verringerung der LIMK1-Proteinmengen in 

Bereichen mit stärkerer RNF6-Konzentration führen würde. 

 
 
 
III.2.6 Proteasomale Regulation der LIMK1-Proteinmengen in Neuronen 

 
Um zu prüfen, ob RNF6 de facto die Degradation von LIMK1 durch das Proteasom vermit-

teln kann, wurde geprüft, ob die Inhibition der proteasomalen Aktivität in Primärkulturen hip-

pocampaler Neurone die LIMK1-Proteinkonzentration beeinflussen kann. Im Falle eines pro-

teasomalen Abbaus würden die LIMK1-Proteine durch die Hemmung des Proteasoms stabili-

siert werden können. Dafür wurden die Kulturen mit dem Proteasom-Inhibitor MG132 für     

1 h, 3 h und 6 h inkubiert und mit einer unbehandelten Neuronenkultur sowohl immunzyto-

chemisch als auch mit Hilfe der Western-Blot-Technik verglichen.   

 
 
III.2.6.1 Untersuchung der LIMK1-Proteinkonzentration nach Proteasom-Inhibition  
 

Ein Teil der MG132 behandelten Kulturen wurde fixiert und mit Antikörpern gegen LIMK1 

sowie Fluorophor-gekoppelten sekundären Antikörpern untersucht. Der verbleibende Teil der 

MG132 behandelten bzw. unbehandelten Neuronenkulturen wurde lysiert und die Proteinex-

trakte mit Hilfe des Western-Blot-Verfahrens analysiert (Abb.III.2.11). Bereits 3 h nach 

MG132-Zugabe war ein deutlicher Anstieg der LIMK1-Proteinmengen in den Proteinextrak-

ten der Zellkulturen detektierbar. 6 h nach Zugabe des Proteasom-Inhibitors nahm die Akku-

mulation der LIMK1-Proteine noch weiter zu, so dass ein starkes LIMK1-Signal im Western-

Blot nachgewiesen wurde (Abb.III.2.11.A). Die Zunahme der Konzentration von LIMK1-

Proteinen durch Inhibition des Proteasoms ist auch anhand steigender Intensitäten der 

LIMK1-Fluoreszenssignale in den Neuronen erkennbar. Insbesondere in den Wachstumske-

geln der Axone ist der Anstieg der LIMK1-Proteinmengen anhand der Fluoreszens-
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Intensitäten deutlich erkennbar (Abb.III.2.11.B). Diese Untersuchungen zeigen, dass die Inhi-

bition der Abbau-Aktivität des Proteasoms zu steigenden LIMK1-Proteinmengen in Primär-

kulturen hippocampaler Neuronen führt. Dieses Resultat ist ein eindeutiger Hinweis auf die 

Regulation von LIMK1-Proteinkonzentrationen über den proteasomalen Abbauweg. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

Abb.III.2.11. Inhibition des Proteasoms führt zum Anstieg von LIMK1-Proteinmengen in Primärkultu-

ren hippocampaler Neuronen. Primärkulturen hippocampaler Neuronen wurden 48 h nach Präparation ohne 

oder mit MG132 (Endkonzentration 25 µg/µL) für 1 h, 3 h und 6 h inkubiert. (A) Ein Teil der MG132-

behandelten Primärkulturen wurde lysiert. Die Proteine der Lysate wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und 

anschließend mittels Western-Blot-Detektion auf LIMK1-Proteinmengen hin untersucht. (Β) Der zweite Teil der 

Kulturen wurde fixiert und mit LIMK1-Antikörpern sowie Fluorophor-gekoppelten sekundären Antikörpern 

behandelt. Sowohl anhand der Zunahme der LIMK1-Signale in der Western-Blot-Analyse als auch der Fluores-

zenz-Intensitäten in fixierten Neuronen sind steigende Proteinmengen von LIMK1 durch die Inhibition des Pro-

teasoms nachweisbar. Die Detektion des Western-Blots mit Antikörpern gegen β-Tubulin dient als Ladekontrol-

le. Der Längenmaßstab beträgt 4µM.   
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III.2.6.2 Kolokalisation von RNF6 und LIMK1 nach Inhibition des Proteasoms  
 

Die Tatsache, dass LIMK1-Proteine dem proteasomalen Abbau zugeführt werden, führte zu 

der Überlegung, ob durch die Inhibition der Proteasom-Aktivität die Kolokalisation von 

RNF6 und LIMK1 in axonalen Wachstumskegeln zunehmen kann. Für diese Untersuchung 

wurden erneut hippocampale Kulturen mit oder ohne den Inhibitor MG132 für 3 h inkubiert. 

Nach Fixierung der Neurone wurden RNF6- und LIMK1-Proteine mit den entsprechenden 

Primär-Antikörpern sowie Fluorophor-gekoppelten Sekundär-Antikörpern detektiert. Die 

Aufnahmen axonaler Wachstumskegel mit Hilfe des konfokalen Mikroskops zeigen, dass die 

MG132-Behandlung in der Tat zu einer signifikanten Erhöhung der Kolokalisation von RNF6 

und LIMK1 führt (Abb.III.2.12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.III.2.12. Inhibition der Proteasom-Aktivität führt zum Anstieg der Kolokalisation von RNF6 und 

LIMK1 in axonalen Wachstumskegeln hippocampaler Neuronen. Primärkulturen hippocampaler Neuronen 

wurden 48 h nach Präparation ohne oder mit MG132 (Endkonzentration 25 µg/µL) für 3 h inkubiert. Die Kultu-

ren wurden fixiert und mit Meerschweinchen-Anitserum gegen RNF6 und LIMK1-Antikörpern aus Kaninchen 

sowie den entsprechenden Fluorophor-gekoppelten sekundären Antikörpern behandelt. Nach MG132-

Behandlung zeigen sich in der Überlagerung der roten RNF6-Signale und grünen LIMK1-Signale deutlich mehr 

gelbe Bereiche. Die Vergrößerungen (jeweils außen rechts) verdeutlichen die Zunahme gelber Bereiche, welche

auf einer stärkeren Kolokalisation beider Proteine beruht. Der Längenmaßstab beträgt 2µM. 

LIMK1 RNF6 Überlagerung 

LIMK1 RNF6 Überlagerung 

+ MG132
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Diese Beobachtung ist anhand der großen gelben Bereiche in der Vergrößerung der Überlage-

rungs-Aufnahme von roten RNF6- und grünen LIMK1-Signalen besonders deutlich 

(Abb.III.2.12 unten). Die reziproke Verteilung von RNF6 und LIMK1 in den axonalen 

Wachstumskegeln scheint daher auf der RNF6-Ubiquitin-Ligase-Aktivität zu beruhen, wo-

durch LIMK1 in Bereichen hoher RNF6-Proteinmengen verstärkt dem proteasomalen Abbau 

zugeführt wird.  

 

 

 

III.2.7 Expression von UbcH5 in kultivierten hippocampalen Neuronen 

 

Für die Ubiquitin-Ligase-Aktivität benötigt RNF6 das Zusammenspiel mit dem ubiquitin-

konjugierenden Enzym (E2-Enzym) UbcH5 (Schlüter, 2004). Für den RNF6-vermittelten 

Abbau von LIMK1 in den Neuronen ist die Expression von UbcH5 eine wichtige Vorrausset-

zung. Daher wurde mit spezifischen Antikörpern immunzytochemisch untersucht, ob UbcH5 

ebenfalls in Neuronen exprimiert wird.  

Die Abb.III.2.13 zeigt die Färbung von fixierten hippocampalen Neuronen mit UbcH5-Anti- 

körpern und RNF6-Antiserum. UbcH5 ist ubiquitär exprimiert und zeigt u.a. in den axonalen

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.III.2.13. UbcH5 wird in Neuronen exprimiert und kolokalisiert mit RNF6. Primärkulturen hippocam-

paler Neuronen wurden 48 h nach Präparation fixiert und mit Meerschweinchen-Anitserum gegen RNF6 und 

Antikörpern gegen UbcH5 aus Kaninchen sowie den entsprechenden fluorophor-gekoppelten sekundären Anti-

körpern behandelt. Der rote Kanal des konfokalen Mikroskops zeigt, dass UbcH5 in hippocampalen Neuronen 

ubiquitär exprimiert wird. Die Vergrößerung der Überlagerung des grünen und roten Kanals weist im Wachs-

tumskegel mehrere gelbe Bereiche auf, in denen RNF6 und UbcH5 kolokalisieren. Die Transmissions-

Aufnahme (Trans) zeigt das Neuron im Durchlicht. Der Längenmaßstab beträgt 10µM bzw. 2 µM in der Ver-

größerung. 
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Wachstumskegeln Kolokalisation mit RNF6. So ist durch die Anwesenheit von UbcH5 in den 

Wachstumskegeln die Ubiquitin-Ligase-Aktivität von RNF6 gewährleistet. 
 

 
 

III.2.8 RNF6 vermittelt die Polyubiquitinierung von LIMK1 in vitro 

 

Für den proteasomalen Abbau ist die Ubiquitinierung des Substrat-Proteins eine wichtige 

Voraussetzung. Dafür muss das Ziel-Protein mit mindestens vier Ubiquitin-Molekülen, die 

über das Lysin 48 (K48) verkettet sind, markiert sein (Spence et al., 1995). Es sollte unter-

sucht werden, ob die Ubiquitin-Ligase RNF6 in der Lage ist, in vitro die Polyubiquitinierung 

von LIMK1 zu vermitteln. Hierfür wurde in vitro translatiertes LIMK1-Protein, welches ra-

dioaktiv mit 35[S] markiert wurde, eingesetzt. In der SDS-PAGE mit Ubiquitinierungs-

Reaktionen kann in der Regel eine geringere Mobilität der Proteinbanden von Ubiquitin-

konjugierten Proteinen beobachtet werden. Solch eine Erhöhung der Molekülmasse kann aber 

auch durch gleichzeitige Monoubiquitinierungen mehrerer Lysinreste des Substrat-Proteins 

verursacht werden. Um diese Art der Modifikation von der langkettigen Polyubiquitinierung 

zu unterscheiden, wurden mutierte Ubiquitin-Moleküle verwendet, die keine Lysinreste mehr 

enthalten. Mit ihnen kann das Substrat-Protein lediglich monoubiquitiniert werden, da die 

Bildung von Ketten mit diesen mutierten Ubiquitinen nicht möglich ist. Zusätzlich dazu wur-

den in einem anderen Reaktionsansatz Ubiquitin-Mutanten eingesetzt, die lediglich das Lysin 

an Position 48 (K48) enthalten. Mit ihnen kommt es nur dann zur Bildung von Ubiquitin-

Ketten an den Substrat-Proteinen, wenn diese für den proteasomalen Abbau markiert werden 

sollen. 

Bakteriell exprimiertes RNF6-Protein kann in Anwesenheit aller notwendigen Komponenten 

der Ubiquitin-Reaktion die Polyubiquitinierung von radioaktiv-markierter LIMK1 vermitteln 

(Abb.III.2.14). In der Reaktion mit der Ubiquitin-Mutante ohne Lysinreste (UbiquitinK0) wird 

LIMK1 in einer Weise modifiziert, die sich deutlich von der Modifikation durch Wild-Typ-

Ubiquitin (UbiquitinWT) unterscheidet. Hochmolekulare LIMK1-Proteine (durch Sternchen in 

Abb.III.2.14 angedeutet), wie sie in der Anwesenheit von UbiquitinWT entstehen, werden 

durch die Verwendung von UbiquitinK0 nicht gebildet. Daher können Monoubiquitinierungen 

nicht die Ursache für die Bildung der hochmolekularen LIMK1-Proteine durch die Verwen-

dung von UbiquitinWT sein. Zugleich konnte gezeigt werden, dass auch mit der Ubiquitin- 

Mutante, die lediglich das K48 (UbiquitinK48) enthält, eine Polyubiquitinierung von LIMK1 
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durch RNF6 möglich ist. RNF6 ist somit in der Lage in vitro LIMK1-Proteine derart mit Ubi-

quitin zu markieren, dass die Vorraussetzung für einen Abbau durch das Proteasom erfüllt ist. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In diesem Zusammenhang konnte meine Kollegin Anne Schlüter den Abbau von transfizierter 

LIMK1 durch Überexpression von RNF6 in Säugetierzellen zeigen, während die verwandte 

Ubiquitin-Ligase RLIM kaum dazu in der Lage ist (Schlüter, 2004). Ihre Ergebnisse bestäti-

gen den Befund, dass RNF6 die Polyubiquitinierung von LIMK1 vermittelt und damit 

LIMK1-Proteine für den Abbau durch das Proteasom markiert. LIMK1 ist somit ein Substrat 

der RING-Finger Ubiquitin-Ligase RNF6. 

 
 

III.2.9 RNF6 reguliert LIMK1-Proteinmengen in axonalen Wachstumskegeln 

 

Überexpression von GFP-RNF6 oder GFP-RNF6∆RING sowie die Verringerung von RNF6- 

Proteinmengen durch RNAi in hippocampalen Neuronen führt zu Längenänderungen der Pro- 

Abb.III.2.14. RNF6 vermittelt die Polyubiquitinierung von LIMK1 in vitro. LIMK1 wurde in vitro transla-

tiert und radioaktiv markiert. Das E2-Protein UbcH5 sowie RNF6 wurden bakteriell exprimiert und aufgereinigt.

E1-Enzym und die verschiedenen Ubiquitin-Moleküle sind kommerzieller Herkunft. Die Reaktionsansätze wur-

den mittels SDS-PAGE analysiert. Der Einsatz von Wild-Typ UbiquitinWT oder UbiquitinK48, das nur den Lysin-

rest an Position 48 enthält, führt zu polyubiquitinierten LIMK1-Proteinen (Sterne). Im Gegensatz dazu führt die 

Konjugation von UbiquitinK0 nur zu monoubiquitinierten LIMK1-Proteinen, die bei der SDS-PAGE nicht im 

hochmolekularen Bereich migrieren. Monoubiquitinierungen reichen somit nicht aus, um ähnlich hochmolekula-

re LIMK1-Proteine wie durch UbiquitinWT oder UbiquitinK48 zu ermöglichen. 
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jektionen (siehe Abschnitt III.2.3). Auch LIMK1 wurde bereits in verschiedenen Studien als 

ein regulierendes Element bezüglich des axonalen Wachstums beschrieben (Gungabisson & 

Bamburg, 2003; Rosso et al., 2004). Daher wurde in dieser Arbeit vermutet, dass die Beein-

flussung der axonalen Längen durch Änderung der RNF6-Proteinmengen ihre Ursache im 

Ubiquitin-Ligase / Substrat Verhältnis zwischen RNF6 und LIMK1 haben könnte. Es sollte 

zunächst untersucht werden, ob die Verminderung der RNF6-Proteinkonzentration durch 

RNAi gegen RNF6 bzw. ihre Erhöhung durch die Überxpression von GFP-RNF6 oder GFP-

RNF6∆RING einen Effekt auf die LIMK1-Proteinmengen in den Wachstumskegeln der Pro-

jektionen hat. Der Einfluss von LIMK1 auf das Wachstum der Axone beruht auf dessen Loka-

lisation und Aktivität in den axonalen Wachstumskegeln der Neuronen (Endo et al., 2003; 

Rosso et al., 2004).  

 
 

III.2.9.1 Änderung der LIMK1-Proteinmengen in Neuronen durch RNAi gegen RNF6 
 

Primärkulturen hippocampaler Neuronen wurden mit RNF6-siRNA bzw. mit Kontroll-siRNA 

transfiziert, um den Einfluss reduzierter RNF6-Proteinmengen auf die LIMK1-

Proteinkonzentration zu analysieren. Ein Teil der Kulturen wurde geerntet und lysiert, um die 

Proteinextrakte mittels Western-Blot-Detektion auf LIMK1-Proteinmengen zu untersuchen 

(Abb.III.2.15). Der übrige Teil wurde nach Fixierung der Zellen mit Hilfe von Antikörpern 

gegen LIMK1 und fluoreszens-markierten sekundären Antikörpern analysiert (Abb.III.2.16). 

Die Western-Blot-Analyse zeigt erhöhte LIMK1-Proteinmengen, wenn durch RNAi die en-

dogene RNF6-Proteinkonzentration in der Primärkultur hippocampaler Neuronen abnimmt 

(Abb.III.2.15). Gleichzeitig bleiben die Proteinmengen der RNF6-verwandten Ubiquitin-

Ligase RLIM durch die siRNA-Applikation unbeeinflusst und belegen dadurch die Spezifität 

der siRNA gegen RNF6. Immmunzytochemische Fluoreszens-Färbungen der siRNA-

transfizierten Primärkultur hippocampaler Neuronen bestätigen den Befund durch die Wes-

tern-Blot-Analyse. LIMK1-Proteine nehmen insbesondere in den Wachstumskegeln der Axo-

ne zu, wenn die endogenen Mengen an RNF6-Protein durch RNAi abnehmen (Abb.III.2.16).  

Die Verminderung der RNF6-Proteinkonzentrationen hat also in Zellen der Primärkultur Hip-

pocampaler Neuronen einen unmittelbaren Effekt auf die LIMK1-Proteinmengen. Die Zu-

nahme von LIMK1 in den Wachstumskegeln der Axone könnte der Grund für die Verlänge-

rung der Axone in den RNAi-Experimenten gegen RNF6 sein.  
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Abb.III.2.15. RNAi gegen RNF6 führt zu steigenden LIMK1-Proteinmengen in hippocampalen Neuronen. 

Primärkulturen hippocampaler Neuronen wurden 24 h nach Präparation mit siRNA gegen RNF6 bzw. Kontroll-

siRNA transfiziert. Nach 48 h wurde ein Teil der transfizierten Kulturen geerntet und lysiert. Die Lysate wurden 

nach SDS-PAGE mittels Western-Blot-Verfahren mit Antiserum gegen RNF6, LIMK1 sowie RLIM analysiert. 

Die Verringerung endogener RNF6-Proteinmengen führt zu einem signifikanten Anstieg von LIMK1 in den 

Proteinextrakten der Neurone. Der Nachweis der RLIM-Proteinmenge, welche unverändert bleibt, dient als 

Ladekontrolle.  

Abb.III.2.16 RNAi gegen RNF6 führt zu steigenden LIMK1-Proteinmengen in axonalen Wachstumskgeln 

hippocampaler Neuronen. Primärkulturen hippocampaler Neuronen wurden 24 h nach Präparation mit  siRNA 

gegen RNF6 bzw. Kontroll-siRNA transfiziert. Kotransfektion mit GFP-Plasmid-DNA dient der Visualisierung 

transfizierter Zellen. Nach 48 h wurden die transfizierten Kulturen geerntet und immuncytochemisch mit Meer-

schweinchen-Antiserum gegen RNF6 (rot) und Kaninchen-Antikörpern gegen LIMK1 (blau) gefärbt. Konfokal-

mikroskopische Aufnahmen zeigen, dass in axonalen Wachstumskegeln geringe RNF6-Proteinkonzentrationen 

höhere LIMK1-Proteinmengen begünstigen. Der Längenmaßstab beträgt 4 µM. 
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III.2.9.2 Expression von endogener LIMK1 und GFP-RNF6-Fusionsproteinen in  

    axonalen Wachstumskegeln   

 

Der Einfluss von ektopisch exprimierter GFP-RNF6 bzw. GFP-RNF6∆RING auf endogene 

LIMK1-Proteine in den axonalen Wachstumskegeln hippocampaler Neuronen wurde immun-

zytochemisch untersucht.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

GFP-RNF6 zeigt verglichen mit der endogenen LIMK1-Expression eine reziproke Verteilung 

in den Wachstumskegeln. Dies konnte zuvor bei endogenem RNF6 ebenfalls festgestellt wer-

Abb.III.2.17. GFP-RNF6-Proteine beeinflussen LIMK1-Proteinkonzentrationen in axonalen Wachstums-

kegeln. Primärkulturen hippocampaler Neuronen wurden 24 h nach Präparation mit GFP, GFP-RNF6 oder GFP-

RNF6∆RING transfiziert und nach weiteren 24 h fixiert. MG132-Behandlung erfolgte 3 h mit 25 µg/mL unmit-

telbar vor der Fixierung. Der grüne Kanal zeigt die Autofluoreszens der GFP-Fusionsproteine bzw. von GFP. 

Endogene LIMK1-Proteine wurden mit LIMK1-Antikörpern aus Kaninchen und Fluorophor-gekoppelten se-

kundären Antikörpern detektiert (rot). Die Aufnahmen des konfokalen Mikroskops zeigen axonale Wachstums-

kegel der transfizierten hippocampalen Neuronen. GFP-RNF6 zeigt nur nach MG132-Behandlung starke Über-

lagerung mit endogener LIMK1. GFP-RNF6∆RING führt zur Akkumulation endogener LIMK1-Proteine. Der 

Längenmaßstab beträgt 5 µM. 
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den (siehe Abb.III.2.12). Inhibition des Proteasoms durch MG132-Behandlung führt ähnlich 

wie im Falle von endogenem RNF6 auch hier zu einer stärkeren Überlagerung der GFP-

RNF6-Signale mit den Signalen endogener LIMK1-Proteine (Abb.III.2.17). Die Transfektion 

des GFP-RNF6∆RING, welches eine dominant-negative Eigenschaft bezüglich der Ubiquitin-

Ligase-Aktivität besitzt, führt zu einer Akkumulation endogener LIMK1-Proteine in den axo-

nalen Wachstumskegeln und zeigt starke Kolokalisation mit LIMK1 (Abb.III.2.17). GFP-

RNF6∆RING scheint den Abbau von LIMK1-Proteinen in den Wachstumskegeln der Axone 

zu unterdrücken, was ebenfalls ein Hinweis auf den durch die Ubiquitin-Ligase RNF6 vermit-

telten proteasomalen Abbau von LIMK1-Proteinen ist.   

 

 

 

III.2.10 Regulation der LIMK1-Proteinmengen durch RNF6 während der  
            Entwicklung axonaler Projektionen  
 

Bislang konnte gezeigt werden, dass RNF6 den proteasomalen Abbau von LIMK1 vermitteln 

und dadurch die Konzentration von LIMK1-Proteinen in den Wachstumskegeln der Axone 

kontrollieren kann. Es sollte der funktionelle Zusammenhang zwischen der Fähigkeit von 

RNF6 LIMK1 für den Abbau zu markieren und dem Axonwachstum hippocampaler Neuro-

nen untersucht werden. Sowohl die Überexpression von LIMK1 und RNF6 als auch die Ver-

minderung der endogenen RNF6- und LIMK1-Proteinkonzentrationen durch RNAi sollten 

verwendet werden, um eventuell inhibierende, kompensatorische oder verstärkende Effekte 

auf das Wachstum der Axone zu prüfen.  

 

 

III.2.10.1 Applikation von siRNA zur Reduzierung von LIMK1-Proteinmengen   
 

Um den Einfluss der Minderung von LIMK1-Proteinmengen auf das Axonwachstum untersu-

chen zu können, musste zunächst die Funktionalität der RNA-Oligonukleotide gegen LIMK1 

(LIMK1-siRNA) in der Primärkultur hippocampaler Neuronen getestet werden. Hippocampa-

le Neuronenkulturen wurden mit spezifischer siRNA gegen LIMK1 zusammen mit RNF6-

siRNA oder alleine transfiziert (Abb.III.2.18). Als entsprechende Kontrolle wurde ein Ge-

misch der beiden Kontroll-siRNA (gleicher GC-Gehalt wie LIMK1-siRNA oder RNF6-

siRNA jedoch aber nur ca. 70% Sequenzübereinstimmung) verwendet. Die Zellen der Primär- 
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kultur wurden 48 h nach Transfektion geerntet und lysiert. Mittels Western-Blot-Detektion 

mit LIMK1- und β-Tubulin-Antikörpern konnte gezeigt werden, dass LIMK1 in den Lysaten 

der mit LIMK1-siRNAi transfizierten Neuronen deutlich schwächer nachweisbar ist als in den 

Kontroll-siRNA behandelten Neuronen. Auch die Proteinextrakte der Primärkultur, die mit 

siRNAs gegen RNF6 und LIMK1 transfiziert wurde, enthalten im Vergleich zur Kontrolle 

weniger LIMK1-Proteine. Hier ist die etwas höhere LIMK1-Menge auf die gleichzeitige Re-

duktion der RNF6-Proteinmenge zurückführbar. Dahingegen ist, wie bereits in Abschnitt  

III.2.8 gezeigt werden konnte, LIMK1 in den Proteinextrakten aus Zellen, die mit RNF6-

siRNA behandelt wurden, stärker nachweisbar. Die Detektion der gleichen Nitrocellulose-

membran mit RNF6-Antiserum bestätigt die Verminderung der RNF6-Konzentration durch 

siRNA in den entsprechenden Proteinextrakten (Abb.III.2.18). Somit eignete sich auch die 

spezifische siRNA gegen LIMK1, um Effekte auf axonale Projektionen hippocampaler Neu-

rone durch die Erniedrigung der LIMK1-Proteinkonzentration zu untersuchen.  
 

Abb.III.2.18. LIMK1-Proteinmenge in hippocampalen Neuronen kann durch spezifische siRNA deutlich 

reduziert werden. Primärkulturen hippocampaler Neuronen wurden 24 h nach Präparation mit LIMK1-siRNA, 

RNF6-siRNA sowie mit einer Mischung beider siRNAs oder Kontroll-siRNA transfiziert. Die Kontroll-siRNA 

weist zur entsprechenden Zielsequenz den gleichen GC-Gehalt mit jedoch lediglich 70% Sequenzübereinstim-

mung auf. Beide Kontroll-siRNAs bezüglich RNF6 und LIMK1 wurden gemeinsam als Gemisch transfiziert. 48 

h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet und lysiert. Die Lysate wurden mittels Western-Blot-Analyse

mit LIMK1- und β-Tubulin-Antikörpern detektiert. Dieselbe Membran wurde anschließend mit RNF6-

Antiserum detektiert. Der Nachweis von β-Tubulin-Proteinmengen dient als Lade-Kontrolle. 
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III.2.10.2 Messung der Axonlängen nach Transfektion mit siRNA und Plasmid-DNA 

 

Die Längen der Axone von hippocamplaen Neuronen sollten in Abhängigkeit von der Ver-

minderung der RNF6- und LIMK-Proteinmengen untersucht werden. Dafür wurden die  Pro-

teinkonzentrationen in den Neuronen beider Proteine sowohl in getrennten Ansätzen als auch 

gemeinsam in einem Ansatz durch RNAi verringert. So wurden Hippocampale Neuronen un-

ter anderem mit einem Gemisch von siRNA-Oligonukleotiden gegen RNF6 und LIMK1     

(20 pmol von RNF6-siRNA und 20 pmol LIMK-siRNA pro 2 cm2 Kultur) transfiziert. Das 

entsprechende Kontroll-Experiment wurde daher ebenfalls mit einem Gemisch von je 20 pmol 

passender Kontroll-siRNA bezüglich RNF6 (KontrRNF6siRNA) und LIMK1 

(KontrLIMK1siRNA) durchgeführt. Für RNAi nur gegen LIMK1 oder RNF6 alleine wurden 

jeweils 20 pmol spezifische siRNA mit 20 pmol Kontroll-siRNA verwendet. Komplementär 

zu den RNAi-Experimenten sollten auch die Einflüsse erhöhter Proteinmengen von LIMK1 

und RNF6 auf die axonalen Projektionen hippocampaler Neurone untersucht werden. Hierfür 

wurden Expressions-Plasmide, die für die Fusionsproteine GFP-LIMK1 und Myc-RNF6 ko-

dieren, transient in die Neurone transfiziert. Die beiden unterschiedlichen Epitop-

Markierungen dienten dem spezifischen Nachweis beider Fusionsproteine, da auch die 

Kotransfektion mit beiden Plasmiden zusammen (GFP-LIMK1 und Myc-RNF6) durchgeführt 

wurde. So konnten auch eventuelle kompensatorische Effekte auf die Axonlängen durch die 

gleichzeitige Überexpression von RNF6 und LIMK1 untersucht werden. Als Kontroll-

Experiment wurde die Kotransfektion der beiden Ausgangs-Plasmide GFP-C3 (GFP) und 

pCS2-Myc (Myc) verwendet.  

Die verschiedenen Transfektionen der Hippocampus-Neuronen in Primärkultur erfolgten stets 

24 h nach Präparation der Neurone. Weitere 24 h später wurden die transfizierten Kulturen 

fixiert und immunzytochemisch mit Antikörpern gegen das axonale Marker-Protein Tau ge-

färbt. Mit Myc- bzw. Myc-RNF6-Plasmid-DNA transfizierte Neurone wurden zusätzlich auch 

mit Antikörpern gegen das Myc-Epitop immunzytochemisch gefärbt. In Abbildung III.2.19 

sind Aufnahmen repräsentativer Neuronen mit Hilfe des konfokalen Mikroskops dargestellt. 

Für jede Transfektions-Kombination wurden die Axonlängen aus drei unabhängigen Experi-

menten bestimmt (Messwerte siehe Anhang V.1.2-1.5). In der Abbildung III.2.20 sind anhand 

von Säulendiagrammen die Mittelwerte der Axonlängen von drei unabhängigen Experimenten
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Abb.III.2.19 Repräsentative Neuronen 24 h nach Transfektion. Primärkulturen hippocampaler Neuronen 

wurden 24 h nach Präparation mit siRNA (A) oder Plasmid-DNA (B) transfiziert. 24 h nach Transfektion wur-

den die Zellen fixiert und immunzytochemisch mit Fluorophor-gekoppelten Antikörpern untersucht. Der Län-

genmaßstab beträgt 10 µM in (A) und (B) 

A 

B 
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dargestellt. Wie bereits in Abschnitt III.2.3.1 gezeigt wurde, bewirkt RNAi gegen RNF6 ver-

glichen mit dem Kontroll-Experiment längere Axone transfizierter Neurone. Dagegen sind die 

Axone der Neurone, deren LIMK1-Proteinmengen durch RNAi reduziert wurden, auffallend 

kürzer.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

Ein Zusammenhang zwischen RNF6 und LIMK1 wird auch deutlich, wenn durch RNAi die 

Proteinmengen beider gesenkt werden. So kann die Verlängerung der Axone durch siRNA 

gegen RNF6 unterbunden werden, wenn gleichzeitig die LIMK1-Proteinkonzentration durch 

RNAi reduziert wird. Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass die Effekte durch siRNA 

Abb.III.2.20 Axonlängen transfizierter Neurone 24 h nach Transfektion. Primäre hippocampale Neuronen-

wurden 24 h kultiviert und anschließend mit siRNA oder Plasmid-DNA transfiziert. Die Säulendiagramme stel-

len die Mittelwerte der Axonlängen (± Standardabweichung) aus drei unabhängigen Experimenten dar. Durch 

RNAi gegen RNF6 werden im Vergleich zur Kontrolle längere Axone verursacht, wohingegen RNAi gegen 

LIMK1 zu einer Verkürzung führt. Die Verlängerung der Axone durch RNAi gegen RNF6 ist nur in Anwesen-

heit von LIMK1 möglich, da gleichzeitiges Vermindern von RNF6- und LIMK1-Proteinmengen keinen Verlän-

gerungseffekt hat. Die Expression von GFP-LIMK1 hat ebenfalls, ähnlich wie die Verminderung der RNF6-

Proteinkonzentration, eine Verlängerung zur Folge. Myc-RNF6 dahingegen verursacht verkürzte Axone, was 

der Verkürzung durch RNAi gegen LIMK1 ähnelt. Werden GFP-LIMK1 und Myc-RNF6 gemeinsam in Neuro-

ne transfiziert, so scheinen sich verkürzende und verlängernde Effekte aufzuheben. 

 µ
m
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gegen RNF6 auf den Proteinmengen der LIMK1 beruhen. Ähnlich zu den Neuronen, deren 

RNF6-Proteinmengen durch RNAi gesenkt wurden, zeigen Neurone mit erhöhter LIMK1-

Proteinkonzentration durch die Expression von GFP-LIMK1 verlängerte Axone. Dahingegen 

verursacht die Expression von Myc-RNF6 eine Verkürzung der Axone, wie sie durch RNAi 

gegen LIMK1 ebenfalls beobachtet werden kann. Werden die beiden Plasmide GFP-LIMK1 

und Myc-RNF6 kotransfiziert, so scheinen sich die Effekte beider Proteine gegenseitig aufzu-

heben. Diese Kompensation bezüglich der Axonlängen verdeutlicht den Zusammenhang von 

LIMK1 und RNF6 bei der Entwicklung neuronaler Axone (Abb.III.2.20). Die beschriebenen 

Längenverhältnisse sind in den immunzytochemischen Färbungen repräsentativer Neurone 

nachvollziehbar (Abb.III.2.19). 

Die Rolle von LIMK1 während des Axonwachstums wurde bereits in verschiedenen Studien 

durch die Überexpression von LIMK1-Proteinen beschrieben (Gungabisson & Bamburg, 

2003; Rosso et al., 2004). Im Gegensatz zu den Effekten in der frühen Entwicklung der Axo-

ne konnte auch gezeigt werden, dass die Erhöhung von LIMK1-Proteinkonzentrationen über 

einen längeren Zeitraum zu einer Inhibition des weiteren axonalen Wachstums der Neurone 

führt. Aufgrund dieser Information sollten die Axonlängen transfizierter Neurone in einer 

Zeitreihe, die auch Inkubationszeiten länger als 24 h beinhaltet, gemessen werden. Hierfür 

wurden 24 h nach Präparation der hippocampalen Neurone die gleichen Transfektionen so-

wohl mit siRNA als auch mit Plasmid-DNA durchgeführt, wie sie bereits weiter oben be-

schrieben wurden. Die Neurone wurden dann 12 h, 48 h und 72 h nach Transfektion fixiert 

und immunzytochemisch aufgearbeitet. Die durchschnittlichen Längen der Axone pro Expe-

riment sowie der Mittelwert aus den jeweiligen drei Experimenten sind in den Tabellen     

III.2.3.A / B zusammengefasst. In der Abbildung III.2.21 sind die Ergebnisse graphisch dar-

gestellt (Messwerte siehe Anhang V.1.2-1.5).  

Bereits 12 h nach Transfektion können durch RNAi gegen RNF6 (Mittelwert: 92,8±36,1 µm) 

verlängerte Axone im Vergleich zur Kontroll-siRNA (65,8±27,4 µm) beobachtet werden. Eine 

ähnlich starke Verlängerung der Neuriten um ca. 40% lässt sich auch bei der Expression von 

GFP-LIMK1 (85,5 ±27,94 µm) beobachten. Kontroll-Neuronen, die mit GFP + Myc oder Kon-

troll-siRNA transfiziert wurden, zeigen Axonlängen, die einander entsprechen (65,4±30,6 µm). 

Gemeinsam mit GFP-LIMK1 transfiziertes Myc-RNF6 verursacht auch zum Zeitpunkt 12 h 

nach Transfektion kaum Längenunterschiede der Axone (68,7±18,6 µm). Dahingegen führen 

siRNA gegen LIMK1 (44,0±20,1 µm) oder die Überexpression von Myc-RNF6 (38,0±14,6 µm) 

zu ca. 30% kürzeren Neuriten als bei den Kontroll-Experimenten. So können bereits nach    
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12 h tendenziell die gleichen Effekte auf Axonlängen beobachtet werden, wie sie schon für 

den Zeitpunkt 24 h nach Transfektion beschrieben wurden.  

Insgesamt 48 h nach der Transfektion kann eine interessante Änderung des axonalen Wachs-

tums bei GFP-LIMK1 oder RNF6-siRNA transfizierten Neuronen beobachtet werden. Ihre

  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb.III.2.21 Graphische Darstellungen der Axonlängen transfizierter Neuronen. Die Graphiken A und B

wurden anhand der Mittelwerte von Axonlängen aus den Tabellen III.2.A und III.2.B erstellt. Sie dienen zur 

Veranschaulichung der Entwicklung von Axonlängen über den Zeitraum von 12 – 72 h nach Transfektion der 

hippocampalen Neuronen mit siRNA (A) oder Plasmid-DNA (B). Überexpression von GFP-LIMK1 und RNAi 

gegen RNF6 führen nach einer Inkubationszeit, die länger als 24 h ist, zur Inhibition des axonalen Wachstums. 

Dahingegen scheinen inhibitorsiche Effekte der Expression von Myc-RNF6 und RNAi gegen LIMK1 schwächer 

zu werden. 

A 

B 
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Tab.III.2.3.A / B. Messungen der Axonlängen hippocampaler Neuronen in Abhängigkeit vom Zeitpunkt 

nach Transfektion mit siRNA oder GFP- und Myc-Konstrukten. (A) Primärkulturen hippocampaler Neuro-

nen wurden 24 h nach Präparation mit siRNA gegen LIMK1 und/oder gegen RNF6 sowie Kontroll-siRNA 

transfiziert. Es wurde stets das GFP-C3-Plasmid als Transfektionskontrolle kotransfiziert. Jeder Transfektion-

sansatz enthielt 40 pmol siRNA wobei je 20 pmol siRNA gegen LIMK1 und/oder RNF6 bzw. Kontroll-siRNA 

(KontrLIMK1 oder KontrRNF6) je nach Kombination entfielen. (B) Hippocampale Neuronen wurden 24 h nach 

Präparation mit GFP-C3 (kodiert nur das GFP-Protein) bzw. GFP-LIMK1 zusammen mit Plasmid-DNA, die nur 

für das Myc-Epitop kodiert, oder mit Myc-RNF6 transfiziert. Die Neurone in (A) und (B) wurden nach 12, 24, 

48 oder 72 h fixiert und immunzytochemisch mit Tau-Antikörpern und in (B) zusätzlich mit Antikörpern gegen 

das Myc-Epitop gefärbt. Die Werte der unteren Reihen geben die gemessenen durchschnittlichen Längen (± 

Standardabweichung) der Axone transfizierter Neurone in den drei Experimenten wieder. Der durch Fettdruck

hervorgehobene Wert ist der Mittelwert (± Mittelwert der Standardabweichungen) aus den drei Messungen. Die 

Gesamtzahl aller gemessenen Neuronen ist mit „n“ angegeben. 

A 

B 
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Axonlängen bleiben im Mittel deutlich unter 200 µm während die Axone in den Kontroll-

Experimenten eine Länge von durchschnittlich 250 µm erreichen (Tab.III.2.3. und 

Abb.III.2.21). Lediglich der kompensatorische Effekt bezüglich der Axonlängen durch die 

Koexpression von GFP-LIMK1 und Myc-RNF6 ist auch nach 48 h feststellbar.  

Insgesamt 72 h nach Transfektion ist die Stagnation des Axonwachstums bei GFP-LIMK1 + 

Myc oder RNF6-siRNA transfizierten Neuronen besonders offensichtlich. Die Axone dieser 

Neurone sind nur noch mit einer Rate von 2,1 µm/h bzw. 2,4 µm/h gewachsen, so dass ledig-

lich Längen zwischen 200 µm und 250 µm erreicht werden. Dagegen beträgt die Wachstums-

rate der Axone in den Kontroll-Experimenten 13,2 µm/h bzw. 12,0 µm/h, wodurch sie im 

mittel Längen von über 500 µm erreichen (Tab.III.2.3. und Abb.III.2.20). Indessen scheinen 

die hemmenden Wirkungen bezüglich des Axon-Wachstums von Myc-RNF6 und siRNA ge-

gen LIMK1 mit zunehmender Dauer schwächer zu werden. Verglichen mit den nach 48 h 

fixierten Zellen der gleichen Transfektionen beträgt die Wachstumsrate zum Zeitpunkt 72 h in 

beiden Fällen ca. 8 µm/h. Dadurch weisen sie nach 72 h mit 292,9±82,6 µm bzw. 259,7±93,1 µm 

längere Axone auf als die mit GFP-LIMK + Myc (201,0±82,6 µm) oder RNF6-siRNA 

(238,0±62,3 µm) transfizierten Neurone (Abb.III.2.20). Der kompensatorische Effekt der 

Koexpression von GFP-LIMK1 und My-RNF6 hält weitestgehend auch nach 72 h an und 

ermöglicht eine Axonwachstumsrate von 12,1 µm/h, das im Mittel zu einer Axonlänge von 

485,0±149,7 µm führt.  

Um die Relevanz der gemessenen Unterschiede in den Durchschnittswerten der Axonlängen 

statistisch zu überprüfen, wurde für alle Messreihen der t-Test durchgeführt. Dafür wurden 

die Messergebnisse der einzelnen Experimente stets mit denen des Kontroll-Experiments 

(KontrRNF6siRNA + KontrLIMK1siRNA oder GFP-C3 + Myc) der entsprechenden Messreihe 

gepaart und der jeweilige p-Wert ermittelt. In den Tabellen III.2.4.A / B sind die p-Werte der 

t-Tests aufgelistet. Für fast alle Messreihen ergaben sich p-Werte, die stets unter 0,05 liegen. 

In diesen Fällen sind die gemessenen Längenunterschiede der Axone signifikant. Lediglich 

die Messreihen der Kotransfektion von GFP-LIMK1 mit Myc-RNF6 liefern stets p-Werte 

über 0,05 (TabIII.2.4.B). In diesem Fall bestätigen die p-Werte des t-Tests, dass die verur-

sachten Axonlängen durch die gemeinsame Überexpression von GFP-LIMK1 und Myc-RNF6 

sich unwesentlich von den Längen der Axone in den Kontroll-Experimenten unterscheiden. 

Somit kann auch statistisch bestätigt werden, dass es bei der Kotransfektion von RNF6 und 

LIMK1 zu einer Kompensation kommt, die den funktionalen Zusammenhang zwischen den 

beiden Proteinen bezüglich der Entwicklung der neuronalen Axone untermauert.  
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Zusammengefasst zeigen die Messergebnisse der Axonlängen von transfizierten hippocampa-

len Neuronen, dass RNF6 eine wichtige Rolle in der Regulation der LIMK1-Proteinmengen 

hat. In der frühen Phase der Entwicklung der Axone führt die Senkung von RNF6-

Proteinmengen durch RNAi, wie auch die Erhöhung der LIMK1-Proteinkonzentration durch 

Expression des Fusionsproteins GFP-LIMK1, zu verlängerten Axonen der Neurone. Der Ef-

fekt auf die Axone durch die Verwendung von siRNA gegen RNF6 ist auf eine Zunahme der 

LIMK1-Proteinmengen zurückführbar. Jedoch verursacht in den hippocampalen Neuronen 

sowohl die Expression von GFP-LIMK1 als auch die Verringerung der RNF6-

Tab.III.2.4 A / B. Die Messreihen der Axonlängen wurden dem t-Test unterzogen, um die Signifikanz von 

gemessen Längenunterschieden zu beurteilen. Jede Messreihe einer Transfektion wurde stets mit der Mess-

reihe der Kontroll-Transfektion gepaart und der p-Werts des t-Tests bestimmt. In der Tabelle (A) sind die Resul-

tate der RNAi-Messreihen aufgelistet. Die Tabelle (B) enthält die p-Werte der Messreihen für die Plasmid-

DNA-Transfektionen. Ein p-Wert kleiner als 0,05 gibt an, dass der gemessene axonale Längenunterschiede 

zwischen transfizierten Neuronen und Neuronen des Kontroll-Experiments signifikant ist und nicht auf Zufall 

beruht. Je kleiner der p-Wert ist, desto größer ist die Wahrscheinlichkeit, dass die gemessenen Unterschiede in 

den Axonlängen signifikant sind.  

A 

B 
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Proteinkonzentration durch RNAi über einen längeren Zeitraum einen Umkehreffekt. Die 

Wachstumsraten der Axone stagnieren, was letztendlich verglichen mit Kontroll-Neuronen in 

kürzeren axonalen Projektionen resultiert. Werden aber GFP-LIMK1 und Myc-RNF6 kotrans-

fiziert, so kompensieren sich die Effekte beider Proteine, wodurch sich die Axone unabhängig 

vom Entwicklungsstadium mit einer ähnlichen Wachstumsrate wie bei Kontroll-Neuronen 

entwickeln. Somit steht die Fähigkeit von RNF6, die LIMK1-Proteinmengen in Neuronen 

durch Vermittlung des proteasomalen Abbaus zu regulieren, in einem engen Zusammenhang 

mit der Entwicklung der Axone. 

 
 

III.2.10.3 Einfluss von RNF6 auf das Aktin-Zytoskelett in Wachstumskegeln 

 

Es konnte gezeigt werden, dass LIMK1 das Axon-Wachstum durch die Reorganisation des 

Aktin-Zytoskeletts in den Wachstumskegeln der Axone beeinflusst (Gungabisson & Bam-

burg, 2003). LIM-Kinasen können generell die Aktin-depolymerisierenden Faktoren 

ADF/Cofilin phosphorylieren und dadurch deren Aktivität inhibieren. Die Inhibition von 

ADF/Cofilin durch LIMK-Proteine führt zu einer Akkumulation von Aktin-Filamenten (F-

Aktin) (Arber et al., 1998; Yang et al., 1998; Endo et al., 2003). Zusätzlich ist bekannt, dass 

die Motilität der Wachstumskegel und somit das Wachstum der Axone vom Gleichgewicht 

zwischen Aktin-Polymerisierung und -Depolymerisierung abhängt (Bradke & Dottti 1999; 

Gungabisson & Bamburg, 2003). Daher sollte die Auswirkung der modifizierten RNF6-

Proteinmengen auf das Aktin-Zytoskelett im Wachstumskegel untersucht werden. 

In Abbildung III.2.22 A und B sind die Aufnahmen repräsentativer Neuronen dargestellt, die 

48 h nach Transfektion fixiert und immunzytochemisch mit Fluorophor-gekoppelten Antikör-

pern behandelt wurden. Die Axone wurden durch die Färbung mit dem Tau-Antikörper mar-

kiert. Die Neurone wurden zusätzlich mit Fluorophor-gekoppeltem Phalloidin, das eine spezi-

fische Affinität für F-Aktin besitzt, behandelt. 48 h nach Transfektion tritt bei ca. 30% der 

Neurone, welche mit GFP-LIMK1 und lediglich Myc transfiziert sind, eine deutliche Vergrö-

ßerung der Wachstumskegel ein. Diese Vergrößerungen gehen mit einer starken Akkumu- 

lation von Aktin-Filamenten (F-Aktin) einher (Abb.III.2.21 A und B). Ein ähnliches Phäno-

men kann auch bei hippocampalen Neuronen, deren RNF6-Proteinmengen durch RNAi ver-

ringert wurden, beobachtet werden (Abb.III.2.22 C und D). Auch hier treten vergrößerte 

Wachstumskegel, die eine Akkumulation von F-Aktin aufweisen, mit einer Häufigkeit von ca.  
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Abb.III.2.22 Repräsentative Neuronen 48 h nach Transfektion. Primärkulturen hippocampaler Neuronen 

wurden 24 h nach Präparation mit siRNA (A) oder Plasmid-DNA (C) transfiziert. 48 h nach Transfektion wur-

den die Zellen fixiert und immunzytochemisch mit Fluorophor-gekoppelten Antikörpern bzw. Phalloidin unter-

sucht. (B) und (D) zeigen die Vergrößerungen der Wachstumskegeln aus entsprechenden Transfektionen. Der 

Längenmaßstab beträgt 10 µM in (A) und (C) sowie 2 µM in (B) und (D).

D

A 

C 
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30% auf. Ähnliche morphologischen Änderungen des Wachstumskegel konnten in allen ande-

ren Transfektions-Varianten lediglich in weniger als 5% der transfizierten Neurone beobach-

tet werden. So könnte die verstärkte Anhäufung von F-Aktin in den Wachstumskegeln eine 

mögliche Ursache für die stagnierende Wachstumsrate der axonalen Projektionen sein, wenn 

in den Neuronen für längere Zeit die LIMK1-Proteinmengen erhöht sind. 
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IV. Diskussion  
 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die RING-Finger Ubiquitin-Ligase RLIM bei 

der frühen Entwicklung des Neuralrohres in Mausembryonen eine Rolle spielen könnte. 

Ferner wurde das RING-Finger-Protein RNF6, das eine enge Verwandtschaft zu RLIM 

aufweist, auf mögliche Funktionen in der Zelle untersucht. 

 

IV.1 Regulation von CLIM durch RLIM im Neuralrohr der Mausembryonen 

 

Die immunhistochemischen Untersuchungen der Vibratomschnitte von Mausembryonen 

ergaben ein sehr ähnliches Expressionsmuster für die Ubiquitin-Ligase RLIM und seine 

Substrat-Proteine CLIM. Die Kolokalisation beider Proteine in allen RLIM- bzw. CLIM-

exprimierenden Zellen im ventralen Bereich des Neuralrohres von E13-13,5 Mäusen war 

überraschend, da RLIM als Ubiquitin-Ligase CLIM-Proteine für den proteasomalen Abbau 

markiert (Ostendorff et al., 2002). Die Koexistenz der beiden Proteine könnte ein Hinweis 

darauf sein, dass der RLIM-vermittelte Abbau von CLIM einer Regulation unterliegt. Solche 

Regulationen können sowohl auf der Ebene der Ubiquitin-Ligase als auch auf der des 

Substrat-Proteins stattfinden. Ein Beispiel dafür ist der proteasomale Abbau des NF-κB 

(Nuclear Factor kappa B) Inhibitors I-κB (Inhibitor of NF-κB), der durch die 

posttranslationale Modifikation des Substrates reguliert wird. Zytokine wie Interleukin-1 oder 

TNFα (Tumor-Nekrose-Faktor alpha) führen über einen speziellen Signalweg zur 

Aktivierung der I-κB-Kinase, die daraufhin I-κB phosphoryliert. Phosphorylierte I-κB-

Proteine werden durch den E3-Enzym-Komplex SCFβTrCP erkannt und für den proteasomalen 

Abbau ubiquitiniert (Chen, 2005). Ein weiteres Beispiel ist die Ubiquitinierung des 

Tumorsuppressorproteins p53 durch die RING-Finger Ubiquitin-Ligase Mdm2 (murine 

double-minute protein 2) (Fang et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass die 

Phosphorylierung von Mdm2 an mehreren Aminosäure-Resten zu einer Abnahme der 

Ubiquitin-Ligase-Aktivität führt und dadurch in einer Stabilisierung von p53 resultiert (Fang 

et al., 2000; Meek & Knippschild, 2003). In unserem Labor konnte mein Kollege Steve 

Johnson in seiner laufenden Studie zeigen, dass auch RLIM in vivo an verschiedenen 

Aminosäure-Positionen phosphoryliert wird (Daten nicht gezeigt). Bislang konnte die 

Konsequenz dieser posttranslationalen Modifikation noch nicht geklärt werden. Es ist jedoch 

denkbar, dass der Phosphorylierungszustand von RLIM die Ubiquitin-Ligase-Aktivität 
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beeinflusst. Da sich einige der phosphorylierten Aminosäuren innerhalb der NLS (Nuclear 

Localization Signal) befinden (Daten nicht gezeigt), besteht auch die Möglichkeit, dass die 

Lokalisation von RLIM reguliert wird. So wäre die Relokalisation von RLIM weg von den 

CLIM-Proteinen ebenfalls ein möglicher Mechanismus, um den Abbau der CLIM-Proteine 

durch RLIM zu regulieren. Eine weitere Erklärungsmöglichkeit für die Koexistenz von RLIM 

und CLIM in einer Zelle wird in der Studie von Hiratani und Kollegen vorgeschlagen. Sie 

vermuten, dass die CLIM-Proteine stabilisiert werden, wenn sie einen Komplex mit den LIM-

Homöodomänen-Transkriptionsfaktoren (LIM-HDs) bilden (Hiratani et al., 2003). So wäre 

RLIM durch die Regulation der Konzentration von CLIM-Proteinen für korrekte 

Mengenverhältnisse zwischen CLIM-Kofaktoren und LIM-HD-Proteinen verantwortlich. 

Eine Regulation der CLIM-Proteinkonzentration ist in der Tat sehr wichtig, da die Änderung 

der verfügbaren Menge von CLIM-Kofaktoren zu Defekten in der Entwicklung führen kann. 

In Drosophila wurde gezeigt, dass die Störung des Gleichgewichts zwischen dem LIM-HD 

Apterous, dem Kofaktor CHIP (CLIM-Homolog in Drosophila) und dem LIM-only (LMO) 

Protein Beadex schwerwiegende Defekte in der Flügelentwicklung verursacht. Beadex 

konkurriert mit Apterous um die Bindung von CHIP-Proteinen und entzieht dadurch dem 

LIM-HD-Protein die Kofaktoren. Da die Expression von Beadex durch Apterous stimuliert 

wird, handelt es sich dabei um eine negative Rückkopplung, bei der einerseits die Aktivität 

von Apterous gehemmt wird und andererseits Apterous-Proteine verstärkt durch das 

Proteasom abgebaut werden (Milan et al., 1998; Milan & Cohen, 1999; Kadrmas & Beckerle, 

2004). In Drosophila konnte bislang kein RLIM-Homolog gefunden werden. Das Fehlen 

einer Ubiquitin-Ligase, die den Abbau von CHIP vermittelt, könnte durch den beschriebenen 

Mechanismus der negativen Rückkopplung ausgeglichen werden. Da in Säugetieren sowohl 

RLIM als auch LMOs vorhanden sind, könnte dies zur Unterstützung der Ansicht 

herangezogen werden, dass in der Evolution komplexer Lebewesen zusätzliche 

Regulationsmechanismen entwickelt wurden. 

In den Neuronen des Neuralrohres von Mausembryonen ist die Verfügbarkeit der CLIM-

Kofaktoren im Zusammenhang mit dem so genannten LIM-code für die Differenzierung von 

Motoneuronen wichtig. Es hat sich gezeigt, dass die Bildung des Hexamers 

2xIsl1+2xCLIM+2xLhx3 für die korrekte Differenzierung von bestimmten Motoneuronen 

ausschlaggebend ist. Dieser Komplex kommt durch die Verdrängung der Lhx3-Proteine von 

den CLIM-Dimeren zustande, die auf einer höheren Affinität des LIM-HD-Proteins Isl1 für 

CLIM-Proteine beruht. Gleichzeitig besitzt Isl1 an seinem N-Terminus eine 

Interaktionsdomäne für Lhx3 (Thaler et al., 2002). Eine zu hohe Menge an CLIM-Proteinen 
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aber könnte die Formation dieses Hexamers stören. Die Lhx3-Proteine hätten die Möglichkeit, 

anstelle der Bindung an den Isl1-CLIM-Komplex selbst mit überschüssigen CLIM-Dimeren 

zu interagieren und dadurch die Differenzierung der Neurone zu beeinträchtigen. Wie in 

dieser Dissertations-Arbeit gezeigt werden konnte, kolokalisiert RLIM in Zellen des 

Neuralrohres sowohl mit CLIM als auch mit Lhx3. Eine Kolokalisation von RLIM mit 

weiteren LIM-HD-Proteinen wie z.B. Isl1 in Zellen des Neuralrohres von Mausembryonen 

zeigten die Untersuchungen meiner Kollegin Heather Ostendorff (Ostendorff et al., 2005; 

eingereicht). Diese Feststellungen bekräftigen die Hinweise für eine Funktion von RLIM als 

Regulator der CLIM-Proteinmengen im Zusammenhang mit der Aktivität von LIM-HD-

Proteinen.  

RLIM und CLIM zeigen während der Entwicklung des Neuralrohres von Mausembryonen ein 

dynamisches Expressionsprofil. Im Neuralrohr von E15-15,5 Embryonen konnten RLIM und 

CLIM nur in geringen Mengen nachgewiesen werden. Auch Lhx3 zeigt eine ähnliche 

Dynamik, wobei bereits zum Zeitpunkt E14-14,5 keine Lhx3-Proteine mehr im Neuralrohr 

nachweisbar waren. Die Verringerung der LIM-HD-Expression im Neuralrohr während der 

Entwicklung könnte eine Erklärung für die darauf folgende Abnahme der Proteinmengen von 

RLIM und CLIM sein. Bleibt die Komplexbildung mit LIM-HD-Transkriptionsfaktoren aus, 

werden CLIM-Proteine einem verstärkten RLIM-vermittelten Abbau ausgesetzt. Gleichzeitig 

wäre RLIM aufgrund seiner Autoubiquitinierungs-Aktivität in der Lage, den eigenen Abbau 

zu vermitteln, sobald keine weiteren Substrat-Proteine mehr verfügbar sind. So könnte die 

dynamische Expression von LIM-HDs im Neuralrohr die nachgeschaltete Abnahme der 

Proteinmengen von CLIM und anschließend RLIM durch den proteasomalen Abbau zur Folge 

haben. Die Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dass die Ubiquitin-Ligase RLIM an der 

frühen Entwicklung des Säugetier-Neuralrohres im Zusammenhang mit dem LIM-HD-

Proteinnetzwerk beteiligt ist. Diese Funktion scheint für Säugetiere lebenswichtig zu sein, da 

die Embryonen der Mausmutanten, die kein RLIM exprimieren können, vor ihrer Geburt 

sterben (Bossenz, 2004). Welche Defekte während der frühen Entwicklung der Mäuse das 

Fehlen von RLIM verursacht, wird zur Zeit in unserer Arbeitsgruppe näher untersucht. 

 

 

IV.2 Expression von RNF6  
 

RNF6 ist eine RING-Finger Ubiquitin-Ligase, die eine enge Verwandtschaft mit RLIM 

aufweist. Diese wird durch die hochkonservierte Aminosäuresequenz beider Proteine mit 
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einer Identität von über 80 Prozent deutlich. Das Expressionsmuster beider Proteine ist im 

ventralen Teil des Neuralrohres von E13-13,5 Mausembryonen äußerst ähnlich. Dies lässt 

vermuten, dass beide E3-Enzyme in den gleichen Zellen exprimiert werden und somit die 

Möglichkeit einer gegenseitigen Regulation bestehen könnte. Einen Hinweis auf diese 

Möglichkeit lieferten die Ergebnisse meiner Kollegin Anne Schlüter (Schlüter, 2004), die in 

ihrer Doktorarbeit eine in vitro Ubiquitinierung von RING-Finger-deletiertem RNF6 durch 

RLIM zeigen konnte. Ob es zu dieser Ubiquitinierung auch in Zellen kommt und in welchem 

Zusammenhang sie stattfinden könnte ist bislang noch nicht geklärt.  

Die Vergrößerung der Expressionsbereiche im Neuralrohr zeigt, dass RNF6 ein vorwiegend 

zytoplasmatisch lokalisiertes Protein ist, während RLIM hauptsächlich in den Zellkernen 

lokalisiert. Mein Kollege Marvin Peters konnte in seiner Arbeit zeigen, dass RLIM und RNF6 

jeweils zwei Aminosäuresequenzen aufweisen, die funktionelle Signale für eine Kern-

Lokalisation (NLS = nuclear localization signal) und Zytoplasma-Lokalisation (NES = 

nuclear export signal) darstellen (Peters, 2004). Es stellte sich heraus, dass das NLS von 

RNF6 im Vergleich zur NLS von RLIM wesentlich schwächer ist, während das RNF6-NES 

stärker als das von RLIM ist. Diese Untersuchungen lieferten nicht nur eine Erklärung für die 

Lokalisation von RLIM und RNF6 im Zellkern bzw. Zytoplasma, sondern auch für 

Beobachtungen sowohl in unserem Labor als auch in Studien anderer Gruppen. RLIM und 

RNF6 können in kultivierten Säugetierzellen in geringen Mengen auch im jeweils anderen 

Zellkompartiment nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt; Lopez et al., 2002). Als 

Ursache für diese Beobachtung könnte eine Regulation durch posttranslationale 

Modifikationen wie z.B. Phosphorylierung, Ubiquitinierung oder Sumolierung in Frage 

kommen, die die Wirkung dieser Signalsequenzen verändern könnten (Shcherbik & Haines, 

2004; Gill, 2004; Tamanini et al., 2005; Riley et al., 2005). So wäre es z.B. möglich, dass die 

durch bestimmte Signale vermittelte Inaktivierung der NES von RNF6 zu einer partiellen 

Lokalisation im Zellkern führt. Lopez und Kollegen konnten anhand der Kolokalisation mit 

PML (promyelocytic leukemia) und Daxx zeigen, dass nukleär lokalisiertes RNF6 mit so 

genannten PML-bodies im Nukleus assoziiert sein kann. Daxx ist ein Repressor der 

Glukocortikoid-Rezeptor-vermittelten Transkriptionsaktivierung. Sumolierte PML-Proteine 

rekrutieren Daxx zu den PML-bodies, so dass die Repressor-Aktivität unterdrückt wird 

(Muller et al., 1998; Lin et al., 2003). Ob der Assoziation von RNF6 mit PML-bodies ein 

ähnlicher Mechanismus zugrunde liegt und welche Funktion diese Assoziation hat, ist bislang 

noch nicht bekannt. Es wäre jedoch denkbar, dass auch RNF6 durch die Assoziation mit den 
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PML-bodies von einer Bindung an z.B. LIM-Domänen abgehalten und somit eine mögliche 

Funktion unterdrückt wird.  

Auf den Vibratomschnitten der E13-13,5 Mausembryonen konnte RNF6 sehr deutlich in den 

axonalen Projektionen der ventralen Motoneurone des Neuralrohres sowie in dorsalen 

Spinalganglien nachgewiesen werden. Da zum Zeitpunkt E13-13,5 die Entwicklung der 

Projektionen noch nicht abgeschlossen ist, wies diese Beobachtung auf eine Rolle für RNF6 

bei der Entwicklung von Neuronen hin. Dieser Hinweis wurde dadurch bekräftigt, dass RNF6 

auch in den Axonen und Wachstumskegeln von kultivierten Hippocampus-Neuronen 

nachgewiesen werden konnte.  

 

 

IV.3 RNF6 interagiert mit LIMK1 und vermittelt dessen Polyubiquitinierung  
 

Meine Kollegin Anne Schlüter konnte in ihrer Doktorarbeit eine in vitro Interaktion von 

RNF6 und LIMK1 nachweisen. Des weiteren war es ihr möglich die in vitro Ubiquitinierung 

von LIMK1 durch RNF6 zu zeigen. LIM-Kinase 1 reguliert als Effektor des Rho-/Rac- 

Signalweges die Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts in axonalen Wachstumskegeln und 

übt dadurch einen Einfluss auf das Wachstum der Axone aus (Endo et al., 2003, Gungabisson 

& Bamburg, 2003; Rosso et al., 2004; Foletta et al., 2004).  

In meiner Studie zeigte der Vergleich der LIMK1- und RNF6-Expressionsmuster auf 

Vibratomschnitten von E13-13,5 Mausembryonen eine sehr ähnliches Bild. Beide sind in den 

gleichen ventralen Bereichen des Neuralrohres exprimiert sowie in den axonalen Projektionen 

aus dem Neuralrohr und den Spinalganglien. Die Hinweise auf einen funktionellen 

Zusammenhang zwischen RNF6 und LIMK1 konnten in meiner Arbeit unter anderem durch 

Interaktions-Experimente bekräftigt werden. Die Koimmunopräzipitation von LIMK1 und 

RNF6 aus Proteinextrakten hippocampaler Neuronen-Kulturen wies auf eine Interaktion der 

beiden Proteine in Neuronen hin. Es konnte zudem gezeigt werden, dass die Ubiquitinierung 

von LIMK1 durch RNF6 eine Polyubiquitinierung darstellt, bei der die Ubiquitin-Moleküle 

über das Lysin 48 (K48) verknüpft sind. Diese Feststellung war wichtig, da z.B. die 

Monoubiquitinierung eines Proteins nicht zu einem Abbau durch das Proteasom führt. Auch 

eine Polyubiquitinierung muss nicht den proteasomalen Abbau zur Folge haben, da die 

Verknüpfung der Ubiquitin-Moleküle anhand der Lysine 6, 11, 27, 33 oder 63 nicht zu einem 

Abbau führt. Die Polyubiquitinierung von Proteinen, bei der die Ubiquitine über das K63 

miteinander verbunden sind, scheint in einem Zusammenhang mit diversen Prozessen, wie 
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Endozytose, Stressantwort und DNA-Reparatur zu stehen (Soetens et al., 2001; Spence et al., 

1995). Neben der Verknüpfung über K48 scheint auch eine Verkettung der Ubiquitine anhand 

von K29 die Degradation des ubiquitinierten Proteins durch das Proteasom zu bewirken. 

Allerdings ist dieser Prozess weniger gut charakterisiert und spielt vermutlich beim Abbau 

von Ubiquitin-Fusionsproteinen eine Rolle (Spence et al., 1995; Johnson et al., 1995, Koegl 

et al., 1999).  

In den Kopräzipitations-Experimenten mit transfizierten Cos7-Zellen konnte auch eine 

schwache Präzipitation von HA-LIMK durch Myc-RLIM∆RING detektiert werden. Diese 

Beobachtung kann darauf zurückgeführt werden, dass einerseits RLIM, wenn auch 

geringfügig, im Zytoplasma vorkommt und andererseits LIMK1 auch in den Zellkern 

lokalisieren kann (Yang & Mizuno, 1999; Roovers et al., 2003; Peters, 2004; Daten nicht 

gezeigt). LIM-Kinasen enthalten in der Kinase-Domäne eine NLS sowie zwei NES in der 

PDZ-Domäne (Yang & Mizuno, 1999). Unter welchen Umständen LIMK1 in den Zellkern 

translokiert, ist jedoch bislang nicht geklärt. Im Nukleus ist LIMK1 für die Repression der 

Rac/Cdc42-abhängigen CyclinD1-Expression verantwortlich, die bei der Regulation des 

Zellzyklus eine wichtige Rolle spielt (Roovers et al., 2003). Ob RNF6 durch die partielle 

Lokalisation im Zellkern oder eventuell RLIM eine Rolle bei dieser Funktion von LIMK1 

spielt, ist bislang nicht bekannt. 

 

 

IV.4 Kolokalisation von RNF6 und LIMK1 in axonalen Wachstumskegeln 

 
In hippocampalen Primär-Neuronen konnte RNF6 deutlich in den Wachstumskegeln der 

Axone nachgewiesen werden. Die Expression von LIMK1 in den Wachstumskegeln war 

bereits in anderen Studien beschrieben worden (Endo et al., 2003, Gungabisson & Bamburg, 

2003; Rosso et al., 2004; Foletta et al., 2004). Von den Wachstumskegeln hängt das 

Wachstum der Axone ganz entscheidend ab. Daher galt ihnen das Hauptaugenmerk bei den 

immunzytochemischen Untersuchungen mit Fluorophor-gekoppelten Antikörpern. In den 

Wachstumskegeln der hippocampalen Neurone konnten lediglich kleine Bereiche der 

Kolokalisation von RNF6 und LIMK1 festgestellt werden. Infolge der Feststellung, dass 

LIMK1-Proteinmengen in den Neuronen durch das Proteasom reguliert werden, wurde 

geprüft, ob die Inhibition des Proteasoms einen Einfluss auf die Kolokalisation von RNF6 und 

LIMK1 in den Wachstumskegeln haben kann. In der Tat verursachte die Inhibition des 

Proteasoms eine starke Zunahme der Kolokalisation von RNF6 und LIMK1 in den 
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Wachstumskegeln. Diese Beobachtung führte zu der Schlussfolgerung, dass die Proteasom-

Aktivität für das Expressionsmuster von LIMK1 und RNF6 in den Wachstumskegeln der 

unbehandelten Neurone mitverantwortlich ist. Entsprechende Beobachtungen zu den 

Kolokalisationen der endogenen Proteine konnten auch mit den ektopisch exprimierten 

Fusionsproteinen GFP-RNF6 gemacht werden. Die Überexpression des dominant-negativen 

RING-Finger-deletierten GFP-RNF6∆RING führte in den Wachstumskegeln zu ähnlichen 

Effekten wie die Inhibition des Proteasoms. GFP-RNF6∆RING zeigte eine starke 

Kolokalisierung mit endogener LIMK1 und führte zum Anstieg der LIMK1-Proteinmengen. 

Letzteres lieferte damit einen deutlichen Hinweis auf die Funktion von RNF6 als Ubiquitin-

Ligase beim proteasomalen Abbau der LIMK1. Die Deletion des RING-Fingers hat zur Folge, 

dass die Ubiquitin-Ligase zwar an das Substrat-Protein binden kann, die Fähigkeit zur 

Ubiquitinierung aber nicht mehr vorhanden ist. Die Überexpression eines solchen Proteins 

führt zur Verdrängung der endogenen Wild-Typ Ubiquitin-Ligase, wodurch der Abbau des 

Substrat-Proteins unterdrückt wird. Die Zunahme der LIMK1-Proteinmengen durch GFP-

RNF6∆RING beruht auf solch einem Effekt und ist dadurch ein Zeichen dafür, dass RNF6 

den proteasomalen Abbau der LIMK1-Proteine in den Wachstumskegeln vermittelt. 

 

 

 

IV.5 RNF6 reguliert LIMK1-Proteinmengen in axonalen Wachstumskegeln     

         während der Entwicklung der Axone 

 
Dass es einen Zusammenhang zwischen Proteindegradation und der Dynamik axonaler 

Wachstumskegel geben kann, konnte schon in einer Studie mit isolierten Wachstumskegeln 

aus der Xenopus-Retina gezeigt werden (Campbell & Holt, 2001). In ihnen konnten E1-

Enzym, Ubiquitin und Proteasome nachgewiesen werden. Entscheidend war die Beobachtung, 

dass eine Verdopplung der ubiquitinierten Proteinmengen stattfindet, wenn die 

Wachstumskegel mit Signalfaktoren behandelt wurden, die eine Richtungsänderung 

induzieren. Überdies führte die Inhibition des Proteasoms zu einer starken Beeinträchtigung 

der Reaktionsfähigkeit von retinalen Wachstumskegeln auf solche richtungweisenden 

Signalstoffe (Campbell & Holt, 2001, Mann et al., 2003). Die Dynamik des Aktin-

Zytoskeletts in den Wachstumskegeln ist entscheidend für die ständigen Richtungswechsel 

der Axone und damit auch für deren Wachstum. Für diese Prozesse muss eine schnelle 

Polymerisierung und Depolymerisierung von Bestandteilen des Aktin-Zytoskeletts 
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gewährleistet sein. Axone wechseln die Richtung ihres Wachstums, wenn auf einer Seite des 

Wachstumskegels Signale eingehen, die die Polymersisierung bzw. Depolymerisierung der 

Filamente des Aktin-Zytoskeletts beeinflussen. Es gibt Signale, die entweder direkt auf die 

Bestandteile des Aktin-Zytoskeletts wirken oder ihre Wirkung über die Aktivierung des Rho-

/Rac-/Cdc42-Signalweges entfalten (Dickson, 2001). Dieser Signalweg führt zu einer 

Aktivierung von LIMK1 mittels Phosphorylierung durch die Kinasen ROCK oder PAK. 

Infolgedessen werden aktin-depolymerisierende Faktoren wie z.B. Cofilin gehemmt 

(Gungabisson & Bamburg, 2003; Foletta et al., 2004). In jüngster Zeit konnte gezeigt werden, 

dass LIMK1 auch eine Rolle bei der Depolymerisierung von Mikrotubuli spielen könnte 

(Gorovoy et al., 2005). So scheint LIMK1 ein zentrales Element bei der Regulation der 

Wachstumskegel-Dynamik anhand der Reorganisation des Zytoskeletts zu sein. LIMK1 

selber wird durch Phosphorylierung aktiviert und kann durch die Phosphatase slingshot (Ssh) 

wieder deaktiviert werden (Soosairajah et al., 2005). Somit stellen Phosphorylierung und 

Dephosphorylierung Mechanismen zur Regulation der LIMK1-Aktivität dar. Die Ergebnisse 

dieser Dissertations-Arbeit weisen nun auf einen weiteren Mechanismus hin, der auf der 

RNF6-vermittelten Degradation von LIMK1-Proteinen beruht. Diese Regulation der LIMK1-

Proteinmengen durch RNF6 spielt bei der Entwicklung neuronaler Axone eine wichtige Rolle, 

was in dieser Studie anhand von Primärkulturen hippocampaler Neurone gezeigt werden 

konnte.  

Kultivierte hippocampale Neurone beginnen ca. 12 Std. nach Anheftung der Zellen an die 

Kulturschale mit der Bildung von so genannten Neuriten. Es handelt sich bei ihnen um 

primäre Auswüchse, die an ihren Enden einen Wachstumskegel aufweisen. Einer der Neuriten 

wird innerhalb der darauf folgenden 24 Std. durch beschleunigtes Wachstum zum Axon, 

während die übrigen Neuriten eines Neurons sich zu Dendriten entwickeln (siehe Einleitung 

Abb.II.9). Welches der Neuriten zum Axon wird, scheint durch Signale reguliert zu werden, 

die zur Erhöhung der Aktin-Zytoskelett-Dynamik eines Wachstumskegels führen. Am Ende 

dieses Prozesses, der auch als Polarisation des Neurons bezeichnet wird, ist ein Auswuchs 

entstanden, der das Axon darstellt. (Bradtke & Dotti, 1999; Andersen & Bi, 2000; Bradtke & 

Dotti, 2000; da Silva & Dotti, 2002; Dickson 2003; Govek et al., 2005). Rosso und Kollegen 

konnten zeigen, dass LIMK1 ein wichtiger Faktor bei der Ausbildung der Axone von 

hippocampalen Neuronen ist (Rosso et al., 2004). In Übereinstimmung damit konnte ich in 

meiner Studie zeigen, dass die Erhöhung der LIMK1-Proteinkonzentration entweder durch 

Überexpression von LIMK1 oder durch RNAi gegen RNF6 während der frühen Stadien 2 bis 

3 (Abb.IV.1) zu einem stärkeren Auswachsen der Neuriten führt. Diese Auswüchse wiesen 
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einen axonalen Charakter auf, da sie für Tau, einem Marker-Protein für Axone (Binder et al., 

1985), positiv waren. Dagegen hatte die Verminderung der LIMK1-Proteinmengen mittels 

RNAi gegen LIMK1 oder durch die Überexpression von RNF6 eine Hemmung der Axon-

Entwicklung zur Folge. Die funktionale Verbindung zwischen RNF6 und LIMK1 wurde 

mitunter dadurch deutlich, dass diese Effekte auf das Axon-Wachstum kompensiert werden 

konnten. So wirkte die Überexpression von RNF6 einer Erhöhung der LIMK1-Proteinmengen 

entgegen und die Stimulierung des Axon-Wachstums durch RNAi gegen RNF6 unterblieb, 

wenn gleichzeitig auch LIMK1-Proteinmengen durch RNAi vermindert wurden. In Analogie 

zu diesen Ergebnissen verursachte die Unterdrückung der RNF6-Aktivität durch 

Überexpression des dominant-negativen Fusionsproteins GFP-RNF6∆RING ebenfalls ein 

schnelleres Axon-Wachstum während der frühen Entwicklungsstadien. Aufgrund der 

Erkenntnisse, die aus den Untersuchungen der Kolokalisation von endogener LIMK1 mit 

GFP-RNF6∆RING in den Wachstumskegeln gewonnen wurden, kann dieser Effekt auf den 

Anstieg von LIMK1-Proteinmengen zurückgeführt werden.  

Aus der Studie von Rosso und Kollegen ging hervor, dass die langfristige Überexpression von 

LIMK1 das Wachstum der Axone in den späteren Stadien der Entwicklung von kultivierten 

hippocampalen Neuronen hemmt. Dies führten Sie auf starke Zunahme von Aktin-Filamenten 

(F-Aktin) in den Wachstumskegeln zurück (Rosso et al., 2004). Auch diese Beobachtungen 

konnten in meiner Studie bestätigt werden. So führte die Erhöhung der LIMK1-

Proteinmengen entweder durch Überexpression von GFP-LIMK1 oder durch RNAi gegen 

RNF6 zur Stagnation des Axon-Wachstums, wenn die Neurone nach der Transfektion 48 h 

lang inkubiert wurden. Die immunzytochemische Analyse dieser Neuronen ergab, dass die 

Erhöhung der LIMK1-Proteinkonzentration zu erheblich vergrößerten Wachstumskegeln der 

Axone mit einer Häufigkeit von ca. 30% führt. Diese Vergrößerung wurde von einer starken 

Zunahme des F-Aktins in den Wachstumskegeln begleitet. In mobilen Wachstumskegeln 

kommt es aber in der Regel nicht zu einer Akkumulation von F-Aktin (Bradke & Dottti, 

1999). Im Normalfall führt der Zyklus von Phosphorylierung und Dephosphorylierung der 

Aktin-depolymerisierenden Faktoren ADF/Cofilin, die dadurch inaktiviert bzw. aktiviert 

werden, zu einer konstanten Rate von Aktin-Polymerisierung und -Depolymerisierung. Dieser 

Prozess, an dem LIMK1 und die Phosphatase Slingshot (Ssh) beteiligt sind, ist eine 

grundlegende Voraussetzung für die Mobilität der axonalen Wachstumskegel (Niwa et al., 

2002; Gungabisson & Bamburg, 2003; Soosairajah et al., 2005). In diesem Zusammenhang 

konnte in einer anderen Studie gezeigt werden, dass Lamellopodien von kultivierten Maus-

Fibroblasten schneller wachsen, wenn durch die Behandlung mit EGF (epidermal growth 
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factor) der Rho-/Rac-Signalweg aktiviert wird. Ursache dafür ist eine erhöhte Aktin-

Dynamik, wobei aber der Grad der Phosphorylierung von ADF/Cofilin konstant bleibt. 

Vielmehr scheint eine Erhöhung der Rate, mit der die Phosphorylierung und 

Dephosphorylierung von ADF/Cofilin sich abwechseln, entscheidend für die erhöhte 

Dynamik zu sein. Dabei wird eine erhöhte Phosphorylierungsrate ausgeglichen, indem 

gleichzeitig die Phosphatase-Aktivität von Ssh erhöht wird (Merberg et al., 1998; 

Gungabisson & Bamburg, 2003). Soosairajah und Kollegen konnten zeigen, dass die 

Zunahme von F-Aktin die Ssh-Aktivität stimuliert. Ssh kann dann sowohl LIM-Kinasen als 

auch ADF/Cofilin dephosphorylieren, wodurch die Depolymerisierung von F-Aktin induziert 

wird (Soosairajah et al., 2005). In hippocampalen Neuronen ist anzunehmen, dass eine 

Erhöhung der LIMK1-Proteinmengen zum Zeitpunkt des Axon-Auswuchses die Umsatzrate 

der Phosphorylierung und Dephosphorylierung von ADF/Cofilin steigert. Das wiederum 

verleiht dem Aktin-Zytoskelett eine höhere Dynamik, wodurch der Wachstumskegel des noch 

jungen Axons eine schnellere Mobilität erlangt. Hohe Mengen an LIMK1-Proteinen scheinen 

aber zum späteren Zeitpunkt negativ auf die Dynamik des Aktin-Zytoskeletts zu wirken, was 

anhand der F-Aktin-Anhäufung ersichtlich ist. Dies führt zu einer Stagnation bis hin zum 

Stillstand des Axon-Wachstums. Die Akkumulation von F-Aktin im Wachstumskegel könnte 

ihre Ursache in der Zunahme der Phosphorylierung von ADF/Cofilin haben, die 

höchstwahrscheinlich aus einer Verschiebung des Gleichgewicht zwischen Phosphorylierung 

und Dephosphorylierung resultiert. Warum hohe LIMK1-Proteinmengen in den älteren 

hippocampalen Neuronen diese Verschiebung verursachen könnten, ist anhand der Ergebnisse 

dieser Arbeit nicht erklärbar. Vermutlich reicht die Aktivität der Ssh-Phosphatase nicht aus, 

um über einen längeren Zeitraum für ein Gleichgewicht zwischen Phosphorylierung und 

Dephosphorylierung von ADF/Cofilin zu sorgen, wenn gleichzeitig eine hohe Menge an 

LIMK1 vorhanden ist. Nicht auszuschließen ist hierbei auch die Möglichkeit, dass die 

Aktivität von Ssh in älteren Neuronen generell, trotz einer artifiziellen Zunahme von F-Aktin, 

aktiv runterreguliert wird.  

Die Wachstums-Hemmung der Axone durch Langzeit-Überexpression von GFP-LIMK1 

konnte durch Kotransfektion mit Myc-RNF6 aufgehoben werden. Eine gleichzeitige 

Erhöhung der RNF6-Proteinmenge scheint also die erhöhte Proteinkonzentration von LIMK1 

auf ein Niveau herabzuregulieren, wodurch ein weitestgehend unbeeinträchtigtes Wachstum 

der Axone ermöglicht wird. Interessanterweise konnte auch beobachtet werden, dass der 

inhibitorische Effekt durch RNAi gegen LIMK1, der während des frühen Axon-Auswuchses 

noch deutlich zum Ausdruck kommen konnte, mit zunehmendem Alter der Neurone 
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schwächer wird. Dies war nicht auf eine Abnahme des RNAi-Effektes zurückführbar, 

wodurch LIMK1-Proteinmengen wieder steigen würden. Die Western-Blot-Analyse der 

Proteinextrakte aus älteren Stadien der Primärkulturen, die mit siRNA transfiziert waren, hatte 

eine anhaltende signifikante Reduzierung der entsprechenden Proteinmengen ergeben. 

Übereinstimmend mit dieser Beobachtung war, dass auch die Hemmung des Axon-

Wachstums durch die Erhöhung der RNF6-Proteinmengen abnimmt, wenn die Neurone älter 

werden. Da die Expression von Myc-RNF6 in den älteren Stadien der Neurone noch deutlich 

nachgewiesen werden konnte, beruhte dieses Phänomen nicht auf einer reduzierten 

Expression des Fusionsproteins. Vielmehr muss angenommen werden, dass die in beiden 

Fällen verminderte Konzentration der LIMK1-Proteine in älteren Neuronen andere 

Auswirkungen haben. Die niedrigeren LIMK1-Proteinmengen scheinen dem Bedarf zu 

entsprechen, der für ein optimales Wachstum der Axone in den älteren Stadien benötigt wird. 

Die Annahme einer verminderten Ssh-Aktivität in den älteren Neuronen fügt sich in dieses 

Erklärungsmodell ohne weiteres ein, denn der geringere Bedarf an LIMK1-Proteinen in den 

älteren Neuronen würde zusammen mit einer verminderten Aktivität der Ssh-Phosphatase den 

Erhalt des Gleichgewichts zwischen phosphorylierten und dephosphorylierten Faktoren 

ADF/Cofilin gewährleisten. Dadurch könnte das Aktin-Zytoskelett der Wachstumskegel in 

einem dynamischen Zustand gehalten werden und ein fortwährendes Wachstum der Axone 

ermöglichen. Gleichzeitig könnten die inzwischen längeren Axone sensitiver und schneller 

auf schwache Signale reagieren. Lediglich kleine Veränderungen der Aktivität von LIMK1 

oder Ssh wären nötig, um z.B. einen Richtungswechsel oder auch eine Arretierung des 

Wachstumskegels für die Bildung von Synapsen zu induzieren. Zukünftige Untersuchungen 

bezüglich der Phosphatase-Aktivität von Ssh und der Phosphorylierungs-Zustände von 

ADF/Cofilin vor dem Hintergrund veränderter LIMK1-Proteinmengen durch RNF6 oder 

durch RNAi sollten zeigen, ob dieses Erklärungsmodell zutreffen kann. Die Regulation der 

LIMK1-Proteinmengen durch RNF6 scheint beim Axon-Wachstum der Neurone insbesondere 

während des frühen Auswuchses essentiell zu sein. So scheint neben der Phosphorylierung 

bzw. Dephosphorylierung von LIMK1 auch der RNF6-vermittelte Abbau einen 

regulatorischen Mechanismus darzustellen, um eine optimale Dynamik des Aktin-Zytoskeletts 

von Wachstumskegeln für die Entwicklung der Axone zu garantieren. Anhand der gewonnen 

Erkenntnisse über die Funktion von RNF6 bei der Regulation der LIMK1-Proteinmengen 

wurde in Abbildung IV.1 ein Modell erstellt, das die bislang bekannten Regulations-

Mechanismen der LIMK1-Aktivität zusammenfasst. Über Mechanismen zur Regulation der 

Ubiquitin-Ligase-Aktivität von RNF6 bezüglich des Abbaus von LIMK1 kann derzeit nur 
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spekuliert werden. Im Rahmen meiner Untersuchungen von RNF6 konnte ich durch das Hefe-

2-Hybrid (Yeast Two Hybrid) Verfahren, deren Ergebnisse in dieser Arbeit aus Platzgründen 

nicht enthalten sind, potentielle neue Interaktoren identifizieren. Für das Aktin-bindende 

Protein Alpha-Aktinin2 wurden mehrere unterschiedliche Klone gefunden, die in der Hefe 

eine Interaktion mit RNF6 zeigen. Diese Interaktion konnte inzwischen durch biochemische 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

Experimente bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). Untersuchungen zur Ermittlung der 

Funktion dieser Interaktion von RNF6 mit Alpha-Aktinin2 werden derzeit in unserem Labor 

durchgeführt. Die Mitglieder der Alpha-Aktinin-Familie binden und vernetzen F-Aktin, 

Abb.IV.1 Regulation von LIMK1.  Die Kinasen ROCK und PAK sind Effektoren des Signalweges der 

kleinen GTPasen Rho und Rac. Die aktivierten Kinasen phosphorylieren LIMK1, die dadurch ebenfalls 

aktiviert wird. Aktive LIMK1 phosphoryliert den aktin-depolymerisierenden Faktor Cofilin, wodurch dieser 

nicht mehr die Depolymerisierung von F-Aktin zu G-Aktin katalysieren kann. Eine Akkumulation von F-

Aktin stimuliert die Phosphatase Slingshot (SSH), die dadurch LIMK1 und Cofilin dephosphoryliert und 

damit Cofilin reaktiviert. Neben der Regulation von LIMK1 durch Phosphorylierung bzw. 

Dephosphorylierung konnte in dieser Arbeit ein weiterer Mechanismus der LIMK1-Regulation gezeigt 

werden. Die Regulation der LIMK1-Proteinkonzentration durch die RING-Finger Ubiquitin-Ligase RNF6 

stellt eine weitere Möglichkeit dar, um die Aktivität der LIMK1 zu regulieren.
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wodurch so genannte stress fiber entstehen (Byers & Fujiwara, 1982; Bretscher & Lynch, 

1985; Pavalko & Burridge, 1991). Die Entstehung von stress fiber ist ein Zeichen für die 

Zunahme von F-Aktin und dadurch auch für die Verringerung der Dynamik des Aktin-

Zytoskeletts (Hasebe-Kishi & Shimada, 2000; Coghill et al., 2003). So kann spekuliert 

werden, dass, ähnlich wie im Fall der Phosphatase Slingshot (Ssh), eine Akkumulation von F-

Aktin auch die RNF6-Aktivität durch die lokale Zunahme von Alpha-Aktinin2 beeinflussen 

kann. Eine Verstärkung des Abbaus von LIMK1 durch RNF6 könnte dann zusammen mit der 

LIMK1-Deaktivierung durch Ssh der Anhäufung von F-Aktin entgegenwirken. Andererseits 

wäre auch denkbar, dass die Interaktion von RNF6 mit Alpha-Aktinin die Ubiquitin-Ligase-

Aktivität hemmt, um das Aktin-Zytoskelett zu stabilisieren. Dies wäre zum Beispiel 

notwendig, wenn es zur Bildung der Synapsen kommt. Ob diese oder ähnliche Möglichkeiten 

einer Regulation von RNF6 bestehen, wird gegenwärtig in unserem Labor geprüft.  

Es gibt Untersuchungen, aus deren Ergebnissen hervorgeht, dass die Regulation der LIMK1-

Proteinmengen durch RNF6 eine generelle Funktion in verschiedenen Zellen haben kann. In 

unserem Labor konnte der Abbau von LIMK1 auch in Zelltypen wie HeLa, HEK293T und 

Cos7 nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Darüber hinaus zeigten Transfektionen von 

HeLa-Zellen mit siRNA gegen RNF6 Effekte, die auf einen weiteren Zusammenhang von 

RNF6 und den LIM-Kinasen hinweisen. Es konnte unter anderem eine veränderte Adhäsions-

Fähigkeit der Zellen beobachtet werden, die durch Beeinträchtigung des Aktin-Zytoskeletts an 

den focal adhesions herrühren könnte (Daten nicht gezeigt). Die focal adhesions sind für die 

Zelladhäsion äußerst wichtig. Es konnte gezeigt werden, dass in Maus-Fibroblasten LIMK1 in 

solchen focal adhesions lokalisiert ist. Daher wird vermutet, dass LIMK1 zusammen mit 

anderen LIM-Domänen-Proteinen eine wichtige Rolle bei der Reorganisation des Aktin-

Zytoskeletts an den focal adhesions spielt. (Toshima et al., 2001; Foletta et al., 2004). So 

könnte RNF6 durch den Abbau von LIM-Kinasen auch in den focal adhesions eine Funktion 

bei der Regulation des Aktin-Zytoskeletts haben.     

 
 
 

IV.6 LIMK1 und RNF6 sind in menschliche Krankheiten involviert 
 

Die Regulation von LIMK1 ist hinsichtlich verschiedener zellulärer Funktionen von großer 

Wichtigkeit. Eine überhöhte oder zu niedrige LIMK1-Aktivität kann schwerwiegende Folgen 

für die betroffenen Zellen haben. Die Deletion des LIMK1-Gens in Mausmutanten führte zu 

einer abnormen Morphologie der Dendritenfortsätze von Neuronen. Es handelt sich dabei um 
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Strukturen, die durch das Aktin-Zytoskelett stabilisiert werden, und auf denen es zur Bildung 

von Synapsen kommt. Diese LIMK1-Mausmutanten wiesen zudem eine erhöhte Langzeit-

Potenzierung (LTP = longterm potentiation) auf, wodurch bestimmte Verschaltungen von 

Neuronen länger erhalten bleiben. Es wird vermutet, dass die Erhöhung des LTP auf einer 

veränderten synaptischen Plastizität beruht, da die Regulation des Aktin-Zytoskeletts in den 

Bereichen der Synapsen beeinträchtigt ist (Meng et al., 2002; Hoogenraad et al,. 2004). Diese 

Beobachtungen könnten eine Erklärung für die Ursache des Williams Syndroms liefern. 

Patienten mit dieser Krankheit leiden unter anderem an mentaler Retardation bzw. schweren 

neurokognitiven Defekten und dem daraus resultierendem abnormalen Sozialverhalten. Da 

alle Individuen mit dem Williams Syndrom hemizygot für LIMK1 sind, scheinen verringerte 

LIMK1-Proteinmengen nur eine ungenügende Regulation des Aktin-Zytoskeletts zu 

ermöglichen, wodurch es zu den beschriebenen Defekten kommen kann (Hoogenraad et al,. 

2004; Meyer-Lindenberg et al., 2005). Interessanterweise konnte in der elektronen-

mikroskopischen Abteilung unseres Hauses gezeigt werden, dass RNF6 verstärkt auch in den 

Synapsen von älteren hippocampalen Neuronen exprimiert wird (Daten nicht gezeigt). 

Zusammen mit den Erkenntnissen aus den LIMK1-Mausmutanten weist diese Beobachtung 

auf eine Regulation von LIMK1-Proteinmengen durch RNF6 auch in Dendriten und Synapsen 

hin. 

LIMK1 scheint auch an der Entstehung von Krebserkrankungen beteiligt zu sein. Die 

Erhöhung der LIMK1-Proteinkonzentration durch die Überexpression von LIMK1 führte in 

Brust- oder Prostata-Krebszellen zu einem Anstieg der Invasivität dieser Zellen (Davila et al., 

2003; Yoshioka et al., 2003). Der Grund dafür könnte ein Anstieg der Motilität der 

Krebszellen sein, wie es schon für T-Zellen durch die Erhöhung der LIMK1-Aktivität 

nachgewiesen werden konnte (Nishata et al., 2002). In diesem Zusammenhang ist es 

interessant, dass RNF6 als ein mögliches Tumorsupressor-Protein beschrieben wurde (Lo et 

al., 2002). Lo und Kollegen konnten zeigen, dass RNF6 in Speiseröhren-Karzinomen 

(esophagal squamous cell carcinoma) häufig mutiert ist. Mutierte RNF6-Proteine könnten 

unter Umständen keine adäquate Regulation der LIMK1-Proteinmengen vermitteln. Da aber 

die meisten Krankheiten im Zusammenhang mit LIMK1 auf einer Alteration der 

Proteinmengen von LIMK1 beruhen, ist es möglich, dass eine fehlerhafte Ubiquitin-Ligase-

Aktvität von RNF6 zu zellulären Defekten führen kann. Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, 

dass noch andere E3-Enzyme an der Regulation von LIMK1-Proteinmengen beteiligt sind. 

Ein Bespiel für die Ubiquitinierung eines Substrates durch verschiedene E3-Enzyme ist β-

catenin. Bei β-catenin handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der den Wnt-Signalweg 
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aktiviert und sowohl membran-gebunden als auch löslich im Zytoplasma und Nukleus 

vorkommt (Bienz & Clevers, 2000). Je nach Lokalisation wird er durch die Ubiquitin-Ligasen 

SCFβTrCp, Ebi-E3 oder Hakai für den proteasomalen Abbau markiert (Liu et al., 2001; 

Matsuzawa & Reed, 2001; Polakis, 2002; Wu et al., 2003). Für LIMK1 könnte RLIM als eine 

alternative Ubiquitin-Ligase in Frage kommen, da LIMK1 partiell in den Nukleus lokalisieren 

kann und beide Proteine in den Koimmunpräzipitationen eine schwache Interaktion 

aufweisen. Es konnte auch eine in vitro Ubiquitinierung von LIMK1 durch RLIM 

nachgewiesen werden, die physiologische Relevanz dieser Reaktion ist aber bislang 

ungeklärt, da RLIM in Säugetierzellen keinen signifikanten Abbau von LIMK1 vermitteln 

kann (Schlüter, 2004). Ob neben RNF6 noch weitere E3-Enzyme den proteasomalen Abbau 

von LIMK1 vermitteln können, ist somit derzeit ungeklärt. 

Ein verbessertes Verständnis der Mechanismen zur Regulation der Aktivitäten von LIM-

Kinasen und RNF6 sowie der regulatorischen Prozesse, in die beide sowohl gemeinsam als 

auch unabhängig voneinander involviert sind, könnte zur Klärung der Entstehung von 

gewissen menschlichen Krankheiten und bestimmten Tumor-Arten einen wichtigen Beitrag 

leisten. Die gewonnen Erkenntnisse könnten für die Entwicklung von Therapien und 

Behandlungsmöglichkeiten in Bezug auf die entsprechenden Krankheiten eine wichtige 

Grundlage darstellen.  

 

 

IV.7 Ubiquitin-Ligasen können verschiedene Substrat-Proteine ubiquitinieren  
 

Ubiquitin-Ligasen können in der Regel verschiedene Proteine als Substrate ubiquitinieren 

(Bach & Ostendorff, 2003). RLIM kann neben den CLIM-Proteinen auch HDAC2 und LMO-

Proteine ubiquitinieren (Ostendorff et al., 2002; Kramer et al., 2003; Hiratani et al., 2003). 

Für RNF6 konnten bislang nur LIM-Kinasen als Substrat-Proteine identifiziert werden, die für 

den proteasomalen Abbau durch Ubiquitinierung markiert werden. Es ist jedoch anzunehmen, 

dass auch RNF6 in der Lage ist, weitere Proteine zu ubiquitinieren. Mit Hilfe des Hefe-2-

Hybrid-Systems (yeast-two-hybrid) konnten im Rahmen meiner Untersuchungen von RNF6 

neue potentielle Interaktionspartner identifiziert werden. Diese und weitere Kandidaten 

werden zur Zeit in unserem Labor hinsichtlich einer möglichen Eigenschaft als neues 

Substrat-Protein für RNF6 geprüft. Zudem ist es nicht ausgeschlossen, dass RLIM und RNF6 

entweder als Heterodimer oder durch eine konzertierte Aktivität bislang noch unbekannte 

Substrate ubiquitinieren können. Dies wäre möglich, da beide Proteine, wenn auch partiell, 
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sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern lokalisiert sein können und eine Interaktion 

beider Proteine in unserem Labor gezeigt werden konnte (Schlüter, 2004; Peters, 2004). Ein 

Beispiel für solche Zusammenspiele sind unter anderem die beiden RING-Finger Proteine 

BARD1 und BRCA1, die im engen Zusammenhang mit der Entstehung von Brustkrebs 

stehen (Miki et al., 1994). Sie bilden einen Heterodimer, wodurch BRCA1 in den Nukleus 

lokalisieren kann und gleichzeitig die E3-Aktivität von BRCA1 verändert wird (Hashizume et 

al., 2001; Ruffner et al., 2001; Fabro et al., 2002). In anderen Fällen kann erst die konzertierte 

Aktivität zweier Ubiquitin-Ligasen zu der Polyubiquitinierung eines Substrat-Proteins führen. 

Bei diesem Phänomen ist meist eines der beiden Enzyme für die Verlängerung der Ubiquitin-

Kette verantwortlich und wird mitunter auch als E4-Enzym bezeichnet (Koegl et al., 1999; 

Hoppe, 2005). Zukünftige Untersuchungen der beiden Ubiquitin-Ligasen RNF6 und RLIM 

könnten zeigen, ob hier ähnliche Mechanismen vorliegen. Zudem würden neu identifizierte 

Substrat-Proteine auf noch unbekannte Zusammenhänge zwischen RNF6 bzw. RLIM und 

andern zellulären Prozessen hinweisen.  

Es kann zusammengefasst werden, dass die beiden verwandten RING-Finger Ubiquitin-

Ligasen RNF6 und RLIM die zellulären Konzentrationen von Schlüsselproteinen wie LIM-

Kinasen, CLIM-Proteinen, HDACs und LMO-Proteinen regulieren können (Ostendorff et al., 

2002; Kramer et al., 2003; Hiratani et al., 2003). Sowohl beide Ubiquitin-Ligasen als auch 

ihre Substrat-Proteine sind unter anderem in pathologische Prozesse wie embryonale 

Fehlentwicklungen, Metastasen und Invasion von Krebszellen involviert (Scanlan et al., 1999; 

Lo et al., 2002; Rabbits et al., 1999; Visvader et al., 2001; Yoshioka et al., 2003; Wang et al., 

2004). Da die meisten dieser Proteine auch eine wichtige Funktion für die neuronale 

Entwicklung haben (Becker et al., 2002; Thaler et al., 2002; Meng et al., 2002, 2003), 

scheinen RNF6 und RLIM in zwei wesentlichen biologischen Prozessen eine zentrale Rolle 

zu spielen: Zum einen bei der Entwicklung bestimmter neuronaler Strukturen während der 

Embryogenese von Wirbeltieren und zum anderen in der Onkogenese. 
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V. Anhang 
 
V.1 Gemessene Axonlängen der transfizierten Neurone  
 
V.1.1 RNF6-siRNA und GFP-RNF6 sowie GFP-RNF6∆RING Transfektionen;    
          Messung der Axonlängen nach 24 h 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Kontroll siRNA         

Exp. 1      Exp. 2     Exp. 3 
RNF6 siRNA 

     Exp. 1     Exp. 2     Exp. 3 
  1 23,74 23,02 17,22 22,78 61,43 45,84 
  2 27,05 31,90 17,56 36,72 65,76 52,89 
  3 32,36 34,00 22,95 41,44 74,12 55,36 
  4 33,45 37,00 26,14 41,50 74,65 56,04 
  5 39,07 38,65 35,93 53,41 77,63 56,12 
  6 39,12 39,10 36,00 61,57 80,59 58,32 
  7 40,91 41,80 38,54 62,35 89,44 62,16 
  8 45,57 42,07 40,37 63,53 91,07 70,23 
  9 46,76 43,63 41,10 65,13 92,79 75,60 
10 48,06 43,67 46,13 73,78 92,85 76,33 
11 49,58 45,45 46,16 73,88 94,12 78,38 
12 51,40 47,91 52,46 80,00 101,33 78,70 
13 51,65 49,41 53,78 81,82 101,65 79,44 
14 52,80 49,96 55,82 86,90 105,73 86,89 
15 53,47 50,83 56,48 89,04 111,60 88,72 
16 54,06 52,55 57,00 92,67 113,08 93,81 
17 57,93 52,80 59,29 95,19 116,60 93,95 
18 58,40 53,23 59,42 97,81 116,73 95,09 
19 58,93 53,72 59,81 98,24 118,19 98,80 
20 61,80 53,78 60,83 101,14 122,70 103,62 
21 61,89 54,12 65,08 101,25 128,33 106,02 
22 62,53 54,24 65,11 102,56 129,21 110,79 
23 62,86 55,60 67,32 114,51 130,19 111,44 
24 62,90 56,04 67,66 120,68 137,89 112,70 
25 63,44 56,16 68,45 123,75 141,08 115,22 
26 67,37 56,67 69,52 126,90 143,00 116,91 
27 68,76 57,61 69,75 128,33 143,46 118,67 
28 70,10 57,76 71,19 135,51 156,00 118,69 
29 71,53 57,80 72,00 141,59 156,19 120,06 
30 72,57 59,79 73,85 145,26 156,86 120,80 
31 73,60 62,33 75,12 150,00 162,65 126,00 
32 76,40 63,28 75,39 150,59 163,33 126,70 
33 76,64 65,12 75,81 157,04 163,64 132,85 
34 76,76 70,52 76,19 161,97 163,67 135,46 
35 77,01 70,80 76,97 167,03 165,13 139,82 
36 78,00 73,41 78,11 168,10 166,02 141,67 
37 78,60 73,50 78,51 174,37 166,45 144,19 
38 80,00 74,14 81,98 180,37 168,11 150,98 
39 80,38 76,50 84,00 181,18 173,10 158,67 
40 86,25 76,89 84,57 184,26 173,65 162,44 
41 88,21 77,39 85,41 185,38 173,74 163,07 
42 88,61 78,12 85,90 194,10 174,54 165,71 
43 89,62 78,98 87,49 197,61 177,28 170,40 
44 90,91 79,20 88,09 201,62 178,16 170,40 
45 93,14 80,53 88,62 208,33 180,42 171,95 
46 93,90 81,36 90,00 211,55 181,73 177,35 
47 95,08 83,54 91,86 212,24 189,12 185,69 
48 95,63 84,39 92,73 213,97 191,86 185,98 
49 97,89 86,55 94,71 219,02 193,94 187,20 
50 99,65 86,89 95,19 221,65 193,96 188,02 
51 100,22 88,06 99,13 225,66 200,57 191,25 
52 102,85 88,50 100,13 236,47 200,79 194,00 
53 103,89 90,73 103,66 242,22 201,91 195,00 
54 106,38 91,20 110,92 242,22 206,67 195,34 
55 110,42 91,26 112,88 243,84 210,00 200,60 
56 114,58 92,49 115,65 245,08 215,15 202,21 
57 115,24 94,25 118,55 253,71 215,33 208,03 
58 116,73 94,58 121,98 255,24 217,73 211,29 
59 122,34 95,52 122,97 257,06 220,91 213,67 
60 127,90 97,75 124,14 260,98 222,35 219,96 
61 127,94 100,48 127,74 261,13 223,28 221,00 
62 130,33 103,60 128,86 272,24 228,51 228,29 
63 132,79 107,15 129,86 280,00 233,67 234,03 
64 140,63 112,91 141,00 236,75 235,88 
65 149,06 113,55 142,57 240,00 241,68 
66 152,31 114,31 144,38 244,80 256,75 
67 159,34 114,51 146,42 248,95 270,97 
68 161,59 117,20 146,85 250,48 272,00 
69 165,86 119,96 146,96 258,24 276,32 
70 188,05 120,40 147,72 260,71 278,26 
71 202,74 123,05 161,46 260,83 287,16 
72 208,84 125,09 170,57 267,19 297,50 
73 223,86 127,02 172,80 269,75 318,86 
74 223,86 129,66 179,03 271,74 349,39 
75 239,43 130,33 196,00 271,88 403,05 
76 249,23 130,81 196,09 272,72  
77 267,91 131,29 197,14 273,13  
78  133,20 199,96 282,46  
79  138,00 213,14 313,63  
80  140,41 213,14 314,87  
81  140,78  
82  145,42  
83  152,11  
84  154,49  
85  156,75  
86  161,50  
87  161,94  
88  162,49  
89  164,81  
90  174,78  
91  188,89  
92  199,14  
93  211,16  
94  214,26  

GFP                     
Exp. 1       Exp. 2      Exp. 3 

GFP-RNF6  
     Exp. 1     Exp. 2     Exp. 3 

GFP-RNF6∆RING 
     Exp. 1     Exp. 2     Exp. 3 

 1 23,47 25,98   29,45 11,56 10,13 10,35 42,38 27,67 14,57
 2 34,73 27,78   34,46 12,12 10,97 10,76 44,14 33,34 29,36
 3 45,89 29,48   34,64 14,76 12,23 15,07 47,52 47,93 42,52
 4 51,30 30,74   40,66 16,59 12,48 15,41 49,81 51,60 43,24
 5 51,47 31,50   42,05 16,88 12,69 17,00 59,22 55,43 49,99
 6 54,74 32,27   42,90 20,70 14,54 17,01 64,00 59,09 61,20
 7 64,42 33,05   46,01 22,47 14,87 18,93 72,29 60,39 72,19
 8 65,78 39,75   46,57 22,47 16,29 20,47 78,39 63,00 84,08
 9 67,71 40,09   48,35 22,75 16,72 22,55 94,61 69,99 84,45
10 70,56 41,13   50,97 23,33 16,75 22,91 99,20 76,08 95,77
11 78,80 45,07   51,94 24,10 16,84 23,35 102,34 76,58 97,28
12 84,35 45,86   55,94 25,69 17,42 24,94 116,45 77,26 108,86
13 92,84 46,69   56,02 26,57 19,25 25,21 130,92 84,48 109,93
14 96,80 47,94   57,67 28,56 20,14 27,30 145,48 86,22 121,56
15 104,66 48,92   58,22 28,90 20,63 28,12 145,50 88,79 125,31
16 107,03 51,14   60,21 29,11 20,64 28,47 151,60 90,50 134,71
17 111,60 53,45   63,30 29,19 20,74 33,08 157,23 95,64 148,83
18 112,08 55,06   64,10 30,56 20,76 34,44 157,58 99,69 164,70
19 116,48 56,83   64,11 31,90 21,74 35,01 166,85 101,75 172,71
20 119,60 59,32   64,38 32,30 21,78 35,31 175,47 102,14 178,43
21 128,33 60,04   74,24 36,21 22,06 37,74 176,40 110,40 181,06
22 129,35 61,27   74,73 36,55 22,75 38,02 190,00 112,09 182,33
23 130,39 64,53   88,16 43,27 23,47 38,15 198,80 118,80 190,33
24 132,53 65,77   91,13 45,00 24,83 40,97 218,11 124,24 216,75
25 155,36 66,96 105,40 57,85 24,91 41,45 227,36 128,78 216,75
26 159,11 67,51 107,54 57,93 26,65 41,94 228,06 131,56 226,75
27 175,89 69,58 108,88 58,42 26,78 42,03 233,10 143,07 232,91
28 182,38 74,30 115,86 59,04 27,40 50,69 247,38 151,78 239,33
29 184,03 76,49 123,54 59,05 28,58 57,51 259,87 156,58 247,99
30 192,02 77,01 139,71 60,75 28,94 60,94 275,33 164,27 251,44
31 78,41 150,56 63,28 31,57 62,13  167,93
32 80,63 151,64 63,51 31,74 62,27  168,00
33 81,63 156,48 64,43 33,76 73,49  173,73
34 83,21 177,94 77,52 34,44 84,58  184,55
35 84,61 185,79 84,57 34,71 90,10  194,54
36 86,78 189,70 35,75 97,63  201,91
37 91,11 232,14 35,93 105,50  208,42
38 92,16 36,45   210,60
39 99,08 38,65   214,99
40 106,51 38,88   228,92
41 107,38 40,24   235,51
42 111,18 41,33   
43 115,74 42,31   
44 120,58 42,72   
45 128,72 45,35   
46 131,69 46,90   
47 135,31 48,51   
48 140,06 48,94   
49 142,27 50,43   
50 150,99 53,40   
51 158,40 57,26   
52 162,92 57,36   
53 169,44 57,39   
54 176,00 59,24    
55 59,84    
56 60,65    
57 65,14    
58 71,97    
59 77,73    
60 80,47    
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V.1.2 Transfektionen von siRNA gegen LIMK1 und RNF6 sowie von GFP- 

          LIMK1 und Myc-RNF6; Messung der Axonlängen nach 12 h 
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V.1.3 Transfektionen von siRNA gegen LIMK1 und RNF6 sowie von GFP-  

          LIMK1 und Myc-RNF6; Messung der Axonlängen nach 24 h 
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V.1.4 Transfektionen von siRNA gegen LIMK1 und RNF6 sowie von GFP- 

          LIMK1 und Myc-RNF6; Messung der Axonlängen nach 48 h 
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V.1.5 Transfektionen von siRNA gegen LIMK1 und RNF6 sowie von GFP- 

          LIMK1 und Myc-RNF6; Messung der Axonlängen nach 72 h 
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V.2 Abkürzungsverzeichnis  
 
35S     Schwefel-Isotop 35 
A, mA     Ampere, Milliampere 
Abb.     Abbildung 
ADF     Aktin-depolymerisierender Faktor  
ALP     alpha-actinin associated LIM protein    
APC      anaphase promoting complex 
APS      Ammoniumpersulfat 
ATP     Adenosintriphosphat 
bp     Basenpaare 
BSA     Rinderserumalbumin 
ca.     circa 
cDNA     komplementäre DNA 
CLIM/Ldb/NLI   Kofaktor von LIM-HD-Proteinen 
cm     Zentimeter 
CMV     Cytomegalovirus 
CUL1     Cullin 1 
dATP     Deoxyadenosin-Triphosphat 
ddH2O     doppelt destilliertes Wasser 
DAB     Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid 
DMEM    Dulbecco´s modified Eagle medium 
DMSO     Dimethylsulfoxid 
DNA     Deoxyribonukleinsäure 
dNTPs     Deoxyribonuklein-Triphosphate 
DTT     Dithiothreitol 
E     Embryonaltag 
E1     Ubiquitin aktivierendes Enzym 
E2     Ubiquitin konjugierendes Enzym 
E3     Ubiquitin-Ligase 
EBSS     Earls Buffered Salt Solution 
EDTA     Ethylendiamintetraacetat 
EtOH     Ethanol 
FBP     F-Box-Protein 
FCS     Fötales Kälberserum 
g, mg, µg    Gramm, Milligramm, Mikrogramm 
GST     Glutathion-S –Transferase 
GFP     grün fluoreszierendes Protein 
GTP     Guanosin-Triphosphat 
h, min     Stunde, Minute 
HDAC     Histon-Deacetylase 
HECT     homolog zum E6-AP C-Terminus 
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HEPES    N-2-hydroxyethylpiperazin-N´-2´Ethansulfonsäure 
His     Histidin 
HRP     Meerrettichperoxidase 
Hsp     Hitzeschock-Protein  
IgG     Immunglobulin G 
Inha      inhibin subunit alpha 
I-κB     Inhibitor of NF-κB 
IPTG     Isopropylthio-b-D-Galactosidase 
kb      Kilobasen 
kDa     Kilodalton 
l, ml, µl    Liter, Milliliter, Miroliter 
LIM     konserviertes Zinkfinger-Protein-Interaktionsmotiv, 
     abgeleitet von Lin11, Isl-1 und Mec-3 
LIM-HD    LIM-Homöodomänen-Protein 
LIMK     LIM-Kinase 
LMO     LIM-only Proteine 
M, mM, µM    molar, millimolar, mikromolar 
MeOH     Methanol 
Mdm2     Mouse-double-minute 2, E3-Enzym 
MG132    synthetisches Peptid-Aldehyd: Proteasom-Inhibitor 
mRNA     Boten-Ribonukleinsäure(messenger RNA) 
NES     nuclear export signal  
NF-κB     Nuclear Factor kappa Β 
ΝLS     nuclear localization signal 
nm     Nanometer 
NP-40     Nonidet P-40 
OD     optische Dichte 
p53     Tumorsuppressor Protein 53 
PAK1     p21-aktivierte Kinase 
PBS     Phosphat gepufferte Säure 
PCR     Polymerase-Kettenreaktion 
PEI     Polyethanolimin 
PINCH     particularly interesting new cysteine and   
     histidine-rich protein 
PFA     Paraformaldehyd 
POU     Abkürzung für Pit1, Oct-1/2 und unc86 
Ras     GTPase-Protein 
RING     really interesting new gene 
Rho     Ras-Homolog 
RLIM     RINGfinger LIM domain-binding protein 
RNA     Ribonukleinsäure 
RNAi     RNA-Interferenz 
RNF6     RINGfinger Protein 6 
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ROCK     Rho-Kinase 
RT     Raumtemperatur 
SCF     Multimere-Ubiquitin-Ligase mit den Untereinheiten 
     Skp1 / CUL1/ FBP 
SDS     Natriumdodecylsulfat 
SDS-PAGE    SDS-Polyacralamid-Gelelektrophorese 
Skp1     S-phase-kinase-associated protein-1 
siRNA     short-interfering RNA 
SRF      serum-response factor 
Ssh     Slingshot Phosphatase 
TBE     Tris-Borsäure-EDTA  
TE     Tris-EDTA 
TEMED    N,N,N´,N´-Tetramethylendiamin 
Tris     Trishydroxymethylaminomethan 
u.a.     unter anderem 
U     Unit (enzymatische Wirkungseinheit) 
UBA     Ubiquitin-assoziierte Domäne 
UBC     Ubiquitin-konjugierendes Enzym 
Ub     Ubiquitin 
Upm     Umdrehung pro Minute 
UNC     Gene in C. elegans, deren Deletion den Phänotyp  
     „uncoordinated“ verursacht 
UV     Ultraviolett 
V     Volt 
Vol     Volumen 
X-gal     5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-b-D-galactosidase 
z.B.     zum Beispiel 
ZNS     zentrales Nervensystem 
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