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I Einleitung 
 

1 Neuronale Zelladhäsionsmoleküle 

 

Neuronale Zelladhäsionsmoleküle werden in vier Gruppen eingeteilt: Integrine 

(Hynes, 1992; Reichardt and Tomaselli, 1991), kalziumabhängige Cadherine (Kemler 

and Ozawa, 1989; Takeichi, 1991), Moleküle der extrazellulären Matrix (Reichardt 

and Tomaselli, 1991; Sanes, 1989) und Zelloberflächen-Glykoproteine der 

Immunglobulin-(Ig)-Superfamilie (Brummendorf and Rathjen, 1993; Williams and 

Barclay, 1988). 

 

1.1 Immunglobulin-Superfamilie 

 

Die Immunglobulin-Superfamilie umfaßt Proteine unterschiedlicher Struktur, allen 

gemeinsam sind jedoch Immunglobulindomänen (Abbildung 1). Die ursprünglichen 

Vertreter dieser Gruppe stellen Antikörper (Edelman et al., 1969) und MHC-Antigene 

(Orr et al., 1979) dar. Viele Ig-Moleküle des Immunsystems sind an hochspezifischen 

Zell-Zell-Erkennungsprozessen beteiligt (Springer, 1990). Die Ig-Proteine des 

Nervensystems enthalten neben den Immunglobulindomänen weitere 

Strukturmerkmale, die sich innerhalb ihrer Polypeptidketten wiederholen. Eine dieser 

strukturellen Determinanten sind Fibronektindomänen des Typs-(III). Erstmals 

beschrieben wurde dieses Motiv als ein aus 90 Aminosäuren bestehendes Modul im 

extrazellulären Matrixmolekül Fibronektin (Kornblihtt et al., 1985), später wurden 

Fibronektin Typ-(III)-Domänen auch in anderen ECM-Molekülen entdeckt (Engel, 

1991). Funktionelle Analysen zeigten, daß Fibronektindomänen in die Vermittlung 

von Zell-ECM-Interaktionen involviert sind (Ruoslahti and Pierschbacher, 1987). 

Aufgrund weiteren Studien an Tenascin-C und Tenascin-R konnten FN-Typ-(III)-

Domänen darüberhinaus Funktionen, wie z.B. die Förderung des Neuritenwachstums, 

zugeschrieben werden (Dorries et al., 1996; Xiao et al., 1996). 
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Abbildung 1: Ausgewählte Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie. Zelladhäsionsmoleküle 

gehören zur Ig-Superfamilie. Sie besitzen einen extrazellulären Teil, welcher Ig-ähnliche und 

Fibronektin Typ-(III)-ähnliche Domänen trägt, eine Transmembranregion und einen intrazellulären Teil 

bzw. einen GPI-Anker. 

 

 

Im folgenden sollen die Zelladhäsionsmoleküle myelin-assoziiertes Glykoprotein 

(MAG), Myelin Protein Zero (P0) und das neurale Zelladhäsionsmolekül (NCAM) 

näher beschrieben werden. 

 

1.1.1 Das myelin-assoziierte Glykoprotein - MAG 

 

Die Myelinschicht bildet die elektrische Isolation von Axonen und gewährleistet 

damit die schnelle Weiterleitung von Nervenimpulsen. Die Bildung des Myelins 

erfolgt in vielen Schritten und erfordert komplexe Interaktionen zwischen den 

myelinisierenden Oligodendrozyten bzw. Schwann-Zellen und den zu ummantelnden 

Axonen. Ein Molekül, von dem gezeigt werden konnte, daß es an der Modulation von 
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Neuron-Glia-Interaktionen mitwirkt und zur Bildung von morphologisch intaktem 

Myelin beisteuert, ist das myelin-assoziierte Glykoprotein (Schachner and Bartsch, 

2000). 

 

MAG besteht aus fünf extrazellulären Ig-Domänen, einer Transmembrandomäne und 

einer intrazellulären Region, die aufgrund von alternativem mRNS-Spleißen in zwei 

unterschiedlichen Längen auftritt (Arquint et al., 1987; Lai et al., 1987; Salzer et al., 

1987). Die kurze (S-MAG, 67 kD) und die lange Isoform (L-MAG, 72 kD) sind stark 

glykosyliert (ca. 30% des Gesamtgewichts) und wandern daher im SDS-

Polyacrylamidgel mit einem apparenten Molekulargewicht von 100 kD. 

 

Der Expressionsverlauf von L-MAG zeigt in Nagetieren im frühen 

Entwicklungsstadium sowohl im PNS als auch im ZNS ein Maximum, danach 

vermindert sich seine Menge stetig. Obwohl L-MAG im sich entwickelnden ZNS die 

häufigere Isoform darstellt, macht es nur einen sehr geringen Teil des gesamten 

MAGs im sich entwickelnden PNS aus. Im adulten ZNS ist S-MAG die dominierende 

Isoform, im adulten PNS ist L-MAG nicht mehr nachweisbar (Inuzuka et al., 1991; 

Pedraza et al., 1991). Das differentielle Expressionsmuster von S- und L-MAG macht 

es wahrscheinlich, daß die beiden Isoformen unterschiedliche Aufgaben auf dem 

Wege von der Axonerkennung über die Myelinbildung bis hin zur Aufrechterhaltung 

intakten Myelins übernehmen. 

 

Die Lokalisation von MAG auf der Oberfläche von Oligodendrozyten und 

myelinisierenden Schwann-Zellen wurde immunzytochemisch untersucht (siehe z.B. 

Bartsch et al., 1989; Martini and Schachner, 1986; Trapp et al., 1989). Die Fortsätze 

von Oligodendrozyten sind bereits zu Beginn der Myelinisierung MAG-

immunreaktiv, welches eine Rolle von MAG bei der Initiation der Myelinbildung 

nahelegt. Auf Schwann-Zellen ist MAG erst detektierbar, nachdem sich die Schwann-

Zell-Membran mindestens einmal um ein Axon gelegt hat. Nach Ausbildung der 

Myelinschicht beschränkt sich die Lokalisation von MAG auf die periaxonale Region 

der myelinisierten Axone und auf paranodale Regionen der Myelinschichten. 
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Verschiedene Zellkulturexperimente bestätigen die These, daß MAG die 

Interaktionen zwischen Nervenzellen und myelinbildenden Gliazellen beeinflußt. Die 

Applikation von Fab-Fragmenten eines monoklonalen anti-MAG-Antikörpers 

verhindert die Oligodendrozyten-Oligodendrozyten-, sowie die Oligodendrozyten-

Neuron-Adhäsion in vitro (Poltorak et al., 1987). Liposomen, in welche aufgereinigtes 

MAG inkorporiert ist, binden an Nervenzellen, die endogen kein MAG exprimieren 

(Poltorak et al., 1987). Es ist daher wahrscheinlich, daß MAG die Bindung zwischen 

Neuronen und Oligodendrozyten über eine heterophile Interaktion mit bisher nicht 

identifizierten neuronalen Rezeptoren moduliert. Andere Studien belegen die 

Mitwirkung von MAG an der Initiation der Myelinisierung. So führte z.B. die 

Reduktion der MAG-Expression in Schwann-Zellen mittels retroviraler MAG-

Antisense-mRNS zur Störung der Myelinisierung von Neuriten kokultivierter 

Neurone (Owens and Bunge, 1991). 

 

Zur weiteren Untersuchung der in vivo-Funktionen von MAG wurden MAG-

defiziente Mausmutanten (MAG-/-) hergestellt (Li et al., 1994; Montag et al., 1994). 

Die Initiation der Myelinisierung und die Myelinbildung im peripheren Nervensystem 

von MAG-/--Mäusen verläuft überraschenderweise normal. Erst nach dem zweiten 

postnatalen Monat tritt eine Degeneration der myelinisierten Nervenfasern ein 

(Fruttiger et al., 1995). Im Gegensatz zum PNS ist die Bildung von kompaktem 

Myelin im ZNS junger MAG-/--Mäuse stark verzögert. Weitere Abnormalitäten im 

ZNS-Myelin adulter Tiere sind das Fehlen periaxonaler zytoplasmatischer Kragen 

(75%), das Auftreten zwei- bzw. mehrfach ummantelter Axone und eine verstärkte 

Dystrophie der Oligodendrozytenfortsätze (Bartsch et al., 1995; Li et al., 1994; 

Montag et al., 1994). Die oben aufgeführten Ergebnisse zeigen, daß MAG funktionell 

an der Initiation der Myelinisierung, an der Bildung, sowie an der Aufrechterhaltung 

kompakten Myelins beteiligt ist. 

 

Zur Erforschung der unterschiedlichen Aufgaben der beiden MAG-Isoformen bei 

Myelinisierungsprozessen wurde eine L-MAG-Mausmutante generiert (Fujita et al., 

1998). Hierzu wurde im Exon 13 des MAG-Gens ein Stopcodon insertiert, welches 

zur Expression eines C-terminal verkürzten L-MAGs führt (diese trunkierte Form 

entspricht S-MAG ohne dessen letzte vier Aminosäuren). Die Expression des 
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alternativ gespleißten S-MAG wird durch diese Mutation nicht beeinflußt. Die 

qualitative und quantitative Analyse des Myelins im ZNS der L-MAG-Mutanten zeigt 

den gleichen Phänotyp wie die MAG-Nullmutante. Das Erscheinungsbild des PNS-

Myelins wird bis ins hohe Alter (16 Monate) nicht beeinflußt. Diese Beobachtungen 

zeigen, daß L-MAG zwar für die Bildung kompakten Myelins im ZNS notwendig ist, 

im PNS dagegen für die Bildung und Aufrechterhaltung intakten Myelins die S-

MAG-Isoform auszureichen scheint. 

 

Mehrere extrazelluläre Bindungspartner von MAG sind bisher entdeckt worden. 

MAG interagiert mit bestimmten Kollagenen und beeinflußt so die Ausbildung von 

Kollagenfibrillen (Bachmann et al., 1995; Probstmeier et al., 1992). Tenascin-R, eine 

weitere Komponente der Extrazellulärmatrix konnte als Interaktionspartner von MAG 

ausgemacht werden (Yang et al., 1999). Tenascin-R kolokalisiert mit MAG an 

Ranvier´schen Schnürringen im ZNS, einer für die Ausbreitung von 

Aktionspotentialen funktionell wichtigen Position. Beide Moleküle regulieren dort auf 

bisher ungeklärte Weise spannungsabhängige Natriumkanäle (Srinivasan et al., 1998; 

Xiao et al., 1999). Fibronektin, ein weiteres Molekül der ECM wurde kürzlich als 

Interaktionspartner von MAG entdeckt. Es konnte mit Hilfe von 

Affinitätspräzipitationen mit MAG-Fc aus verschiedenen neuronalen Zellen und aus 

Hirnhomogenat präzipitiert werden (Strenge et al., 2001). 

 

Potentielle axonale Rezeptoren oder Liganden von MAG konnten bislang noch nicht 

exakt identifiziert werden. Aufgrund von Affinitätspräzipitationsexperimenten ist 

allerdings bekannt, daß es sich bei ihnen um sialinsäure-tragende Glykoproteine und 

Glykolipide handelt (DeBellard et al., 1996; Schnaar et al., 1998; Strenge et al., 

1999). Es wurde vorgeschlagen, daß MAG-vermittelte trans-Interaktionen (zwischen 

zwei gegenüber liegenden Zellplasmamembranen) über sialinsäure-enthaltende 

Komponenten in cis (innerhalb derselben Zellplasmamembran) reguliert werden 

können (Tropak and Roder, 1997). 

 

Die Beteiligung an Axonerkennungsprozessen und an der Initiation der 

Myelinisierung erfordert, daß MAG die extrazellulären Signale in die Gliazelle 

weiterleiten kann. Dieses ist entweder durch direkte Interaktion mit Molekülen der 
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Signaltransduktionsmaschinerie oder indirekt über Wechselwirkungen mit dritten 

Proteinen möglich. Umemori et al. konnten eine Interaktion von L- und S-MAG mit 

der Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase fyn durch Koimmunpräzipitation der beiden 

Proteine nachweisen (Umemori et al., 1994). Sie konnten weiterhin an transfizierten 

COS-Zellen zeigen, daß L-MAG nach Stimulation mit monoklonalen anti-MAG-

Antikörpern die fyn-Kinase aktivieren kann. fyn ist im Myelin von Hirnen junger 

Mäuse detektierbar, und seine Aktivität ist zu Beginn der Myelinisierung am 

stärksten. Es erscheint demnach wahrscheinlich, daß die L-MAG-fyn-Interaktion auch 

in vivo Relevanz besitzt. Der Stellenwert dieser Interaktion zeigt sich in einer Maus-

Doppelmutante, welche sowohl für MAG, als auch für fyn defizient ist. Diese Mutante 

zeigt im Vergleich zu den einfach defizienten Mutanten eine verstärkte 

Hypomyelinisierung im ZNS. Die Detektion einer L-MAG-abhängigen 

Kinaseaktivität in der fyn-Mutante zeigt jedoch, daß es weitere Interaktionspartner 

von L-MAG geben muß, die möglicherweise die Funktion der MAG-fyn-Interaktion 

kompensieren können (Umemori et al., 1994). 

 

Serinreste beider MAG-Isoformen können von der Proteinkinase C phosphoryliert 

werden (Kirchhoff et al., 1993). Die physiologischen Stimuli, die diese 

Phosphorylierung in vivo modulieren sind allerdings unbekannt. Während S-MAG 

ausschließlich an Serinresten phosphoryliert wird, konnte gezeigt werden, daß im L-

MAG auch Tyrosinreste, insbesondere Tyr620, phosphoryliert werden. Tyr620 liegt in 

einer putativen SH2-Bindungsdomäne, einem Motiv, welches für die Interaktion mit 

verschiedenen Signaltransduktionsproteinen bekannt ist. Kopräzipitationsversuche 

haben gezeigt, daß die Phospholipase Cγ nur dann mit L-MAG interagiert, wenn 

Tyr620 phosphoryliert ist (Jaramillo et al., 1994). 

 

Es ist bisher neben der Phospholipase Cγ nur ein einziges Protein bekannt, das 

intrazellulär mit MAG interagiert und keine Kinase darstellt: Das S100β, welches 

kalziumabhängig und spezifisch mit der langen L-MAG-Isoform interagiert (Kursula 

et al., 1999). S100β gehört zur EF-Hand-Familie kalziumbindender Proteine und ist 

unter anderem in Signaltransduktionsprozesse involviert. 
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Die Identifikation weiterer intrazellulärer Bindungspartner von S- und L-MAG könnte 

zur Aufklärung der unterschiedlichen Aufgaben führen, welche den beiden Isoformen 

im peripheren und zentralen Nervensystem bei Myelinisierungsprozessen zukommen. 

 

1.1.2 Das Myelin-Protein Zero - P0 

 

Das Myelin-Protein Zero ist das strukturell einfachste Mitglied der Immunglobulin-

Superfamilie (Abbildung 1). Es besteht aus einer einzigen extrazellulären Ig-Domäne, 

einer Transmembranregion und einem positiv geladenen intrazellulären Teil. P0 ist 

mit einem Anteil von ca. 50% das weitaus häufigste Protein des Myelins im PNS von 

Säugetieren, wo es ausschließlich von Schwann-Zellen exprimiert wird. Die 

Expression von P0 in peripheren Nerven von Nagetieren steigt in den ersten Wochen 

nach der Geburt an und verläuft parallel zur Myelinisierung (Hahn et al., 1987; Stahl 

et al., 1990; Wiggins et al., 1975). Obgleich nachgewiesen werden konnte, daß P0 im 

sich entwickelnden Nerven der Maus erst nach Erreichen eines 1:1 Verhältnisses von 

Axonen zu Schwann-Zellen detektiert werden kann (Martini et al., 1988; Trapp et al., 

1981), zeigen Versuche an Hühnern eine P0-Expression lange vor Beginn der 

Myelinisierung (Zhang et al., 1995). Auch in der Ratte kann P0 bereits in 

embryonalen Schwann-Zellen, in Schwannschen Vorläuferzellen und in der 

Neuralleiste nachgewiesen werden (Lee et al., 1997; Zhang et al., 1995). Die frühe 

Expression von P0 deutet darauf hin, daß die Axonerkennung durch Schwann-Zellen 

und der anschließende Beginn der Myelinisierung im PNS über P0 vermittelt werden 

könnte. Darüber hinaus weist die Lokalisation von P0 in nicht-kompakten Bereichen 

der sich formenden Myelinscheide auf eine Rolle im Spiralisierungsprozeß hin 

(Martini et al., 1988). Bestätigung fand letztere Theorie durch Versuche an Schwann-

Zellen, in welchen retroviral P0-spezifische Antisense-mRNS eingeschleust wurde. 

Die dadurch bedingte Reduktion der P0-Expression verhinderte nicht die 

Ummantelung individueller Axone, wohl aber die anschließende Spiralisierung und 

die Ausbildung von kompakten Lamellen (Owens and Boyd, 1991). 

 

In voll entwickelten Myelinscheiden beschränkt sich die P0-Lokalisation auf 

kompakte Regionen. Dort übernimmt das Protein wahrscheinlich eine stabilisierende 
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Funktion und hält die einzelnen Lamellen zusammen (Martini et al., 1988; Trapp et 

al., 1981). Diese Hypothese deckt sich mit der Beobachtung, daß P0 die Zell-Zell-

Adhäsion in vitro fördern kann (D'Urso et al., 1990; Filbin et al., 1990; Schneider-

Schaulies et al., 1990). Nach Aufklärung der dreidimensionalen Struktur der 

extrazellulären Domäne von P0 wurde vorgeschlagen, daß die Adhäsion über eine 

trans-Bindung von Homotetrameren benachbarter Zellen vermittelt wird (Shapiro et 

al., 1996). Auf der einen Seite wurde angenommen, daß der exakte Membranabstand 

im Myelin durch die direkte Interkalation von P0 über eine Tryptophanseitenkette 

entsteht (Shapiro et al., 1996). Auf der anderen Seite wird vermutet, daß die positiv 

geladene intrazelluläre Domäne von P0 mit negativ geladenen Phospholipiden der 

gegenüber liegenden Schwann-Zellmembran interagiert und dadurch die „major dense 

line“ bildet (Ding and Brunden, 1994; Martini et al., 1995a). 

 

Der Stellenwert, den P0 bei der Bildung und Aufrechterhaltung von Myelin im PNS 

einnimmt, zeigt sich am Phänotyp eines P0-defizienten Mausmodells (P0-/-). P0-/--

Mäuse zeigen eine eingeschränkte Motorkoordination, sie leiden unter Tremor und 

zeitweiligen Krämpfen (Giese et al., 1992). Die peripheren Nerven dieser Tiere sind 

stark hypomyelinisiert. Ultrastrukturell betrachtet erscheinen nahezu alle 

Nervenfasern morphologisch abnormal. Die meisten Axone sind von einer zu dünnen, 

nicht kompakten Myelinschicht ummantelt. Bei manchen Fasern fehlt das Myelin 

vollständig. Auch sind Anzeichen von Axon- und Myelindegeneration erkennbar. Die 

Reizweiterleitung in den Nerven der P0-/--Tiere ist typisch für eine schwere 

dysmyelinisierende Neuropathie. Mit fortschreitendem Alter der Tiere steigt auch die 

Anzahl der nicht myelinisierten Nervenfasern. 

 

Heterozygote Mäuse, denen nur ein P0-Allel fehlt (P0-/+), unterscheiden sich 

phänotypisch kaum von Wildtypmäusen. In Übereinstimmung mit dieser 

Beobachtung erscheinen die peripheren Nerven von P0-/+-Mäusen im Alter von vier 

Wochen normal (Giese et al., 1992; Martini et al., 1995b). Mit steigendem Alter 

verringert sich die Dicke der Myelinschichten, sie sind deutlich zu dünn im Verhältnis 

zum Durchmesser der von ihnen ummantelten Axone. Die Myelinscheiden dieser 

Nervenfasern werden häufig vom Auftreten sogenannter „onion bulbs“ begleitet, bei 

denen ein Axon von mehreren Schwann-Zellen gleichzeitig myelinisiert wird 
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(Guenard et al., 1996; Martini et al., 1995b; Shy et al., 1997). Zusammengenommen 

lassen die obigen Beobachtungen den Schluß zu, daß P0-/+-Mäuse eine progressive 

Form einer peripheren Neuropathie entwickeln. Es kann daher gefolgert werden, daß 

das P0-Protein im peripheren Nervensystem eine dosisabhängige Funktion bei der 

Aufrechterhaltung des Myelins wahrnimmt. 

 

Die intrazelluläre Domäne von P0 enthält mehrere putative Serin-/Threonin-Kinase 

Erkennungssequenzen. Tatsächlich konnte in verschiedenen in vitro- und in vivo-

Studien gezeigt werden, daß Serin- und Threoninreste innerhalb der intrazellulären 

Domäne von P0 phosphoryliert werden (Ekici et al., 1998; Montag-Sallaz et al., 1999; 

Wolfer et al., 1998). Die Funktionen dieser posttranslationalen Modifikationen sind 

bisher weitgehend ungeklärt. Adhäsionsstudien an transfizierten CHO-Zellen, welche 

C-terminal trunkiertes P0 exprimierten, legen nahe, daß die intrazelluläre Domäne für 

homophile trans-Interaktionen notwendig ist (Wong and Filbin, 1994; Wong and 

Filbin, 1996). Kürzlich konnte gezeigt werden, daß auch ein Tyrosinrest (Y191) des P0 

phosphoryliert wird (Iyer et al., 2000; Xu et al., 2000). Der Grad der 

Tyrosinphosphorylierung ist im sich entwickelnden Nerven stärker als im adulten, 

was impliziert, daß die Phosphorylierung funktionell wirksam sein könnte (Iyer et al., 

2000). Mehrere bisher nicht identifizierte, ebenfalls an Tyrosinresten phosphorylierte 

Proteine konnten mit P0 koimmunpräzipitiert werden. Für eine Kopräzipitation war 

die Phosphorylierung von P0 an Y191 essentiell (Xu et al., 2000). 

 

Die wichtige Rolle, die P0 bei der Myelinisierung im peripheren Nervensystem 

zukommt, zeigt sich nicht nur in den P0-defizienten Mäusen, sondern auch bei 

verschiedenen humanen Erbkrankheiten. Punktmutationen im P0-Gen wurden mit 

einer Form der Charcot-Marie-Tooth Krankheit (CMT-1B) und dem Déjérine-Sottas 

Syndrom (DSS) in Verbindung gebracht (Warner et al., 1996). Die genauen 

Mechanismen, mit deren P0 bei der Bildung von Myelin, der Kompaktierung und dem 

Erhalt der Myelinschichten mitwirkt, sind bisher nicht vollständig geklärt. Es ist 

wahrscheinlich, daß P0 nicht allein als Strukturprotein, sondern auch als 

Signalüberträger fungiert. Die Identifikation intrazellulärer Bindungspartner von P0 

könnte daher dazu beitragen, die obigen Prozesse genauer zu verstehen. 
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1.1.3 Das neuronale Zelladhäsionsmolekül - NCAM 

 

NCAM war das erste Zelladhäsionsmolekül der Immunglobulin-Superfamilie, 

welches isoliert und im Detail untersucht wurde (Brackenbury et al., 1977; 

Cunningham et al., 1987; Hoffman et al., 1982). Es stellt den Prototyp der neuralen 

Adhäsionsmoleküle der Ig-Superfamilie dar. Alle NCAM-Isoformen besitzen 

extrazellulär fünf Ig-Domänen, gefolgt von zwei Fibronektin Typ-(III)-ähnlichen 

Regionen. Die Vielfalt der NCAM-Isoformen entsteht sowohl auf transkriptioneller 

Ebene als auch durch posttranslationale Modifikationen. Die drei Hauptisoformen von 

NCAM werden durch alternatives Spleißen eines Primärtranskriptes gebildet, was zu 

Proteinen mit apparenten Molekulargewichten von 120, 140 und 180 kD führt 

(Cunningham et al., 1987). NCAM140 und NCAM180 sind Transmembranproteine 

und besitzen zytoplasmatische Domänen, welche sich lediglich durch eine 261 

Aminosäuren lange Insertion im NCAM180 unterscheiden (Abbildung 1). NCAM120 

ist mit der Plasmamembran über einen GPI-Anker verbunden. Die Expression der 

unterschiedlichen Isoformen ist sowohl zeitlich als auch in ihrer Zelltypspezifität 

differentiell reguliert (Jorgensen, 1995). Während NCAM140 sowohl in prä- als auch 

in postsynaptischen Membranen detektiert werden kann, akkumuliert NCAM180 in 

postsynaptischen Dichten von Synapsen reifer Neurone (Persohn et al., 1989; 

Pollerberg et al., 1985). Die Expression von NCAM140 und –180 nimmt in Hirnen 

adulter Nagetiere ab. 

 

Die extrazelluläre Domäne von NCAM ist an kalziumunabhängigen Zell-Zell- und 

Zell-ECM-Interaktionen beteiligt, die bei der Proliferation, der Zellmigration, dem 

Neuritenwachstum, der Axonbündelung und bei der Ausbildung von synaptischen 

Kontakten eine Rolle spielen (Cremer et al., 1997a; Doherty et al., 1990; Doherty and 

Walsh, 1992; Fields and Itoh, 1996; Jorgensen, 1995; Schachner, 1991; Sporns et al., 

1995). NCAM kann sowohl homophile als auch heterophile Wechselwirkungen 

eingehen. Es gibt verschiedene Modelle der homophilen Bindung, die entweder von 

einer reinen trans-Interaktion ausgehen oder das zusätzliche Auftreten von 

homophilen cis-Interaktionen postulieren (Ranheim et al., 1996; Rao et al., 1994). 

NCAM bindet in einer heterophilen cis-Interaktion L1, was zu einer Verstärkung von 
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L1-L1-Wechselwirkungen benachbarter Zellen führt („assisted homophilic binding“) 

(Kadmon et al., 1990a; Kadmon et al., 1990b). Ein weiterer extrazellulärer 

Interaktionspartner ist Heparin, eine Hauptkomponente der extrazellulären Matrix 

(Cole et al., 1986a; Cole et al., 1986b; Cole and Glaser, 1986). Probstmeier et al. 

konnten zeigen, daß die extrazelluläre Domäne von NCAM Kollagen I-IV und IX 

bindet (Probstmeier et al., 1989). Weiterhin konnte gezeigt werden, daß das 

unglykosylierte NCAM-Rückgrat und sogar einzelne Domänen von NCAM 

Funktionen bei der Zellerkennung übernehmen können. So bewirken die IgI- und IgII-

Domänen in vitro die Zelladhäsion, wenn sie als Substrat angeboten werden. IgI, IgII 

und IgIV sind in die Migration von Zellen aus Kleinhirnexplantaten involviert. Die 

Fibronektin Typ-(III)-Domäne II und auch die Ig-Domänen I-V stimulieren das 

Neuritenwachstum. 

 

NCAM durchläuft typische posttranslationale Modifikationen. So werden Serin- und 

Threoninreste phosphoryliert, mehrere intrazelluläre Cysteinreste palmitoyliert und 

extrazellulär treten Glykosylierungen auf. NCAM ist aber das einzige Molekül der Ig-

Superfamilie, welches durch eine hochspezifische Veränderung, die Bindung von 

Polysialinsäure, modifiziert wird. Alle NCAM-Isoformen können diese lineare α-2,8-

verknüpfte Polymerkette von bis zu 200 PSA-Resten tragen (Schachner and Martini, 

1995), aber im Hippocampus ist dieses Epitop nur in NCAM180 detektierbar (Doyle 

et al., 1992). Die Menge von NCAM-gebundenem PSA nimmt im Laufe der 

Entwicklung ab. Während PSA im Embryonalstadium ca. 30% des NCAM-Gewichtes 

ausmacht, fällt sein Anteil auf ca. 10% in adulten Hirnen ab (Rothbard et al., 1982). 

Aufgrund der Tatsache, daß PSA-NCAM in Bereichen, welche lebenslanger 

struktureller Reorganisation unterliegen, erhalten bleibt, wird dem PSA-Epitop eine 

Funktion bei regenerativen Prozessen und der synaptischen Plastizität zugeschrieben 

(Becker et al., 1996; Doherty et al., 1995; Eckhardt et al., 2000; Muller et al., 1996; 

Regan and Fox, 1995). Darüber hinaus vermindert PSA die adhäsiven Eigenschaften 

von NCAM und verstärkt NCAM-vermitteltes Neuritenwachstum (Rutishauser, 

1990). 

 

NCAM-defiziente Mäuse (NCAM-/-) zeigen einen unerwartet milden Phänotyp 

(Cremer et al., 1994; Cremer et al., 1997). Den stärksten Defekt findet man im 

  11 



  I. EINLEITUNG 
   

 

olfaktorischen System dieser Mäuse, einer Region, in der PSA-NCAM normalerweise 

lebenslang exprimiert wird. Der olfaktorische Bulbus der NCAM-/--Mäuse ist im 

Vergleich zu dem der Wildtyptiere stark verkleinert, wahrscheinlich aufgrund einer 

verminderten Migration von Zellen in diese Region. Ähnliche Beobachtungen 

konnten für NCAM180-defiziente Mäuse (Tomasiewicz et al., 1993) und für 

Wildtypmäuse, in denen durch Behandlung mit Endoneuraminidase N NCAM-

assoziiertes PSA entfernt wurde (Ono et al., 1994), gemacht werden. Jüngere 

Untersuchungen legen eine Beteiligung von NCAM an axonalem Wachstum und 

axonaler Wegfindung nahe. Detaillierte Studien belegen eine Reduktion der 

Moosfaserdichte im Hippocampus (Cremer et al., 1997), welche die Defizite der 

NCAM-/--Maus im räumlichen Lernen („Morris water maze“) erklären könnte 

(Cremer et al., 1994). Die Beteiligung von NCAM an synaptischer Plastizität wurde 

anhand von Versuchen an organotypischen Hippocampus-Gewebekulturen der 

NCAM-/-–Mäuse bestätigt. LTP ist in den NCAM-/-–Hippocampi im Vergleich zu den 

Wildtyptieren vermindert. Die enzymatische Entfernung von PSA führt in den 

Gewebekulturen der Wildtypmaus zur vollständigen Inhibition von LTP und LTD 

(Muller et al., 1996). Zusätzlich zu den Defiziten im räumlichen Lernen zeigen die 

männlichen NCAM-/-–Tiere eine verstärkte Aggressivität und eine leicht verminderte 

Explorationsaktivität (Cremer et al., 1994; Stork et al., 1997). 

 

Die Vermittlung komplexer Prozesse wie synaptischer Plastizität und 

Neuritenwachstum erfordern die Weiterleitung der Signale in die Zelle. NCAM wirkt 

bei seinen homophilen und heterophilen Interaktionen sowohl als Rezeptor als auch 

als Ligand. Die Signaltransduktionskaskaden, die bei NCAM-stimuliertem 

Neuritenwachstum eine Rolle spielen, waren bereits Gegenstand intensiver 

Untersuchungen (Crossin and Krushel, 2000). Früh wurde entdeckt, daß NCAM-

abhängiges Neuritenwachstum die G-Protein-stimulierte Aktivierung von 

Kalziumkanälen des L- und N-Typs veranlaßt und der darauf folgende 

Kalziumeinstrom schließlich Neuritenwachstum bewirkt (Doherty et al., 1991). Die 

Tatsache, daß NCAM-vermitteltes Neuritenwachstum mit Inhibitoren von 

Rezeptortyrosinkinasen zu unterdrücken ist, veranlaßte Williams et al. zu der 

Hypothese, daß NCAM-bedingtes Neuritenwachstum allein über den FGF-Rezeptor 

vermittelt wird (Williams et al., 1994a; Williams et al., 1994b; Williams et al., 1995). 
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NCAM verursacht in dieser Theorie auf bislang ungeklärte Weise die Dimerisierung 

und durch die darauf folgende Phosphorylierung des Rezeptors die Aktivierung einer 

Signaltransduktionskaskade unter Beteiligung der Phospholipase Cγ. 

 

Die Annahme, daß der FGF-Rezeptor einziger Mediator NCAM-abhängiger 

Signaltransduktion ist, wurde durch Versuche an fyn-defizienten Neuronen in Frage 

gestellt, welche zeigten, daß in diesen Zellen das NCAM-vermittelte 

Neuritenwachstum inhibiert ist (Beggs et al., 1994). Später konnte eine direkte 

Interaktion zwischen NCAM140 und fyn, nicht aber zwischen NCAM180 und fyn 

durch Koimmunpräzipitation demonstriert werden (Beggs et al., 1997). In derselben 

Studie konnte gezeigt werden, daß nach Bindung von NCAM und Kreuzvernetzung 

mit sekundären Antikörpern FAK, eine weitere Kinase, an den NCAM/fyn-Komplex 

bindet und daß beide Kinasen verstärkt phosphoryliert sind. Die Aktivierung dieses 

Signaltransduktionsweges mündet in den MAP-Kinaseweg und führt zur 

Phosphorylierung von ERK1 und ERK2 (Schmid et al., 1999). Kolkova et al. konnten 

kürzlich zeigen, daß in PC12-Zellen beide Signaltransduktionswege, der FGF-R- und 

der fyn/FAK-Weg, an NCAM-stimuliertem Neuritenwachstum mitwirken (Kolkova et 

al., 2000a). 

 

Die Stimulation von NCAM bewirkt in Kulturen von Astrozyten und 

Kleinhirnneuronen die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB (Krushel et al., 

1999). Sowohl NCAM-vermitteltes Neuritenwachstum als auch die Aktivierung von 

NFκB kann zum Teil durch eine Überexpression von Konstrukten der 

zytoplasmatischen Domäne von NCAM inhibiert werden (Kolkova et al., 2000b; 

Little et al., 2001). Dieser dominant-negative Effekt legt nahe, daß NCAM für die 

obigen Prozesse direkte Interaktionen mit intrazellulären Bindungspartnern eingehen 

muß. Die Identifikation von Proteinen, die an derartigen NCAM-Wechselwirkungen 

beteiligt sind, stellt daher weiterhin eine wichtige Aufgabe zur Aufklärung der dem 

Neuritenwachstum und synaptischer Plastizität zugrundeliegenden Mechanismen dar. 

 

Die extrazellulären Domänen verschiedener strukturell und funktionell diverser 

Proteine können von der Membran proteolytisch abgespalten werden. Dieses 
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Phänomen wird als „ectodomain shedding“ bezeichnet und hat zumeist 

physiologische Konsequenzen. Auch NCAM existiert nicht nur als 

membrangebundenes Protein. Lösliche NCAM-Formen sind schon früh in 

Zellkulturüberständen und Körperflüssigkeiten beschrieben worden (Ibsen et al., 

1983; Rutishauser et al., 1976). Nybroe et al. detektierten insgesamt vier NCAM-

Polypeptide unterschiedlicher Größe im Medium von kultivierten neuronalen Zellen. 

Ein ca. 115 kD großes Fragment ist am stärksten repräsentiert (Nybroe et al., 1989). 

Die quantitative Verteilung der löslichen NCAM-Formen variiert in der 

Cerebrospinalflüssigkeit von Ratten mit dem Alter der Tiere. Eine ca. 150-180 kD 

schwere, PSA-tragende, lösliche Form des NCAMs kann in humanem Serum 

nachgewiesen werden und wird als spezifischer Marker für bestimmte 

Lungenkrebserkrankungen diskutiert (Jaques et al., 1993; Takamatsu et al., 1994). 

 

Der Ursprung der löslichen NCAM-Fragmente und die Natur der für ihre Bildung 

verantwortlichen Proteasen ist bisher nur partiell aufgeklärt worden. Bekannt ist, daß 

die kalziumabhängige Protease Calpain NCAM schneiden kann. Während eine 

Gruppe die NCAM180-spezifische Umwandlung zu 120-160 kD großen Fragmenten 

postuliert (Covault et al., 1991), gehen andere davon aus, daß beide 

Transmembranisoformen von NCAM intrazellulär von Calpain geschnitten werden 

können und daß dabei ein 25 kD großes proteolytisches Fragment durch Spaltung in 

der intrazellulären Region entsteht (Sheppard et al., 1991). Weitere Proteasen, tPA 

und Plasmin, scheinen in die Proteolyse von NCAM involviert zu sein. tPA wandelt 

Plasminogen zur aktiven Protease Plasmin um. Plasmin ist wiederum ein Aktivator 

von Metalloproteasevorläufern. Hoffman et al. konnten eine verstärkte Sezernierung 

von löslichen NCAM-Fragmenten der Größen 65 und 75 kD nach Aktivierung von 

NMDA-Rezeptoren und einer Induktion von LTP feststellen (Hoffman et al., 1998a; 

Hoffman et al., 1998b). In einer späteren Studie konnten sie zeigen, daß eine kurze 

Inkubation von kultivierten Hippocampusschnitten mit NMDA zu einer spezifischen 

Erhöhung der NCAM180-Expression führte, eine verlängerte Applikation mit NMDA 

aber eine 50%ige Reduktion von NCAM180 bewirkte. In beiden Fällen blieben die 

Mengen der anderen Isoformen quantitativ unverändert (Hoffman et al., 2001). Im 

Gegensatz zu dieser Isoformspezifität wurde demselben Proteasesystem die 

Degradation aller NCAM-Isoformen nach LTP-Induktion durch Kainatinjektion in 
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den Hippocampus von Mäusen zugeschrieben (Endo et al., 1998; Endo et al., 1999). 

Fazeli et al. konnten nach Stimulation von LTP in Maus-Hippocampi nur ein einziges 

NCAM-immunreaktives Fragment von 115 kD nachweisen, dessen Ursprung 

ungeklärt blieb (Fazeli et al., 1994). 

 

Inwieweit der Bildung von löslichen NCAM-Formen in vivo eine funktionelle Rolle 

zukommt und über welche Mechanismen die NCAM-Proteolyse gesteuert wird, bleibt 

bislang weitgehend ungeklärt. In Bindungsstudien konnte allerdings gezeigt werden, 

daß aus Mäusehirnen isoliertes lösliches, ca. 110 kD schweres NCAM spezifische 

Interaktionen mit ECM-Molekülen eingehen kann (Probstmeier et al., 1989). Da 

durch das „shedding“ also nicht nur die Menge von NCAM auf der Oberfläche 

reguliert wird, sondern funktionell wirksame NCAM-Formen entstehen, stellt die 

Aufklärung der proteolytischen Zusammenhänge eine interessante Herausforderung 

dar. 

 

2 Detektion von intrazellulären Proteininteraktionen 

 

2.1 Yeast two-hybrid System 

 

Die Entwicklung des Yeast two-hybrid Systems (Fields and Song, 1989) basiert auf 

der Entdeckung des modulären Aufbaus eukaryontischer Transkriptionsfaktoren 

(Sadowski et al., 1988). Viele dieser Faktoren (z.B. das Gal4 Protein der Hefe) 

besitzen zwei räumlich und funktionell voneinander unabhängige Domänen: Eine 

DNS-Bindungsdomäne (DNS-BD), welche an spezifische DNS-Sequenzen bindet, die 

in der Hefe „upstream activation sequences“ (UAS) genannt werden und eine 

Aktivierungsdomäne (AD), die den RNS-Polymerase II-Komplex zur Transkription 

der abwärts der UAS liegenden Gene veranlasst (Abbildung 2A) (Hope and Struhl, 

1986; Keegan et al., 1986; Ma and Ptashne, 1987). Beide Domänen sind für die 

Transkription essentiell, für die Funktionalität des Transkriptionsfaktors müssen die 

DNS-Bindungsdomäne und die Aktivierungsdomäne aber nicht notwendigerweise 
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kovalent miteinander verknüpft sein (Ma and Ptashne, 1988; McKnight et al., 1987). 

Dieses macht man sich im Yeast two-hybrid System zu Nutzen (Abbildung 2B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 2: Das Yeast two-hybrid System. A: Transkriptionskontrolle in eukaryontischen Zellen. 

Transkriptionsfaktoren besitzen räumlich und funktionell getrennte Aktivierungs- (AD) und DNS-

Bindungsdomänen (BD). Zur Transkription eines Gens ist die Bindung der BD an eine bestimmte 

DNS-Sequenz (UAS) sowie die Interaktion der AD mit dem Transkriptionskomplex notwendig.  

B: Prinzip des klassischen Yeast two-hybrid Systems. Die BD eines Transkriptionsfaktors wird als 

Fusionsprotein mit dem zu untersuchenden Protein X in der Hefezelle exprimiert. Die AD eines 

Transkriptionsfaktors wird als Fusionsprotein mit dem potentiellen Bindungspartner von X (Y) 

exprimiert. Erst eine Interaktion von X und Y führt zur Transkription geeigneter Reportergene. 
 

Soll mit dem Yeast two-hybrid System nach neuen Bindungspartnern eines Proteins X 

gesucht werden, so wird eine cDNS-Bank eingesetzt, bei der anstelle der Y-

kodierenden cDNS die revers transkribierte mRNS eines bestimmten Gewebes mit der 

Aktivierungsdomänen-cDNS fusioniert ist. 
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Soll die Interaktion eines Proteins X mit einem Protein Y untersucht werden, so 

konstruiert man zwei Plasmide. Das eine kodiert für ein Fusionsprotein, welches aus 

der DNS-Bindungsdomäne eines Transkriptionsfaktors und X (Köderkonstrukt), das 

andere aus der Aktivierungsdomäne und Y besteht (Beutekonstrukt). Transformiert 

man Hefezellen mit beiden Plasmiden, so erfolgt nur dann die Transkription der vom 

verwendeten Transkriptionsfaktor kontrollierten Gene, wenn durch eine Interaktion 

zwischen X und Y dessen Funktionalität wiederhergestellt wird. 

 

Die am häufigsten im Yeast two-hybrid System benutzten DNS-Bindungsdomänen 

stammen von Gal4 oder LexA, die gängigsten Aktivierungsdomänen von Gal4 oder 

dem Herpes virus VP16. Als Reportergen wird häufig das E. coli lacZ Gen eingesetzt, 

welches auf X-Gal-Substrat durch Blaufärbung die Identifizierung von positiven 

Kolonien ermöglicht. Desweiteren kommen Hefegene zum Einsatz, die in die 

Biosynthese von Aminosäuren involviert sind (His3 oder Leu2) und damit eine 

Selektion auf entsprechenden Mangelmedien erlauben. 

 

Obgleich das Yeast two-hybrid System erfolgreich zur Identifizierung neuer 

Bindungspartner diverser Proteine eingesetzt wurde, besitzt es dennoch Nachteile und 

Grenzen. Da der Interaktionsnachweis im Kern der Hefe erfolgt, können die 

untersuchten Fusionsproteine toxisch für die Zelle sein. Desweiteren können viele in 

die Transkriptionsmaschinerie eingreifende Proteine im klassischen Yeast two-hybrid 

System nicht verwendet werden, da sie autoaktivierend wirken und somit das System 

kurzschließen. Zum anderen besteht die Möglichkeit, daß Interaktionen, die 

normalerweise im Zytosol oder an der Zellmembran stattfinden, im Kern der Hefe 

nicht erfolgen (Colas and Brent, 1998). So zeigte sich bei dem Versuch, alle 

möglichen Protein-Protein-Interaktionen des Hefe-Genoms mit Hilfe des Yeast two-

hybrid Systems zu identifizieren, daß Proteine membranständigen Ursprungs mit 

einem Anteil von nur 8% aller entdeckten Wechselwirkungen deutlich 

unterrepräsentiert sind (Uetz et al., 2000). 
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2.2 Ras Recruitment System 

 

Das Ras Recruitment System (Broder et al., 1998) nutzt die Tatsache, daß Ras an der 

Plasmamembran lokalisiert sein muß, um funktionell wirksam zu sein (Buss et al., 

1989). Normalerweise wird diese Lokalisierung über die Anlagerung eines 

Farnesylrestes an eine Konsensussequenz in der carboxyterminalen Region des Ras-

Proteins, die CAAX-Box erreicht (Hancock et al., 1989). Mutiertes Ras, welches 

durch das Fehlen dieser Sequenz nicht farnesyliert wird, aktiviert den 

Adenylatcyclaseweg aufgrund der mangelnden Membranlokalisation nicht. 

 

Im RRS wird der Hefestamm cdc25-2 verwendet. Aufgrund einer 

temperatursensitiven Mutation im Cdc25-Gen bleibt das Hefe-Ras-Protein (yRas) bei 

36°C in diesem Stamm inaktiv, da bei dieser Temperatur der benötigte 

Guanylnukleotidaustauschfaktor (GEF) Cdc25 nicht funktionell ist (Petitjean et al., 

1990). Hefezellen dieses Stammes verhalten sich bei einer permissiven Temperatur 

von 25°C normal, bei der restriktiven Temperatur von 36°C sind sie nicht lebensfähig 

(Abbildung 3A). Die Transformation mit einem mutierten Säugetierhomologen Ras-

Protein, welchem die CAAX-Box fehlt, kann per se aufgrund der mangelnden 

Membranverankerung die Funktion des yRas bei 36°C nicht kompensieren. Auf 

dieser Grundlage wurde das RRS entwickelt (Abbildung 3). 

 

Die für die zu untersuchenden Proteine kodierenden cDNS werden in geeignete 

Plasmide insertiert und in den cdc25-2 Hefestamm transformiert. Sollen intrazelluläre 

Bindungspartner für ein Transmembranprotein gesucht werden, so wird die 

zytoplasmatische Domäne dieses Proteins als Fusionsprotein mit dem CAAX-

deletierten und aufgrund einer weiteren Mutation permanent aktiven (also GEF-

unabhängigen) Ras, dem mRas(61) exprimiert. Proteine einer cDNS-Bank werden 

zusammen mit einem Myristylierungssignal exprimiert, welches dazu führt, daß sie 

zur Membran transportiert und dort verankert werden. Das mRas(61)-Fusionsprotein 

kann bei der restriktiven Temperatur nur dann den Adenylatcyclase-

Signaltransduktionsweg aktivieren, wenn es durch die Interaktion mit einem 
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membrangekoppelten Protein der cDNS-Bank in der räumlichen Nähe der Membran 

positioniert wird (Abbildung 3B). 

 

Das größte Problem bei der Durchmusterung von cDNS-Banken mit dem RRS stellt 

die große Anzahl an falsch positiven Klonen dar, bei denen das aus der cDNS-Bank 

stammende, myristylierte Protein allein in der Lage ist, das Wachstum bei 36°C zu 

ermöglichen. Ein sehr häufig auftretender falsch positiver Klon kodiert für das 

Säugetier-Ras (mRas). Das mRas wird in der Membran verankert und ist auf diese 

Weise in der Lage köderunabhängiges Wachstum bei der restriktiven Temperatur zu 

gewähren (Abbildung 3C). Im verbesserten RRS (Aronheim, 1997) transformiert man 

daher zusätzlich zu den zwei oben beschriebenen Plasmiden ein drittes, welches für 

das säugetierspezifische GTPase-aktivierende Protein (mGAP) kodiert. Dieses drängt 

das mRas in seine GDP-gebundene, inaktive Form und unterdrückt damit das 

unspezifische Wachstum bei 36°C (Abbildung 3D). Trotz der Verbesserung des RRS 

stellen falsch positive Klone ein großes Problem dar. Werden z.B. Sos-Homologe aus 

der cDNS-Bank mit dem Myristylierungssignal in der Hefe exprimiert, so können 

diese aufgrund ihrer GEF-Aktivität das Hefe-Ras bei 36°C aktivieren und so die 

Funktion des Cdc25 übernehmen. Sos ist daher der häufigste falsch positive Klon im 

verbesserten RRS (Abbildung 3E). 

 

Ein weiteres Problem bei der Verwendung des RRS ist, daß die Mutation im Cdc25-

Gen rückmutieren kann. Als Konsequenz wird durchgehend ein funktionelles Cdc25 

Protein exprimiert und die Hefezellen können per se bei der restriktiven Temperatur 

überleben. Um zwischen diesen Revertanten und Hefezellen, welche aufgrund einer 

Protein-Protein-Interaktion wachsen, unterscheiden zu können, prüft man die 

Galaktoseabhängigkeit des Wachstums. Das Fusionsprotein des Beuteplasmids steht 

unter der Kontrolle des Galaktosepromotors. Kolonien, welche bei 36°C auf 

Galaktoseplatten, aber nicht auf Glukoseplatten wachsen, repräsentieren positive 

Klone. Revertanten überleben auf beiden Platten, da ihr Wachstum nicht von der 

Expression des Beutefusionsproteins abhängt, also nicht galaktoseabhängig ist. 
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Abbildung 3: Das Ras Recruitment System. A: Bei permissiver Temperatur (RT) wächst die 

Hefezelle aufgrund des funktionellen Cdc25, bei der restriktiven Temperatur (36°C) kann sie nicht 

überleben. B: Bei einer Interaktion des Köder- und Beutefusionsproteins kann die Hefezelle aufgrund 

der räumlichen Lokalisation des mRas(61) in der Nähe der Membran überleben. C: Falsch positive 

Klone entstehen durch Verankerung von mRas der cDNS-Bank in der Zellmembran. D: Die 

Kotransformation mit mGAP unterdrückt die mRas-Falsch Positiven. E: Häufig auftretende Falsch 

positive Klone im RRS sind Sos-Homologe, welche die Funktion des Cdc25 übernehmen können. 

 

Trotz der geschilderten Probleme stellt das RRS ein sehr geeignetes System für die 

Suche nach intrazellulären Bindungspartnern von membranständigen Proteinen dar, 

da die Detektion der Protein-Protein-Interaktion in räumlicher Nähe der 

Plasmamembran erfolgt. 
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II Zielsetzung 
 

Im Rahmen dieser Arbeit sollten intrazelluläre Bindungspartner neuronaler 

Zelladhäsionsmoleküle der Immunglobulin-Superfamilie identifiziert werden. Diese 

Moleküle nehmen wichtige Aufgaben bei der neuronalen Entwicklung war. So sind 

sie an Prozessen der Zellerkennung, der Neuritogenese, der Förderung des axonalen 

Wachstums und der axonalen Wegfindung, der Bildung und Erhaltung von 

Myelinscheiden und vielen anderen Prozessen beteiligt. Derartige Funktionen 

erfordern die Weiterleitung von extrazellulären Signalen in das Zellinnere und sind 

daher häufig auf die Existenz zytoplasmatischer Interaktionspartner angewiesen. 

Dennoch sind bisher nur wenige intrazelluläre Bindungspartner von 

Zelladhäsionsmolekülen entdeckt worden. 

 

Eine Möglichkeit, nach unbekannten Protein-Protein-Interaktionen zu suchen, besteht 

in der Durchmusterung von cDNS-Genbanken mit Yeast two-hybrid Systemen. 

Hierzu sollten in dieser Arbeit die intrazellulären Domänen des myelin-assoziierten 

Glykoproteins, des Myelin-Protein Zero und des neuralen Zelladhäsionsmoleküls 

NCAM bei der Suche nach Bindungspartnern eingesetzt werden. Für den Einsatz des 

P0-Köders mußte zunächst eine geeignete cDNS-Bibliothek aus peripherem 

Nervengewebe hergestellt werden. Diese sowie kommerziell erhältliche Banken aus 

Mäuse- bzw. Rattenhirn sollten dann mit P0- und den obigen Ködern durchmustert 

werden. Neben dem konventionellen Yeast two-hybrid System sollte das Ras 

Recruitment System etabliert und zur Identifizierung zytoplasmatischer 

Interaktionspartner eingesetzt werden. 

 

Die erhaltenen Wechselwirkungen sollten anschließend mit Hilfe weiterer Methoden 

genauer charakterisiert werden. Zum einen sollten die Interaktionen per 

Koimmunpräzipitation verifiziert und zum anderen durch den Einsatz in Biacore-

Experimenten die Bindungskonstanten der Interaktionen bestimmt werden. 
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III Material 
 

1 Chemikalien 

 

Sämtliche Chemikalien wurden in p.A. Qualität von den folgenden Firmen bezogen: 

Life Technologies (Karlsruhe, Deutschland), Macherey & Nagel (Düren, 

Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), Serva (Heidelberg, Deutschland) und 

Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland). Restriktionsenzyme wurden von New 

England biolabs (Frankfurt am Main, Deutschland) und MBI Fermentas (St. Leon-

Rot, Deutschland), Molekulargewichtsstandards von Life Technologies bezogen. 

DNS-Aufreinigungskits wurden von Life Technologies, Pharmacia Biotech (Freiburg, 

Deutschland), Macherey & Nagel und Qiagen (Hilden, Deutschland) gekauft. 

Plasmide und molekularbiologische Reagenzien wurden von den Firmen Clontech 

(Heidelberg, Deutschland), Invitrogen (Groningen, Niederlande), Pharmacia Biotech, 

Promega (Mannheim, Deutschland), Qiagen und Stratagene (Amsterdam, 

Niederlande) erhalten. Oligonukleotide wurden bei metabion (München, Deutschland) 

bestellt. Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide und Plasmide sind im 

Anhang aufgeführt. Zellkulturmaterialien wurden von den Firmen Nunc (Roskilde, 

Dänemark) und Life Technologies bezogen. 

 

2 Lösungen und Puffer 

(in alphabetischer Reihenfolge) 

 

Soweit nicht anders erwähnt, wurden die Lösungen und Puffer mit bidestilliertem 

Wasser angesetzt. 

 

10 × AP-Puffer 0,5 M Tris-HCl (pH 8,5) 

(Dephosphorylierung) 50 mM MgCl2 

 

3-AT-Lösung 1 M 3-Amino-1,2,4-triazol in ddH2O 

(Hefetransformation)   steril filtriert 
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BCA-Reagenz A 1 % (v/v) Bicinchoninsäure Dinatriumsalz 

(BCA-Test) 1,7 % (w/v) Na2CO3 × H2O 

 0,16 % (w/v) Natriumtartrat 

 0,4 % (w/v) NaOH 

 0,95 % (w/v) NaHCO3, pH 11,25 

 

BCA-Reagenz B 4 % (w/v) CuSO4 × 5 H2O 

(BCA-Test) 

 

Beladungspuffer 1 mM EDTA pH 8,0 

(RNS-Gel) 0,25 % (w/v) Orange G 

 

Blockierungslösung 4 % (w/v) Milchpulver in TBS 

(Westernblot) 

 

DB-Puffer 1 mM EDTA in 1 M Sorbitol 

(Hefeplasmidisolation) 

 

DNS-Probenpuffer (5 ×) 50 % (v/v) Glycerol in TAE-Puffer 

(DNS-Gelelektrophorese) 100 mg Orange G 

 

Elutionspuffer QF 1,25 M NaCl 

(Qiagen, Plasmid Maxi Kit) 50 mM Tris-HCl, pH 8,5 

 15 % Isopropanol 

 

Entwicklungslösung 7,5 g Natriumcarbonat 

(Silberfärbung) 30 µl Formaldehyd (37% w/v) * 

 auf 250 ml  H2O 

   * frisch vor Gebrauch zugeben 
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Equilibrierungspuffer QBT 750 mM NaCl 

(Qiagen, Plasmid Maxi Kit) 50 mM MOPS, pH 7,0 

 15 % Isopropanol 

 0,15 % Triton X-100 

 

Färbelösung (X-gal) 100 ml Z-Puffer 

(β-Galaktosidase-Test) 0,27 ml β-Mercaptoethanol 

 1,67 ml X-gal-Lösung 

 

Fixierlösung 75 % Ethanol 

(Silberfärbung) 25 % Essigsäure 

 

Gelsolubilisierungspuffer L1 Natriumperchlorat und –actetathaltiger Puffer 

(Concert Gel Extraction Kit) 

 

HEPES-Puffer 10 mM HEPES, pH 7,4 

(Biacore) 150 mM NaCl 

 

Homogenisationspuffer 1 mM NaHCO3, pH 7,9 

(Membranisolation) 0,2 mM CaCl2 

 0,2 mM MgCl2 

 1,0 mM Spermidin 

 

Inkubationslösung 75 ml Ethanol 

(Silberfärbung) 17,0 g Natriumacetat 

 1,25 ml Glutaraldehyd (25% w/v) * 

 0,5 g Na2S2O3 × H2O * 

 auf 250 ml H2O 

   * frisch vor Gebrauch zugeben 
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10 × Ligationspuffer 200 mM Tris-HCl, pH 7,9 

(Ligation) 100 mM MgCl2 

 100 mM DTT 

 6 mM ATP 

 

LiSorb 100 mM Lithiumacetat, pH 7,5 

(Hefetransformation) 1 mM EDTA 

 10 mM Tris-HCl, pH 7,5 

 0,8 M Sorbitol 

 

Lösung A 50 mM Glukose 

(Hefeplasmidisolation) 10 mM Tris-HCl, pH 8,0 

 1 mM EDTA 

 

Lösung B 0,2 N NaOH 

(Hefeplasmidisolation) 1 % SDS 

 

Lösung C 4 M Kaliumacetat 

(Hefeplasmidisolation) 2 M Essigsäure 

 

Lösung I 100 mM Tris-HCl, pH 7,5 

(GFX Plasmidisolation) 10 mM EDTA 

 400 µg/ml Rnase I 

 

Lösung II 190 mM NaOH 

(GFX Plasmidisolation) 1 % SDS 

 

Lösung III Chaotroper Acetatpuffer 

(GFX Plasmidisolation) 

 

Lysierpuffer P2 200 mM NaOH 

(Qiagen, Plasmid Maxi Kit) 1 % SDS 
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10 × MOPS-Laufpuffer 200 mM MOPS, pH 7,0 

(RNS-Gel) 50 mM Natriumacetat, pH 4,8 

 10 mM EDTA, pH 8,0 

 auf 1 l mit DEPC Wasser, pH 7,0 

 

Nativer Lysierpuffer 50 mM NaH2PO4, pH 8 

(Bakterienlyse) 300 mM NaCl 

 10 mM Imidazol 

 

Neutralisationspuffer P3 3,0 mM Kaliumacetat, pH 5,5 

(Qiagen, Plasmid Maxi Kit) 

 

NTE-Puffer 0,1 M NaCl 

(Hefeplasmidisolation) 10 mM Tris-HCl, pH 8,0 

 1 mM EDTA 

 

10 × PCR-Puffer 100 mM KCl 

 100 mM (NH4)2SO4 

 200 mM Tris-HCl, pH 8,75 

 20 mM MgSO4 

 1 % (v/v) Triton  X-100 

 1 mg/ml BSA 

 

PEG/LiAc 10 mM Tris-HCl, pH 7,5 

(Hefetransformation) 1 mM EDTA 

 100 mM Lithiumacetat 

 40 % (w/v) PEG4000 

 

Puffer A1 50 mM Tris-HCl, pH 8,0 

(Macherey und Nagel, 10 mM EDTA 

NucleoSpin Plasmid Kit) 100 µg/ml Rnase A 
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Puffer A2 200 mM NaOH 

(NucleoSpin Plasmid Kit) 1 % SDS 

 

Puffer A3 3,0 mM Kaliumacetat, pH 5,5 

(NucleoSpin Plasmid Kit) 

 

Puffer A4 Tris-EDTA Puffer mit 80% (v/v) Ethanol 

(NucleoSpin Plasmid Kit) 

 

Puffer H1 Enthält Guanidin Hydrochlorid, EDTA, Tris-HCl 

(Concert PCR Purification) und Isopropanol 

 

Puffer H2 Enthält NaCl, EDTA und Tris-HCl 

(Concert PCR Purification)  

 

Resuspensionspuffer P1 50 mM Tris-HCl, pH 8,0 

(Qiagen, Plasmid Maxi Kit) 10 mM EDTA 

 100 µg/ml Rnase A 

 

RIPA-Puffer  50  mM  Tris-HCl, pH 7.4 

(Lyse von Zellen) 1 % (w/v)  Triton X-100 

 150  mM  NaCl 

 

RNS-Probenpuffer (für 30 µl Gesamtprobenvolumen) 

 

 2,5 µl 10 × MOPS-Laufpuffer 

 4,4 µl 37% Formaldehyd 

 12,5 µl Formamid 

 

SDS-Laufpuffer (10 ×) 0,25 M Tris-HCl, pH 8,3 

(Proteingel) 1,92 M Glycin 

 1,0 M SDS 

  27 



  III. MATERIAL 
   

 

SDS-Polyacrylamidsammelgel 3,77 ml deionisiertes Wasser 

(5%ig) 0,32 ml 1 M Tris pH 6,8 

 0,05 ml 10% SDS 

 0,83 ml 30% Acrylamid – Bis 29:1 

 25,0 µl 10% APS 

 5,0 µl TEMED 

 

SDS-Polyacrylamidtrenngel 3,92 ml deionisiertes Wasser 

(10%ig) 5,26 ml 1 M Tris pH 8,8 

 0,14 ml 10% SDS 

 4,70 ml 30% Acrylamid – Bis 29:1 

 70,0 µl 10% APS 

 7,0 µl TEMED 

 

5 × SDS-Probenpuffer 62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8 

(SDS-PAGE) 50 % (v/v) Glycerol 

 12,5 % (w/v) SDS 

 5 % (v/v) β-Mercaptoethanol 

 1 % Bromphenolbblau 

 

Silberlösung 0,5 g Silbernitrat 

(Silberfärbung) 50 µl Formaldehyd (37% w/v) * 

 auf 250 ml H2O 

   * frisch vor Gebrauch zugeben 

 

Stoplösung 1 % (w/v) Glycin in Wasser 

(Silberfärbung)  

 

50 × TAE 2 M Tris-Actetat, pH 8,0 

(DNS-Gele) 100 mM EDTA 
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10 × TE 0,1 M Tris-HCl, pH 7,5 

 10 mM EDTA 

 

Träger-DNS 10 mg/ml Heringssperma-DNS in Tris-HCl 

(Hefetransformation)   10 mM, pH 8,0 

   vor Gebrauch 20 min kochen, 

   dann auf Eis lagern 

 

Transferpuffer 25 mM Tris-HCl 

(Western-Blot) 192 mM Glycin 

 

Waschpuffer Tris-EDTA Puffer mit 80% (v/v) Ethanol 

(GFX Plasmidisolation) 

 

Waschpuffer L2 Tris-EDTA Puffer mit NaCl und 80% (v/v) 

(Concert Gel Extraction Kit) Ethanol 

 

Waschpuffer QC 1,0 M NaCl 

(Qiagen, Plasmid Maxi Kit) 50 mM MOPS, pH 7,0 

 15 % Isopropanol 

 

X-gal-Lösung 20 mg/ml X-gal in DMF, 

(β-Galaktosidase-Test)   dunkel lagern, -20°C 

 

Z-Puffer 16 g/l Na2HPO4 × 7 H2O 

(β-Galaktosidase-Test) 5,5 g/l NaH2PO4 × H2O 

 0,75 g/l KCl 

 0,246 g/l MgSO4 × 7 H2O 

 

Zymolyase-Lösung 30 mg/ml in ddH2O 

(Hefeplasmidisolation) 
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3 Nährmedien 

 

Die Nährmedien wurden autoklaviert, Antibiotika und andere hitzelabile Zusätze 

wurden nach Abkühlung auf weniger als 50°C zugesetzt. 

 

Gal-Medium 20 g D-Galaktose 

 10 g D-Raffinose 

 1,7 g Hefestickstoffbasis 

 5 g Ammoniumsulfat 

 * mg Aminosäuremix 

 auf 1 l mit ddH2O, pH 6,2, autoklavieren 

   * laut Hersteller 

 

Gal-Platten 20 g D-Galaktose 

 10 g D-Raffinose 

 1,7 g Hefestickstoffbasis 

 5 g Ammoniumsulfat 

 10 g Glycerol 

 * mg Aminosäuremix 

 40 g Agar 

 auf 1 l mit ddH2O, pH 6,2, autoklavieren 

   * laut Hersteller 

 

Glu-Medium 20 g D-Glukose 

 1,7 g Hefestickstoffbasis 

 5 g Ammoniumsulfat 

 * mg Aminosäuremix 

 auf 1 l mit ddH2O, pH 6,2, autoklavieren 

   * laut Hersteller 
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Glu-Platten 20 g D-Glukose 

 1,7 g Hefestickstoffbasis 

 5 g Ammoniumsulfat 

 * mg Aminosäuremix 

 40 g Agar 

 auf 1 l mit ddH2O, pH 6,2, autoklavieren 

   * laut Hersteller 

 

LB-Medium 10 g/l Bacto-Trypton, pH 7,4 

 10 g/l NaCl 

 5 g/l Hefeextrakt 

 

LB-Amp-Medium 100 mg/l Ampicillin in LB-Medium 

 

LB-Amp-Platten 20 g/l Agar in LB-Medium 

 100 mg/l Ampicillin 

 

LB-CAM-Platten 20 g/l Agar in LB-Medium 

 30 µg/ml Chloramphenicol 

 

SD-Medium 6,7 g Hefestickstoffbasis 

 182,2 g D-Sorbitol 

 20 g Dextrose 

 * mg Aminosäuremix 

 auf 1 l mit ddH2O, pH 5,8, autoklavieren 

   * laut Hersteller 

 

SD-Platten 20 g/l Agar in SD-Medium 

 

SD-CHX-Platten 1 µg/ml Cycloheximid in SD-Platten 

 

YPAD-Medium 0,003 % Adeninhemisulfat in YPD- 

   Medium 
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YPD-Medium 20 g Pepton 

 10 g Hefeextrakt 

 20 g Dextrose 

 auf 1 l mit ddH2O, pH 6,0, autoklavieren 

 

YPD-Platten 20 g/l Agar in YPD-Medium 

 

4 Bakterien- und Hefestämme, Zellinien 

 

CHO “Chinese hamster ovary” 

 Dehydrofolatreduktase defiziente Hamsterzellinie, 

 ATCC CRL-9096 

 (Stanley and Siminovitch, 1977) 

 

N2A Maus Neuroblastoma Zellinie, etabliert von einem 

 spontanen Tumor eines Albino A Mäusestammes  

 

E. coli DH5α deoR, endA1, gyrA96, hsdR17(rk
-mk

+), recA1, 

 relA1, supE44, thi-1, ∆(lacZYA-argFV169), 

 Φ80lacZ∆M15, F- 

 (Clontech) 

 

E. coli BL21 (DE3) F-, ompT, hsdSB (rB
-mB

-), gal, dcm (DE3) 

 (Novagen) 

 

E. coli M15 (pREP4) NaIS, StrS, RifS, Lac-, Ara-, Gal-, Mtl-, F-, RecA+, 

 Uvr+, Lon+ 

 (Qiagen) 

 

S. cerevisiae cdc25-2 MATα, ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2-801, 

 trp1-901, leu2-3, 112, cdc25-2 Gal+ 

 (Broder et al., 1998) 
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S. cerevisiae CG1945 MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2-801, 

 trp1-901, leu2-3, 112, gal4-542, gal80-538, cyhr2, 

 LYS2::GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3, 

 URA3::GAL417-mers(x3)-CYC1TATA-lacZ 

 (Clontech) 

 

S. cerevisiae Y187 MATα, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, 

 leu2-3, 112, gal4∆, met- gal80∆, omi2-12 

 URA3::GAL1UAS-GAL1TATA-lacZ 

 (Clontech) 

 

5 Zellkulturlösungen und -medien 

 

Zellkulturmedien wurden als 10 × Konzentrat von Life Technologies bezogen und mit 

zweifach destilliertem Wasser verdünnt. 

 

Dulbecco MEM (DMEM) 

supplementiert mit 10 % (v/v) fötalem Kälberserum 

 50 U/ml Penicillin/Streptomycin 

 1 mM Natrium Pyruvat 

 

Glasgow MEM (GMEM) (mit Nukleotiden) 

supplementiert mit 10 % (v/v) fötalem Kälberserum 

 50 U/ml Penicillin/Streptomycin 

 4 mM L-Glutamin 

 

RPMI Medium Firma Biochrom  

 

Versene Life Technologies 
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6 Molekulargewichtsstandards 

 

1 kb DNS Leiter insgesamt 14 Banden zwischen 200-10.000 bp 

(Life Technologies) 

 

BenchMark Proteinleiter 6 µl des Molekulargewichtsstandards wurden pro 

(Life Technologies) Tasche im SDS-Gel aufgetragen. 

 

7 Vektoren 

 

pACT2 Klonierungsvektor für das Yeast two-hybrid 

(Clontech) System, enthält die GAL4-Aktivierungsdomäne. 

 

pADH-Ras(61) RRS-Ködervektor zur Herstellung von Köder- 

(A. Aronheim) fusionskonstrukten mit dem mutierten Säugetier- 

 Ras-Protein. 

 

pAS2-1 Klonierungsvektor für das Yeast two-hybrid 

(Clontech) System, enthält die GAL4-Bindungsdomäne. 

 

pcDNA3 Expressionsvektor zur Transfektion von 

(Invitrogen) Säugerzellen. 

 

pET28a Prokaryontischer Expressionsvektor zur 

(Novagen) Expression von Proteinen mit Polyhistidin- 

 Domäne (5xHis) und RGS-Motiv am 5´-Ende der 

 multiplen Klonierungssequenz zur Aufreinigung 

 über Nickel und zur leichten Detektion mit 

 Antikörpern. 

 

pGAD10 Klonierungsvektor für das Yeast two-hybrid 

(Clontech) System, enthält die GAL4-Aktivierungsdomäne. 
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pMyr RRS-Beutevektor. 

(Stratagene) 

 

pQE30 Prokaryontischer Expressionsvektor zur  

(QIAGEN) rekombinanten Expression von Proteinen mit 

 Polyhistidin-Domäne (6xHis) am 5´-Ende der 

 multiplen Klonierungssequenz zur Aufreinigung 

 über Nickel. 

 

pYes∆PolyA RRS-Beutevektor zur Herstellung von Beute- 

(A. Aronheim) fusionskonstrukten mit Myristylierungssequenz. 

 

8 Antikörper 

 

8.1 Primäre Antikörper 

 

anti-NCAM (2B2) Aus Kaninchen. Polyklonaler Antikörper, gerichtet

 gegen die extrazelluläre Domäne von Maus- 

 NCAM (produziert im Labor von M. Schachner) 

 Verdünnung im Westernblot: 1:7.000 in 2% 

 Milch/TBS 

 

anti-NCAM (H28) Aus Ratte. Monoklonaler Antikörper, gerichtet 

 gegen Maus-NCAM. 

 Verdünnung in Immunfluoreszenz: 1:200 in 3% 

 BSA/PBS 

 

anti-Calmodulin Aus Kaninchen. Polyklonaler Antikörper, gerichtet 

(Santa Cruz) gegen Maus-Calmodulin. 

 Verdünnung in der Immunfärbung: 1:10 in 3% 

 BSA/PBS 
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anti-pentaHis Aus Maus. Monoklonaler Antikörper, der das 

(Qiagen) 5×His-Epitop erkennt. 

 Verdünnung im Westernblot: 1:2.000 in 2% 

 Milch/TBS 

 

anti-RGS Aus Maus. Monoklonaler Antikörper, der das 

(Qiagen) RGS-Epitop erkennt. 

 Verdünnung im Westernblot: 1:2.000 in 4% 

 Milch/TBS 

 

anti-GAL4-DNA-BD Aus Maus. Monoklonaler Antikörper, gerichtet 

(Santa Cruz) gegen AS 94-147 des humanen GAL4-Proteins 

 Verdünnung im Westernblot: 1:2.000 in 4% 

 Milch/TBS 

 

anti-Ras Aus Maus. Monoklonaler Antikörper. 

(Transduction Laboratories) Verdünnung im Westernblot: 1:1.000 in 4% 

 Milch/TBS 

 

8.2 Sekundäre Antikörper 

 

Alle HRP-gekoppelten Sekundärantikörper wurden von Dianova bezogen und in einer 

Verdünnung von 1:10.000 im Westernblot eingesetzt. Die in der Immunfärbung 

eingesetzten Cy3- und Cy5-markierten Sekundärantikörper wurden ebenfalls über 

Dianova bestellt. 
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IV Methoden 
 

1 DNS-Techniken 

 

1.1 Transformation von Bakterien 

(Sambrook et al., 1989) 

 

Zur Transformation der E. coli-Stämme BL21, M15 und DH5α wurden 100 µl einer 

Suspension der chemisch kompetenten Bakterien mit Plasmid-DNS (10-100 ng) oder 

einem Ligationsansatz (50 ng DNS) versetzt und für 30 Minuten auf Eis inkubiert. 

Nach Hitzeschock (3 min, 42°C) und Abkühlung (3 min, Eisbad) wurden 800 µl LB-

Medium zugegeben und der Ansatz für eine Stunde bei 37°C geschüttelt. Die Zellen 

wurden sedimentiert (1 min, 3000 × g, RT), der Überstand abgenommen und das 

Zellpellet in 100 µl LB-Medium resuspendiert, auf LB-Platten (supplementiert mit 

Antibiotika der vom Plasmid vermittelten Resistenz) ausgestrichen und über Nacht 

bei 37°C kultiviert. 

 

1.2 Plasmidisolation aus 1,5 ml E. coli Bakterienkulturen 

(GFX Micro Plasmid Prep Kit, Macherey und Nagel) 

 

Alle Zentrifugationsschritte wurden bei 14.000 Upm und Raumtemperatur in einer 

Eppendorf-Tischzentrifuge durchgeführt. Zur Isolation von Plasmid-DNS wurden  

1,5 ml der Übernachtkultur in ein Eppendorfgefäß überführt und die Bakterien durch 

einminütige Zentrifugation sedimentiert. Das Pellet wurde in 150 µl Lösung I 

resuspendiert und durch Zugabe von 150 µl Lösung II und 10-15maliges Invertieren 

lysiert. Nach 4minütiger Inkubation bei RT wurde durch Zugabe von 300 µl Lösung 

III gefällt (10-20maliges Invertieren des Eppendorfgefäßes). Das Präzipitat wurde 

durch Zentrifugation (5 min) abgetrennt und der Überstand auf eine GFX-Säule 

pipettiert. Nach einminütiger Inkubation wurde 30 Sekunden lang zentrifugiert und 
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die auf der Säule gebundene DNS mit 400 µl Waschpuffer gereinigt. Der Puffer 

wurde durch Zentrifugation (30 sec) entfernt und die Säule zur vollständigen 

Abtrennung des Waschpuffers erneut zentrifugiert (1 min). Die Säule wurde mit 50 µl 

heißem Tris-HCl (100 mM, pH 8) inkubiert und die DNS eluiert (1minütige 

Zentrifugation). 

 

1.3 Plasmidisolation aus 15 ml E. coli Bakterienkulturen 

(NucleoSpin Plasmid Isolation Kit, Macherey und Nagel) 

 

Alle Zentrifugationsschritte wurden, wenn nicht anders beschrieben, bei 14.000 Upm 

und Raumtemperatur in einer Eppendorf-Tischzentrifuge durchgeführt. 12 ml einer 

Übernachtkultur des transformierten Bakterienstammes wurden sedimentiert (5 min, 

4.100 × g, 4°C) und in 250 µl Puffer A1 resuspendiert. Durch Zugabe von 500 µl 

Puffer A2 und vorsichtiges Invertieren wurden die Zellen innerhalb von 5 Minuten bei 

RT lysiert. Nach Zugabe von 600 µl Puffer A3 und 8maligem Umschwenken wurden 

die Zelltrümmer durch Zentrifugation (10 Minuten, 4°C) abgetrennt. Der Überstand 

wurde auf eine NucleoSpin-Plasmidsäule pipettiert und zentrifugiert (30 sec), die 

Säule mit 600 µl Puffer A4 gewaschen und zentrifugiert (30 sec). Zur vollständigen 

Beseitigung von Ethanolrückständen wurde erneut eine Minute zentrifugiert und die 

DNS zweimal mit je 50 µl heißem Tris (10 mM, pH 8) eluiert (jeweils 1 min 

Zentrifugation). 

 

1.4 Plasmidisolation aus 400 ml E. coli Bakterienkulturen 

(Plasmid Maxi Kit, Qiagen) 

 

Zur Isolation großer Mengen DNS wurde der Qiagen Plasmid Maxi Kit verwendet. 

400 ml mit Antibiotika versetztes LB-Medium wurde mit 4 ml einer Übernachtkultur 

angeimpft und ü.N. geschüttelt (220 Upm, 37°C). Die Bakterien wurden durch 

Zentrifugation sedimentiert (6.000 × g, 15 min, 4°C) und in 10 ml 

Resuspensionspuffer P1 aufgenommen. Die Lyse erfolgte durch Zugabe von 10 ml 
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Puffer P2, 6maliges Invertieren und 5minütige Inkubation bei RT. Nach Addition von 

10 ml Neutralisationspuffer P3, 6maligem Invertieren und 20minütiger Inkubation auf 

Eis wurde 30 Minuten zentrifugiert (20.000 × g, 4°C). Der Überstand wurde auf eine 

equilibrierte Qiagen 500-Säule pipettiert. Nachdem die Lösung durchgelaufen war, 

wurde zweimal mit jeweils 30 ml Puffer QC gewaschen und die DNS anschließend 

mit 15 ml Puffer QF in ein Glasröhrchen eluiert. Die DNS wurde durch Zugabe von 

10,5 ml Isopropanol gefällt und durch Zentrifugation (30 min, 15.000 × g, 4°C) 

pelletiert. Nach einmaligem Waschen mit 70%igem Ethanol und Rezentrifugation 

unter gleichen Bedingungen wurde das DNS-Pellet getrocknet und mit dreimal 200 µl 

Tris-HCl (10 mM, pH 8, auf 70°C erhitzt) gelöst. 

 

1.5 Restriktionsverdau von DNS 

(Sambrook et al., 1989) 

 

Die zu schneidende DNS wurde mit der zweifachen Menge der berechneten 

Enzymeinheiten unter den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen inkubiert. Bei 

gleichzeitigem Verdau mit mehreren Enzymen wurden die vorgeschlagenen 

Pufferbedingungen gewählt. Bei Inkompatibilität wurde ein sequentieller Verdau 

durchgeführt, der Ansatz vor Einsatz des zweiten Enzyms aufgereinigt (Life 

Technologies, Concert PCR Purification System). Das Restriktionsprodukt wurde je 

nach Verwendungszweck entweder direkt eingesetzt, per PCR Purification System 

aufgereinigt, oder nach gelelektrophoretischer Separation aus dem Gel eluiert. 

 

1.6 Dephosphorylierung freier DNS-Enden 

(Sambrook et al., 1989) 

 

Zum Entfernen freier 5´-Phosphatgruppen von linearisierter Plasmid-DNS wurde 

alkalische Phosphatase (shrimp alkalische Phosphatase, Boehringer Mannheim) 

benutzt. Hierzu wurden 50 ng DNS mit AP-Puffer versetzt und nach Zugabe der 

Phosphatase (1 U) bei 37°C inkubiert (stumpfe DNS-Enden 60 min, klebrige 10 min). 
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Nach Zerstörung der Phosphatase (15 min, 65°C) wurde die dephosphorylierte DNS 

in der Ligation eingesetzt. 

 

1.7 Ligation von DNS-Fragmenten 

(Sambrook et al., 1989) 

 

Zur Ligation wurden 50 ng dephosphorylierte Plasmid-DNS mit dem 5-10fachen 

molaren Überschuß an Insert-DNS in 30 µl Ligationspuffer mit T4-DNS-Ligase (1 U) 

inkubiert (2 h RT oder ü.N. 16°C). Der Ligationsansatz wurde im Anschluß direkt für 

die bakterielle Transformation eingesetzt. 

 

1.8 Polymerase-Kettenreaktion 

 (Mullis et al., 1986) 

 

Die Amplifikation von DNS wurde in 50 µl Ansätzen durchgeführt. Dazu wurden die 

folgenden Reagenzien auf Eis zusammenpipettiert und die DNS je nach Anwendung 

entweder mit Hilfe von Taq-Polymerase (Life Technologies) oder Pfu-Polymerase 

(Stratagene) vervielfältigt. 

 

 DNS × ng 

 Oligonukleotid 1 10 pmol 

 Oligonukleotid 2 10 pmol 

 dNTP 10 nmol je Nukleotid 

 10 × PCR-/Pfu-Puffer 5 µl 

 Polymerase 2,5 U 

 ddH2O auf 50 µl 

 

Die Polymerase-Kettenreaktion erfolgte nach reaktionsspezifischen 

Temperaturprofilen in MJ Research PTC-200 Geräten. Bei Verwendung von 

Oligonukleotiden mit unterschiedlichen Schmelztemperaturen wurde die PCR bei der 

niedrigeren Tm durchgeführt. Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch 
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analysiert und entweder per Gelelution, oder mit Hilfe eines PCR-Aufreinigungskits 

isoliert. 

 

1.9 Aufreinigung von PCR-Produkten 

 (Concert Rapid PCR Purification System, Life Technologies) 

 

Alle Zentrifugationsschritte wurden in einer Eppendorf-Tischzentrifuge (1 min, 

14.000 Upm, RT) durchgeführt. Zur Aufreinigung der PCR-Produkte wurde der 

Reaktionsansatz nach Zugabe von 400 µl Puffer H1 auf eine Mikrosäule pipettiert und 

zentrifugiert. Nach einmaligem Waschen mit Puffer H2 und anschließender 

Zentrifugation wurden 50 µl Tris-HCl (10 mM, pH 8, 65°C) auf die Säule gegeben, 

eine Minute inkubiert und die DNS durch Zentrifugation von der Säule eluiert. 

 

1.10 Gelelektrophorese von DNS 

(Sambrook et al., 1989) 

 

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNS-Fragmenten wurden horizontale 

Agarosegele in 1 × TAE Puffer gefahren (SubCell GT Elektrophoresekammern, 

BIO-RAD). Je nach Fragmentgrößen wurden 0,8-2%ige (w/v) Agarosegel verwendet. 

Die Elektrophorese wurde je nach Anwendung und Gelgröße bei 90-120 Volt 

durchgeführt (Laufzeiten je nach Anforderung). Die DNS wurde mit der 

entsprechenden Menge DNS-Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. 

Nach dem Ende der Elektrophorese wurden die Gele 30 Minuten in 

Ethidiumbromidlösung (0,5 µg/ml in 1 × TAE Puffer) gefärbt und mit Hilfe eines 

Imagesystems (E.A.S.Y. RH Imager, HEROLAB) im UV-Licht analysiert. 

  41 



  IV. METHODEN 
   

 

1.11 DNS-Isolation aus Agarosegelen 

(Concert  Gel Extraction System, Life Technologies) 

 

Alle Zentrifugationsschritte wurden in einer Eppendorf-Tischzentrifuge (1 min, 

14.000 Upm, RT) durchgeführt. Zur Extraktion der DNS aus Agarosegelen durch 

Adsorption an Silicamembranen wurde die Bande unter UV-Licht ausgeschnitten, in 

ein Reaktionsgefäß überführt und mit dem dreifachen Volumen 

Gelsolubilisierungspuffer L1 versetzt. Nach 15minütiger Inkubation bei 50°C und 

gelegentlichem Vortexen wurde die Lösung auf eine Concert -Säule pipettiert, 

zentrifugiert, einmal mit 700 µl Waschpuffer L2 gewaschen und nach Zentrifugation 

mit 50 µl heißem Tris-Puffer (10 mM, pH 8,0) eine Minute lang inkubiert und 

anschließend durch Zentrifugation eluiert. 

 

1.12 DNS-Reinheitsanalyse und Konzentrationsbestimmung 

 

Die Reinheit und Konzentration von DNS wurde mit Hilfe eines Spektrophotometers 

(Ultrospec 3000, Amersham Pharmacia Biotech) bestimmt. DNS-Präparationen mit 

einer Ratio A260/A280 zwischen 1,8 und 2,0 wurden für ausreichend rein befunden und 

für weitere Versuche eingesetzt. 

 

1.13 DNS-Sequenzierung 

 

Die Sequenzierung von DNS erfolgte in der Sequenzierabteilung des ZMNH. Hierzu 

wurde 1 µg DNS in 7 µl ddH2O gelöst und mit 1 µl des entsprechenden 

Sequenzierprimers (10 pM) versetzt. 
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2 RNS-Techniken 

 

Alle Lösungen und Puffer wurden zur Zerstörung von Rnasen vor Gebrauch mit 

Diethylpyrocarbonat (DEPC, 0.1% v/v) versetzt, über Nacht gerührt und anschließend 

autoklaviert. Aminhaltige Puffer wurden in ausgebackenen Flaschen mit DEPC-

behandelten Lösungen angesetzt. Zur Verhinderung von Aerosol-Kontaminationen 

wurde ausschließlich mit Filterspitzen pipettiert. Die verwendeten Glasgeräte wurden 

bei 180°C über Nacht gebacken. 

 

2.1 Isolation von Gesamt-RNS aus bovinem Ischiasnerv 

(TRIZOL LS Reagenz, Life Technologies) 

 

1 g tiefgefrorener boviner Ischiasnerv wurde in einem Mörser unter flüssigem 

Stickstoff zermahlen bis ein feiner Sand entstanden war. Dieses Gewebepulver wurde 

in ein Falcontube überführt, mit 15 ml eiskaltem TRIZOL LS Reagenz versetzt und 

mit Hilfe eines Polytron-Homogenisators homogenisiert. Alle folgenden Schritte 

wurden, soweit nicht anders beschrieben, bei Raumtemperatur durchgeführt. Die 

Suspension wurde für 5 Minuten inkubiert, nach Zugabe von 4 ml Chloroform (0,2 ml 

pro 0,75 ml TRIZOL LS Reagenz) 15 Sekunden kräftig geschüttelt und erneut für  

10 Minuten inkubiert. Das Gemisch wurde zentrifugiert (4°C, 15 min, 12.000 × g), 

woraufhin sich die Lösung in drei Phasen trennte. Die obere, klare wässrige Phase, 

welche die RNS enthielt (ungefähr 70% des eingesetzten TRIZOL LS Volumens) 

wurde abgenommen. 

 

Zur Fällung der RNS wurden 10 ml Isopropylalkohol (0,5 ml Alkohol pro 0,75 ml 

TRIZOL LS Reagenz) zugegeben und die RNS nach 10minütiger Inkubation durch 

Zentrifugation (10 Minuten bei 12.000 × g und 4°C) präzipitiert. Das gelartige Pellet 

wurde einmal mit 75%igem Ethanol gewaschen (mindestens 1 ml Ethanol auf 0,75 ml 

TRIZOL LS) und die RNS erneut für 5 Minuten zentrifugiert (7.500 × g bei 4°C). Der 

Überstand wurde abdekantiert und das verbleibende Pellet luftgetrocknet. Die leicht 

feuchte RNS wurde in DEPC-Wasser aufgenommen und durch vorsichtiges Auf- und 
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Abpipettieren und 10minütige Inkubation bei 55-60°C gelöst. Die RNS wurde mit 

Hilfe denaturierender Agarosegelelektrophorese analysiert und die Konzentration 

anschließend spektrophotometrisch festgestellt. 

 

2.2 Isolation von mRNS 

(Oligotex, Qiagen) 

 

Die mRNS wurde mit Hilfe von Oligotexkügelchen isoliert. Die Durchführung 

erfolgte nach der „Spin-Column“ Prozedur des Handbuchs. Alle Zentrifugations-

schritte erfolgten bei maximaler Geschwindigkeit in einer Tischzentrifuge bei RT. Bei 

Ausgangsmengen von bis zu 1 mg Gesamt-RNS wurde das Volumen mit DEPC-

Wasser auf 500 µl gebracht und 500 µl Bindungspuffer, sowie 55 µl 

Oligotexkügelchen zugegeben. Die Suspension wurde durch vorsichtiges Schnippen 

des Gefäßes gemischt und anschließend für 3 Minuten bei 70°C inkubiert. Durch 

langsames Abkühlen in einem Wasserbad auf Raumtemperatur wurde der Poly(A)-

Schwanz der mRNS an die Oligo(dT)-Oberfläche der Kügelchen hybridisiert. Der 

mRNS/Oligotex-Komplex wurde  für 2 Minuten zentrifugiert und der Überstand 

verworfen. Die Kügelchen wurden in 400 µl Waschpuffer OW2 resuspendiert, auf 

eine Mikrosäule pipettiert und für 1 Minute zentrifugiert. Die Säule wurde in ein 

frisches 1,5 ml Gefäß überführt und nach erneuter Zugabe von 400 µl Waschpuffer 

OW2 eine Minute zentrifugiert. Zur Elution der mRNS wurde die Säule in ein frisches 

Gefäß überführt und dieses in einen 70°C heißen Heizblock gestellt. Nach 

einminütiger Inkubation mit 30 µl heißem Elutionspuffer (70°C) wurde zentrifugiert 

(1 Minute). Der Elutionsschritt wurde wiederholt und die Eluate vereint. 

 

2.3 Gelelektrophorese von RNS 

(Sambrook et al., 1989) 

 

Die Integrität der RNS wurde mittels denaturierender Agarosegelelektrophorese 

überprüft (für optimale Resultate wurden 300-500 ng RNS aufgetrennt). Dazu wurden 

0,7 g Agarose in 50,7 ml DEPC-Wasser aufgekocht. Nach Abkühlung auf ca. 60°C 
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wurden 5,8 ml 10 × MOPS-Laufpuffer und 1,75 ml 37%iges Formaldehyd zugegeben 

und das Gel gegossen. Zu 5,6 µl RNS-Lösung wurden 19,4 µl RNS-Probenpuffer 

gegeben, 15 Minuten bei 55°C inkubiert und die Proben bis zur Gelbeladung auf Eis 

gelagert. Die RNS wurde nach Zugabe von 3 µl Beladungspuffer gelelektrophoretisch 

aufgetrennt (Gelvorlauf 5 Minuten bei 50 V, Auftrennung 2 Stunden bei 50 V). Das 

Gel wurde mehrmals mit DEPC-Wasser gewaschen und 35 Minuten gefärbt  

(0,5 µg/ml Ethidiumbromid in 0,1 M Ammoniumacetat). Nach zweistündigem 

Entfärben in DEPC-Wasser wurden die ribosomalen 28S und 18S RNS-Banden im 

UV-Licht detektiert. 

 

2.4 Konstruktion einer cDNS-Bank aus bovinem Ischiasnerv 

(Matchmaker Two-Hybrid cDNS-Library Construction Kit, Clontech) 

 

Zur Synthese einer cDNS-Bank im Hefeexpressionsvektor pGAD10 wurden 10 µg 

aus bovinem Ischiasnerv isolierte mRNS eingesetzt. Die Herstellung der Bank 

erfolgte gemäß dem detaillierten, mitgelieferten Protokoll (PT1113-1, Version 

PR71194). 

 

Kurz beschrieben erfolgte die DNS-Erststrangsynthese unter Verwendung von 

Oligo(dT)-Primern und randomisierten Primern aus jeweils 5 µg mRNS mit Hilfe von 

MMLV Reverser Transkriptase. Nach Generation der DNS-Zweitstränge wurden 

ungepaarte DNS-Überhänge mit T4 DNS Polymerase verdaut, so daß stumpfe Enden 

entstanden. Nach Vereinigung und Aufreinigung der Ansätze wurden EcoRI 

vorgeschnittene Adaptoren an die stumpfe DNS ligiert. Die DNS-Doppelstränge 

wurden anschlließend phosphoryliert und nach einer Größenfraktionierung mittels 

Mikrosäulen in den mit EcoRI-vorgeschnittenen pGAD10 Vektor ligiert. Die 

Plasmidbank wurde in E. coli Bakterien amplifiziert und die Anzahl unabhängiger 

Transformanten bestimmt. 

 

Zur Überprüfung der Integrität der cDNS-Bank wurde die Plasmid-DNS aus 20 

einzelnen Bakterienkolonien isoliert, mit EcoRI geschnitten und die Größe der 
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eingebauten cDNS durch Auftrennung im Agarose-Gel analysiert. Weiterhin wurden 

10 cDNS-Inserts sequenziert, um die korrekte Ligation der Adaptoren und den 

offenen Leserahmen zu kontrollieren. Die auf diese Weise erzeugte Primärbank 

wurde auf einen Titer größer 109 cfu/ml eingestellt und als Glycerolstock bei -80°C 

weggefroren. 

 

2.5 Amplifikation von cDNS-Banken 

(Sambrook et al., 1989) 

 

Primäre cDNS-Banken wurden vor dem Einsatz im Yeast two-hybrid System 

zunächst amplifiziert. Hierzu wurden die Titer der Bakterienglycerolstocks bestimmt, 

anschließend insgesamt 5 × 106 Transformanten auf 150 LB-Amp-Platten (145 mm 

Durchmesser) ausplattiert und über Nacht bei 37°C kultiviert. Die Kolonien wurden 

mit LB-Amp-Medium von den Platten geschabt und in insgesamt 5 Liter Medium 

aufgenommen. Nach einer Erholungsphase von zwei Stunden wurde die Plasmid-

DNS isoliert (insgesamt 12 Plasmid Maxi Kit Präparationen, Qiagen). Die erhaltene 

DNS wurde vereint und in kleinen Aliquots bei -20°C gelagert. 

 

3 Interaktionstests 

 

3.1 Yeast two-hybrid System 

 

3.1.1 Kultivierung und Transformation von Hefestämmen 

(Guthrie and Fink, 1991) 

 

Hefestämme wurden dauerhaft als Glycerolstock (in YPD-Medium, 25% Glycerin 

(v/v), -80°C) bzw. für bis zu drei Wochen auf YPD- oder SD-Platten ausgestrichen 

(bei 4°C) gelagert. 
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Die Hefestämme CG1945 und Y187 wurden bei 30°C kultiviert. Für Flüssigkulturen 

wurden 50 ml YPD-Medium mit mehreren (2-3 mm großen) Kolonien inokuliert und 

die Vorkultur bis zum Erreichen der stationären Phase geschüttelt (OD600 > 1,5; 250 

Upm; über Nacht). Für die Hauptkultur wurden 300 ml YPAD durch Zugabe einer 

entsprechenden Menge Vorkultur auf eine OD600 = 0,2-0,3 gebracht und 4-5 Stunden 

geschüttelt (250 Upm, bis zu einer OD600 = 0,5±0,1). Die Zellen wurden zentrifugiert 

(1000 × g, RT, 5 min), das Sediment zweimal mit jeweils 50 ml ddH2O und einmal 

mit LiSorb gewaschen (Zentrifugation unter denselben Bedingungen wie zuvor). Das 

Pellet wurde in 1,5 ml LiSorb aufgenommen und bis zur Transformation bei RT 

gelagert. 

 

3.1.2 Transformation einzelner Plasmide 

(Guthrie and Fink, 1991) 

 

Sollten einzelne Plasmidkombinationen in die Hefezellen transformiert werden, so 

wurden 100 µl der kompetenten Hefezellen mit 1 µg der jeweiligen Plasmide und  

10 µl Träger-DNS gemischt und gevortext. Nach Zugabe von 900 µl PEG/LiAc 

wurde für 30 min bei 30°C geschüttelt, anschließend 100 µl DMSO zugegeben und 

vorsichtig gemischt. Die Transformation erfolgte darauf per Hitzeschock bei 42°C für 

15 min, wobei alle 5 min durch vorsichtiges Schnippen gemischt wurde. Der Ansatz 

wurde 3 min auf Eis inkubiert, 1 min zentrifugiert (RT, Eppendorf-Tischzentrifuge, 

6.000 Upm) das Zellpellet in 100 µl 1 × TE resuspendiert, auf entsprechenden 

Selektionsplatten ausgestrichen und 4-6 Tage bei 30°C inkubiert. 

 

3.1.3 Durchmusterung von cDNS-Banken 

(Matchmaker GAL4 Two-Hybrid System, Clontech) 

 

Das Köderplasmid wurde in Hefezellen des Stammes CG1945 transformiert und auf 

Fähigkeit zur Autoaktivierung der Reportergene geprüft. Leichte Autoaktivität wurde 

im konventionellen Yeast two-hybrid System durch Zusatz von 3-AT (5-10 mM) im 

Medium unterdrückt. 
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Zur Durchmusterung von cDNS-Banken wurden Köder- und Genbankplasmid 

sequentiell transformiert. Zunächst wurde das Köderplasmid transformiert, 

anschließend die cDNS-Bank. Die Durchführung entsprach im wesentlichen der 

Transformation einzelner Plasmide (siehe IV 3.1.2), allerdings wurden für die 

Vorkultur 100 ml SD-Medium (-trp) und für die Hauptkultur 500 ml YPAD-Medium 

benutzt. 

 

Die kompetenten Hefezellen wurden auf 14 Ansätze à 100 µl verteilt, jeweils mit  

100 µl DNS-Mix versetzt (DNS-Mix: 400 µg cDNS-Bank-Plasmid, 1 ml Träger-

DNS, 150 µl 10 × TE, 150 µl 10 × LiAc mit ddH2O auf 1,5 ml) und kurz gevortext. 

Nach Zugabe von jeweils 900 µl PEG/LiAc wurde für 30 min geschüttelt (30°C,  

250 Upm). Es wurden je 100 µl DMSO zugegeben und per Hitzeschock transformiert. 

Die nach Zentrifugation (RT, 6.000 × g, Eppendorf-Zentrifuge) erhaltenen Zellpellets 

wurden in je 200 µl 1 × TE aufgenommen und auf insgesamt 14 SD-Platten (-trp, -leu, 

-his, + 3-AT; 145 mm Durchmesser) ausgestrichen. Positive Kolonien wurden nach  

6-10 Tagen isoliert und erneut auf Selektionsplatten vereinzelt. Zum selektiven 

Verlust des Köderplasmids wurden Einzelkolonien in 100 µl 1 × TE resuspendiert und 

auf Cycloheximid-supplementierten SD-Platten (-leu, + 1 µg/ml CHX) für 3-5 Tage 

bei 30°C inkubiert. 

 

Zur Überprüfung der two-hybrid-Interaktion wurden diploide Transformanten durch 

Kreuzung der Hefestämme CG1945 und Y187 hergestellt. Dazu wurden Hefezellen 

des Stammes Y187 zunächst mit den Kontrollplasmiden transformiert. Dann wurden 

einzelne Kolonien dieser Hefen zusammen mit CG1945-Kolonien, die das 

Bankplasmid trugen, in 3 ml YPD-Medium gemischt und bei 30°C ü.N. geschüttelt. 

100 µl der Übernachtkultur wurden auf Selektionsplatten (-trp, -leu, -his, + 3-AT) 

ausplattiert und das Wachstum der Doppeltransformanten verfolgt. 
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3.1.4 β-Galaktosidase-Aktivitätstest 

(Matchmaker GAL4 Two-Hybrid System, Clontech) 

 

Neben der Aktivierung des HIS3-Gens ließ sich die Interaktion zweier Proteine im 

Yeast two-hybrid System auch anhand der β-Galaktosidase-Aktivität überprüfen. 

Dazu wurde ein Filterabzug der Hefezellen erstellt. Die am Filter haftenden Zellen 

wurden durch mehrfaches Eintauchen in flüssigen Stickstoff lysiert. Der Filterabzug 

wurde in einer vorbereiteten Petrischale auf einem mit frisch hergestellter 

Färbelösung (X-Gal) befeuchteten Filterpapier positioniert und anschließend in der 

verschlossenen Petrischale bei 30°C inkubiert. Die tiefblaue Färbung der 

Positivkontrollen (aufgrund der Expression des Gal4-Transkriptionsfaktors) konnte 

nach 20-30 Minuten beobachtet werden. 

 

3.1.5 Plasmidisolation aus Hefekulturen 

(Yeast Protocols Handbook PT3024-1, Clontech) 

 

Alle Zentrifugationsschritte erfolgten, wenn nicht anders vermerkt, bei maximaler 

Geschwindigkeit und RT in einer Eppendorf-Zentrifuge. 

 

3 ml einer Übernachtkultur wurden zentrifugiert und das Zellpellet in 400 µl DB-

Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 40 µl Zymolyase-Lösung und einstündiger 

Inkubation bei 37°C wurden die Hefezellen durch Zentrifugation (2 min, 6.000 × g, 

RT) sedimentiert. Nach einmaligem Waschen mit NTE-Puffer wurden 100 µl Lösung 

A zugegeben, gevortext und zur alkalischen Lyse 200 µl Lösung B addiert und 

vorsichtig gemischt. Nach 4minütiger Inkubation bei RT wurden 300 µl Lösung C 

zugegeben, vorsichtig gemischt und 5 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation 

(5 min) wurden 500 µl des Überstandes in ein frisches Gefäß überführt und die DNS 

durch Zugabe von 300 µl Isopropanol gefällt. Nach 5minütiger Zentrifugation und 

einmaligem Waschen mit 70% Ethanol wurde das DNS-Pellet getrocknet und in 50 µl 

Tris-HCl (10 mM, pH 8,0) gelöst. 
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3.1.6 Elektroporation von Plasmid-DNS in E. coli Bakterien 

 

Da die aus Hefezellen isolierte Plasmid-DNS für Sequenzierungszwecke nicht rein 

genug ist, wurde sie zunächst per Elektroporation in E. coli Bakterien transformiert. 

Hierzu wurden 100 µl elektrokompetente Zellen mit der DNS gemischt und in 0,1 cm 

Küvetten elektroporiert (E. coli Pulser, BIORAD, 1,8 kV). Der Elektroporations-

ansatz wurde mit LB-Medium auf 1 ml aufgefüllt und nach einstündiger Inkubation 

bei 37°C komplett auf LB-Amp-Platten ausgestrichen. Von diesen Platten wurden 

nach 24 Stunden einzelne Kolonien gepickt und damit für die Plasmidisolation 

Flüssigkulturen angeimpft. 

 

3.2 Ras Recruitment System (RRS) 

(Aronheim et al., 1997) 

 

Die Kultivierung und Transformation der Hefe erfolgte im wesentlichen wie bereits 

beschrieben. Der im Ras Recruitment System verwendete Hefestamm cdc25-2 wurde 

bei unterschiedlichen Temperaturen inkubiert - unter permissiven Bedingungen bei 

22-25°C, unter restriktiven Bedingung bei 36-37°C. Zur Durchmusterung von cDNS-

Banken wurden zunächst Köder- und mGAP-Plasmid kotransformiert, anschließend 

die cDNS-Bank. 

 

Für die Vorkultur wurden 100 ml Glu-Medium (-leu, -trp) mit einigen mGAP- und 

Köderplasmid-tragenden Kolonien inokuliert, bei 24°C bis zum Erreichen der 

stationären Phase geschüttelt (250 Upm) und mit dieser Suspension die Hauptkultur 

(500 ml YPAD-Medium) angeimpft. Das in 1,5 ml LiSorb aufgenommene Zellpellet 

wurde in 50 µl Aliquots auf 30 Eppendorf-Gefäße aufgeteilt und mit jeweils 50 µl 

DNS-Mix (300 µl Träger-DNS und 90 µg cDNS-Bank auf 1,5 ml Volumen mit 

LiSorb) versetzt, gevortext und 30 min bei 24°C geschüttelt (250 Upm). Es wurden 

900 µl PEG/LiAc zugegeben, gemischt und weitere 30 min inkubiert. Nach Zugabe 

von 100 µl DMSO erfolgte der Hitzeschock wie oben beschrieben. Die nach 
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Zentrifugation erhaltenen Zellpellets wurden in jeweils 200 µl 1 × TE aufgenommen 

und auf großen Glu-Platten (-trp, -leu, -ura) für 2-3 Tage bei 24°C inkubiert. 

 

Die unter den permissiven Bedingungen gewachsenen Kolonien wurden mit Hilfe 

eines Stempels und autoklaviertem Kunstsamt auf Glu- und Gal-Platten (-trp, -leu,  

-ura) repliziert. Nach 6-10 Tagen Inkubation bei 36°C wurden diejenigen Kolonien 

isoliert, welche auf den Galaktose-, aber nicht auf den Glukose-Platten gewachsen 

waren. Diese Kolonien wurden auf zwei mit einem Raster versehenen Glu-Platten 

ausgestrichen. Eine Platte diente zur Sicherung der positiven Kolonien und wurde bei 

4°C verwahrt. Die andere wurde nach viertägiger Inkubation bei 24°C erneut auf Glu- 

und Gal-Platten replikaplattiert und die Galaktoseabhängigkeit des Wachstums unter 

den restriktiven Bedingungen verfolgt. Von Hefekolonien, die zweimalig 

differentielles Wachstum auf Glukose- und Galaktose-Platten zeigten, wurde die 

Plasmid-DNS isoliert und diese per Elektroporation in E. coli Bakterien transformiert. 

Durch Ausstreichen auf LB-CAM-Platten wurde auf Genbankplasmid-tragende 

Transformanten selektioniert. Nach Plasmidisolation wurden die DNS-Inserts mit den 

Restriktionsenzymen EcoRI und XhoI herausgeschnitten und deren Größe 

gelelektrophoretisch festgestellt. Zusätzlich konnten durch Verdau der Plasmid-DNS 

mit RsaI mehrfach auftretende Klone identifiziert werden, so daß nur einzelne 

Vertreter dieser Gruppen weiter charakterisiert werden mußten. 

 

Zur Überprüfung der RRS-Interaktionen wurden die Genbankplasmide in 

verschiedenen Kombinationen zusammen mit Kontrollplasmiden in die cdc25-2-Hefe 

transformiert und das differentielle Wachstum bei 36°C auf Glukose- und Galaktose-

Platten analysiert. 

 

3.3 Oberflächenplasmonresonanz (Biacoresystem) 

(Jonsson et al., 1991) 

 

Die Untersuchungen zur „Biomolekularen Interaktionsanalyse“ wurden in der 

Serviceabteilung des ZMNH von Dr. Christian Schulze an einem Biacore 3000 Gerät 

durchgeführt. Hintergrund der Technik ist das physikalische Phänomen der 
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Oberflächenplasmonresonanz: Innerhalb gewisser Grenzen besteht ein linearer 

Zusammenhang zwischen der Menge des auf einer Meßoberfläche angesammelten 

Materials und der indirekt gemessenen Änderung des Brechungsindizes dieser 

Schicht. Während der eine Bindungspartner auf einer hydrophilen Matrix (CM5-Chip) 

immobilisiert wird, strömt der andere Partner in einem Pufferstrom über die Schicht. 

Die resultierende zeitliche Änderung des Meßwertes wird in einem Sensorgramm 

dargestellt. Aus dem Verlauf der Kurven lassen sich anhand eines vorgegebenen 

Modells der Wechselwirkung die Dissoziationskonstanten und gegebenenfalls auch 

die Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten der Interaktion errechnen. 

 

Zur Untersuchung des Bindungsverhaltens der rekombinant hergestellten, über Nickel 

aufgereinigten intrazellulären Domänen von NCAM140, NCAM180, CHL1 und L1 

wurden diese in HEPES-Puffer gelöst (1 µM) und die Proteinlösungen entweder in 

An- oder in Abwesenheit von Kalzium (1 mM CaCl2 oder 5 mM EDTA) im 

Pufferstrom über die Calmodulinoberfläche geleitet. 

3.4 Calmodulin-Bindungsassay 

 

Calmodulin-Agarosebeads (Calbiochem) wurden vor ihrem Einsatz zweimal mit 

Ripapuffer (0,1% NP-40) gewaschen. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei  

200 × g und 4°C. Die Untersuchung der Bindung aufgereinigter, rekombinant 

exprimierter intrazellulärer Domänen von NCAM erfolgte in An- bzw. Abwesenheit 

von Kalzium. Hierzu wurden sämtliche Puffer entweder mit 1 mM MgCl2 und 2 mM 

CaCl2, oder mit 5 mM EDTA versetzt. 

 

30 µl Beads wurden in einem 0,5 ml Eppendorfgefäß in 250 µl Ripapuffer (0,1-0,5% 

NP-40) mit dem His-markierten Protein (10 µg) versetzt und 2 Stunden bei 4°C bei 

geringer Geschwindigkeit rotiert. Die Beads wurden 5 × 5 Minuten mit Ripapuffer 

(0,1% NP-40) gewaschen. Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte durch 

Zugabe von 60 µl 2 × SDS-Probenpuffer und 15minütiges Aufkochen. Die Beads 

wurden abzentrifugiert (5 Minuten, 14.000 UpM, RT) und das Eluat 

gelelektrophoretisch aufgetrennt. 
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4 Proteinbiochemische Methoden 

4.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen mit dem BCA-Test 

(Smith et al., 1985) 

 

Zur Konzentrationsbestimmung von Proteinlösungen wurden Reagenz A und B im 

Verhältnis 50:1 gemischt. Je 10 µl Proteinlösung wurden mit 200 µl dieser BCA-

Lösung versetzt, gemischt und für 30 min bei 37°C inkubiert. Anschließend erfolgte 

die Vermessung der Extinktion bei 560 nm und die Ermittlung des Proteingehaltes 

durch Korrelation mit einer BSA-Eichreihe. 

 

4.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

(Laemmli, 1970) 

 

Zur Analyse von Proteinen und Proteingemischen wurden SDS-Polyacrylamidgele 

(Trenngel 8-12%ig, Sammelgel 5%ig, 1 mm Dicke) in Mini-Protean III 

Elektrophoresekammern (BIO-RAD) verwendet. Die Proben wurden mit der 

entsprechenden Menge 5 × Probenpuffer versetzt, 20 min aufgekocht und kurz 

abzentrifugiert. Die Elektrophorese wurde mit 80 V gestartet und nach 10 Minuten 

auf 140 V hochgestellt. Die Laufzeit richtete sich nach den aufzutrennenden 

Proteingrößen. Als Molekulargewichtsstandard und zur Überprüfung des Transfers im 

anschließenden Westernblot wurde die vorgefärbte BenchMark Leiter (Life 

Technologies) benutzt. 

 

4.3 Silberfärbung von SDS-Polyacrylamidgelen 

(Bruckner et al., 2000) 

 

Zur Überprüfung der Reinheit von Proteinpräparationen und für den 

Calmodulinbindungsassay wurden SDS-Gele silbergefärbt. Alle Schritte erfolgten bei 

RT unter leichtem Schütteln bei 100 Upm. Das Gel wurde in 50 ml Fixierlösung  

30 min inkubiert und anschließend mit 50 ml Inkubationslösung für mindestens  
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30 min behandelt. Nach Waschen mit Wasser (3 × 5 min) wurde die Silberlösung 

appliziert (40 ml, 20 min). Das Gel wurde kurz gewaschen und mit 

Entwicklungslösung inkubiert, bis deutliche Banden zu erkennen waren (5-7 min). 

Die Entwicklung wurde durch 10minütige Behandlung mit Stoplösung beendet. Nach 

dreimaligem Waschen (s.o.) wurde das Gel in einem Geltrockner (BIO-RAD, GelAir 

Dryer) zwischen Cellophanfolie getrocknet. 

 

4.4 Western-Blot-Analyse 

 

4.4.1 Elektrophoretischer Transfer 

(Towbin et al., 1979) 

 

Nach durchgeführter Elektrophorese wurde der Transfersandwich unter 

Transferpuffer zusammengebaut. Es wurden Nitrocellulosemembranen (Schleicher & 

Schuell, Protran Nitrocellulose BA 85, 0,45 µm) verwendet. Zur Durchführung des 

elektrophoretischen Transfers bei konstanter Spannung wurde eine Mini Trans-Blot 

Transferzelle von BIO-RAD genutzt (120 min, 65 V, Eiskühlung oder 35 V über 

Nacht). 

 

4.4.2 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Nitrocellulosemembranen 

(Ausubel, 1996) 

 

Nach Beendigung des elektrophoretischen Transfers wurde die Membran mit der 

proteingebundenen Seite nach oben in eine Glasküvette gelegt. Nach kurzem 

Waschen mit TBS wurden 10 ml Blockierungslösung zugegeben und eine Stunde bei 

RT geschwenkt. Anschließend wurde der Primärantikörper in entsprechender 

Verdünnung für 2 h bei RT, oder über Nacht bei 4°C appliziert. Die Membran wurde 

dann 5 × 5 Minuten mit TBS gewaschen und für 2 h bei RT mit dem Zweitantikörper 

inkubiert. Nach erneutem Waschen mit TBS (s.o.) wurden die Proteinbanden mit 

Hilfe verstärkter Chemilumineszenz nachgewiesen. 
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4.4.3 Immunologischer Nachweis mittels verstärkter Chemilumineszenz (ECL) 

 

Die Nitrozellulosemembran wurde für eine Minute mit der ECL-Detektionslösung 

(Pierce; 1:1-Mischung der Lösungen I und II) inkubiert. Die Lösung wurde entfernt 

und der Blot zwischen zwei Cellophanfolien gelegt. Die Auswertung erfolgte durch 

Belichtung eines Röntgenfilms (Biomax-MR, Kodak) mit Hilfe der Membran über 

verschiedene Zeiträume. 

 

4.5 Indirekte Immunfluoreszenzfärbung 

 

Zur Fixierung von Hippocampusneuronen wurden diese 15 Minuten in 4% 

Paraformaldehyd in PBS, pH 7,3 bei RT inkubiert. Nach Blockierung mit 3% BSA (in 

PBS) wurde der monoklonale anti-NCAM-Antikörper (H28, 1:200, 3% BSA in PBS) 

für 30 Minuten appliziert. Nach viermaligem Waschen mit PBS (5 min) wurde der 

Fluorochrom-gekoppelte sekundäre Antikörper für 30 Minuten appliziert. Die Zellen 

wurden erneut viermal 5 Minuten mit PBS gewaschen und für 10 Minuten mit 2% 

Paraformaldehyd (in PBS) nachfixiert. Die Zellen wurden durch 5minütige Inkubation 

mit 0,25% Triton X-100 in PBS permeabilisiert und anschließend mit 3% BSA in 

PBS blockiert. Nach 60minütiger Inkubation mit dem polyklonalen anti-CaM-

Antikörper (1:10, 3% BSA in PBS) wurde viermal 10 Minuten gewaschen. Der 

Fluorochrom-markierte sekundäre Antikörper wurde anschließend für 30 Minuten 

appliziert. Nach erneutem Waschen (s.o.) wurden die Zellen in Aqua Poly/Mount 

Medium (Polysciences Inc., Warrington, PA, USA) eingebettet. 

 

Zur Untersuchung der Koredistribution von NCAM und Calmodulin wurde der anti-

NCAM-Antikörper (1:200) zu den lebenden Kulturen gegeben und diese für  

15 Minuten im CO2-Brutschrank bei 37°C inkubiert. Die Kulturen wurden 

anschließend kurz viermal mit vorgewärmtem Medium gewaschen. Der sekundäre 

Antikörper (1:50) wurde für 5 Minuten appliziert (Bedingungen wie zuvor). Nach 

erneutem Waschen (s.o.) wurden die Zellen durch 15minütige Behandlung mit 4% 

Paraformaldehyd in PBS bei RT fixiert und Calmodulin wie oben beschrieben 

detektiert. 
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Die Analyse der immungefärbten Zellen erfolgte an einem konfokalen Laserscanning 

Mikroskop (LSM510, Zeiss). 

 

4.6 Rekombinante Expression von Proteinen in E. coli mit dem pQE-System 

(The QIAexpressionist handbook, QIAGEN, 1997) 

 

Für die rekombinante Expression von Proteinen in E. coli wurde die 

korrespondierende cDNS des Proteins in den pQE-Vektor kloniert. Bakterien vom E. 

coli–Stamm M15pREP4 wurden mit dem Expressionskonstrukt transformiert und auf 

LB-Amp-Platten ausgestrichen. 50 ml LB-Amp-Medium wurden mit einer einzelnen 

Kolonie angeimpft und bei 37°C ü.N. geschüttelt. 450 ml LB-Amp-Medium wurden 

mit der Vorkultur inokuliert und bis zum Erreichen einer optischen Dichte von 0,7 bei 

37°C geschüttelt. Die Proteinexpression wurde durch Zugabe von IPTG (0,1-0,5 mM 

f.c.) induziert und die Kultur weitere 2-6 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Bakterien 

wurden durch Zentrifugation sedimentiert und bis zur Lyse bei -20°C gelagert. Die 

native Proteinaufreinigung aus den aufgeschlossenen Bakterien (French Press) 

erfolgte mit Hilfe des N-terminalen poly His-tag und Nickelbeads nach den Angaben 

des Herstellers. 

 

4.7 Bakterienlyse mit der French Press 

 

Die Bakterien wurden sedimentiert (Zentrifugation, 8.000 × g, 4°C, 10 min) und in 

nativem Lysierpuffer resuspendiert (20 ml pro 500 ml Kultur). Die Suspension wurde 

in eine vorgekühlte French-Pressure-20K-Kammer (Kapazität: 40 ml) überführt. Die 

Suspension wurde komprimiert (Spectronic Instruments/SLM Amico, 10.000 psi,  

5 min) und die Zellen durch vorsichtiges Öffnen des Ventils lysiert. Die Prozedur 

wurde dreimal wiederholt und die erhaltene Suspension zentrifugiert (15.000 × g, 

4°C, 10 min). 
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4.8 Membranisolation von CHO- und N2A-Zellen 

 

Alle Schritte erfolgten, wenn nicht gesondert erwähnt, bei 4°C bzw. auf Eis. Zellen 

einer 180 cm2 Flasche wurden mit 3 ml Versene abgelöst, kurz zentrifugiert (5 min,  

2 × g), einmal mit PBS gewaschen und bei -20°C eingefroren. Die Zellen wurden in  

2 ml Homogenisationspuffer resuspendiert und in einem Potter aufgeschlossen  

(40 Stöße). Zellkerne wurden durch Sedimentation bei 700 × g abgetrennt und der 

Überstand ultrazentrifugiert (20.000 × g, 30 min). Das Membranpellet wurde in 8 ml 

RPMI-Medium aufgenommen und im Potter homogenisiert (10 Stöße). 

 

4.9 Proteaseassay an isolierten Membranen 

 

Jeweils 1 ml Ansätze der resuspendierten Membranen wurden (mit bzw. ohne Zusatz 

spezifischer Proteaseinhibitoren) für 2 Stunden bei 37°C unter Rotation inkubiert. Die 

Ansätze wurden ultrazentrifugiert (1 h, 100.000 × g) und der Überstand abgenommen. 

Die Proteine wurden durch Zugabe von 7 ml eiskaltem Aceton und anschließender 

Inkubation bei -20°C (>3 Stunden) gefällt. Nach 30minütiger Zentrifugation (41 × g) 

wurde das Proteinpellet getrocknet (15 min, RT) und mit 200 µl 2×SDS-Probenpuffer 

resuspendiert, 20 Minuten bei RT inkubiert und anschließend 15 Minuten aufgekocht. 

Vor der Auftrennung im SDS-Gel wurden die Proben zentrifugiert (5 min,  

14.000 UpM). 

 

5 Zellkulturtechniken 

 

5.1 Präparation und Kultivierung von primären Hippocampusneuronen 

 

Kulturen von primären Hippocampusneuronen wurden von einem Tag alten Mäusen 

durch eine Kombination von enzymatischer und mechanischer Dissoziation erhalten 

(Dityatev et al., 2000). Die Zellen wurden auf, mit Poly-L-Lysin beschichteten, 
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Glasplättchen ausgesät. Nach 2-4 Tage langer Inkubation in Hormon-

supplementiertem Medium, welches 10% speziell getestetes Pferdeserum enthielt, 

wurden die Zellen immungefärbt. 

 

5.2 Kultivierung von CHO- und N2A-Zellen 

 

CHO- und N2A-Zellen wurden in 10 ml GMEM bzw. DMEM (10% FCS und 2% 

Penicillin/Streptomycin) in 75 cm2 Flaschen kultiviert. Die Kultivierungsbedingungen 

waren: 37°C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchte. Die Zellen wurden bei Erreichen von 

Konfluenz passagiert (normalerweise nach 2-3 Tagen). Das Medium wurde entfernt 

und die Zellen durch 5minütige Inkubation mit 3 ml Versene abgelöst. Nach 

Zentrifugation (5 min, 200 × g, RT) wurden die Zellen in 10 ml frischem Medium 

resuspendiert. Die Zellen wurden in einer Verdünnung von 1:10 passagiert. 

 

5.3 Transfektion von CHO-Zellen 

(Lipofectamine Plus manual, Life Technologies) 

 

Für die Transfektion wurden CHO-Zellen in „6well“ Platten (Durchmesser 35 mm, 

Fläche 9,69 cm2) in 2 ml Medium kultiviert. Einen Tag vor der Transfektion wurden  

2 × 105 Zellen pro 35 mm Vertiefung ausgesät. Nach Erreichen einer Zelldichte von 

80-90% (nach ca. 18-24 Stunden) wurden die Zellen einmal mit GMEM (ohne FCS 

und Antibiotika) gewaschen. Pro 35 mm Vertiefung wurden 2 µg DNS transfiziert, 

bei gleichzeitiger Transfektion mit mehreren Plasmiden wurden jeweils 2 µg 

verwendet. Es wurden 6 µl Plus Reagent und 4 µl Lipofectamin pro Vertiefung 

eingesetzt. Nach 3stündiger Inkubation mit dem Transfektionsansatz (1 ml) wurde 

durch Zugabe von 1 ml GMEM (10% FCS, 2% P/S) gestoppt. 24 Stunden nach der 

Transfektion wurden die Zellen mit 500 µl Versene abgelöst und 1:2 auf neuen 

Platten kultiviert. 
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5.4 Lyse von CHO- und N2A-Zellen 

 

48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen durch Zugabe von 400 µl Ripa-

Puffer (0,5% NP-40) pro 35 mm Schale lysiert (1 h, 4°C, Wippe). Die Zellen wurden 

von den Platten geschabt und in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt. Zelltrümmer 

wurden durch Zentrifugation (15.000 Upm, 4°C, 10 min) entfernt und der erhaltene 

Überstand bei -20°C gelagert. 

 

6 Computerunterstützte Sequenzanalyse 

 

Sequenzanalysen und –vergleiche wurden mit Hilfe des Lasergene Programms 

DNASTAR durchgeführt (www.dnastar.com). Die folgenden Datenbanken wurden 

für die Untersuchungen genutzt: Medline-, BLASTN- und BLASTP-Server der NCBI 

(National Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov). 
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V Ergebnisse 
 

1 Suche nach Bindungspartnern mit dem Yeast two-hybrid 

System 

 

Zur Identifizierung von zytoplasmatischen Interaktionspartnern der neuronalen 

Zelladhäsionsmoleküle MAG und P0 wurde das konventionelle Yeast two-hybrid 

System eingesetzt. Hierzu mußten die entsprechenden Köderkonstrukte hergestellt 

und auf ihre Einsetzbarkeit im System überprüft werden. 

 

1.1 Darstellung der S-, L-MAG- und P0-Köder und Test der Konstrukte auf 

Autoaktivierung im Yeast two-hybrid System 

 

Die pAS2-Köderkonstrukte enthielten die durchlaufenden Leserahmen zur Expression 

von Fusionsproteinen, welche aus den intrazellulären Domänen von P0, S- bzw. L-

MAG und der Bindedomäne des Gal4-Proteins (AS 1-147) bestanden. Die 

entsprechenden Plasmidkarten und die Karten aller weiteren Konstrukte sind im 

Anhang dargestellt. Bevor die Ködervektoren zur Durchmusterung einer cDNS-Bank 

eingesetzt werden konnten, mußten die Fusionsproteine auf Autoaktivierung der 

Reporterenzyme und auf Toxizität geprüft werden. Dazu wurden die Ködervektoren 

zusammen mit dem leeren Beutevektor pGAD10 in den Hefestamm CG1945 

transformiert und auf die Transformanten selektiert. Die P0- und S-MAG-

Transformanten zeigten kein Wachstum auf dem Histidinmangelmedium und keine 

Aktivierung der β-Galaktosidase. Das pAS2-L-MAG-Konstrukt zeigte starkes 

Wachstum auf dem Histidinmangelmedium und auch eine Autoaktivierung der  

β-Galaktosidase. Selbst bei einer Konzentration von 15 mM 3-AT konnte diese 

Aktivierung nicht unterdrückt und daher der L-MAG-Köder nicht im konventionellen 

Yeast two-hybrid System eingesetzt werden. 

 

Zur Überprüfung der Expression der Fusionsproteine wurden Lysate der 

transformierten Hefezellen gelelektrophoretisch aufgetrennt und im Western-Blot mit 
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Hilfe eines anti-Gal4-Antikörpers analysiert. Sowohl das S-MAG- als auch das P0-

Fusionsprotein konnten auf Höhe der erwarteten Molekulargewichte detektiert und 

damit zur Durchmusterung der entsprechenden cDNS-Banken eingesetzt werden 

(Abbildung 4, Spur 1 bzw. 2). 

 

 

 

 

 
Abbildung 4: Expressionskontrolle der Fusionsproteine im Yeast two-hybrid System. Lysate der mit den Köderplasmiden 

transformierten Hefezellen wurden per SDS-Gel aufgetrennt und im Western-Blot mit anti-Gal4-Antikörpern analysiert. Die 

Fusionsproteine Gal4-BD-S-MAG (Spur 1) und Gal4-BD-P0 (Spur 2) konnten im erwarteten Molekulargewichtsbereich 

detektiert werden. 

 

1.2 Herstellung der cDNS-Bank aus bovinem Ischiasnerv 

 

Zur Durchmusterung mit dem P0-Köder mußte eine cDNS-Bank aus geeignetem 

Gewebe hergestellt werden. Da P0 über 50% der Gesamtproteinmenge des Myelins 

im peripheren Nervensystem ausmacht, wurde als RNS-Quelle boviner Ischiasnerv 

genutzt. Die Herstellung der cDNS-Bank erfolgte wie im Abschnitt IV 2.4 

beschrieben. Die primäre Genbank hatte eine Komplexität von 3,44 × 105 

unabhängigen Transformanten. Zur Überprüfung der durchschnittlichen Größe der 

insertierten cDNS wurde die Plasmid-DNS von 20 willkürlich ausgewählten Kolonien 

isoliert und mit EcoRI verdaut. Nur 50% der Plasmide enthielten insertierte cDNS mit 

Größen von 300-1.000 bp, die übrigen waren leer. 

 

1.3 Durchmusterung der Ischiasnerv cDNS-Bank mit dem P0-Köder 

 

Die Hefetransformation erfolgte nach dem unter Abschnitt IV 3.1.1 beschriebenen 

Protokoll. Es konnte eine Transformationseffizienz von 8 × 103 cfu/µg erreicht 

werden. Bei eingesetzten 400 µg Bankplasmid ergaben sich 3,2 × 106 unabhängig 
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transformierte Hefekolonien. Nach 9 Tagen Wachstum auf dem 

Histidinmangelmedium wurden 32 potentiell positive Klone isoliert. 

 

Nach Segregation auf SD-CHX-Platten wurde die Spezifität der Interaktion überprüft. 

Alle 32 Positiven zeigten auch mit anderen Köderplasmiden Wachstum auf 

Histidinmangelmedium. Keine der Kolonien reagierte im β-Galaktosidaseassay 

positiv. Die Sequenzierung von sieben der 32 falsch positiven Klone ergab das 

folgende Ergebnis: Drei Plasmide kodierten für mitochondriale, drei für ribosomale 

Proteine und eines für ein Zinkfinger-Protein. Derartige Proteine sind als falsch 

positive im Yeast two-hybrid System bekannt (siehe Internetadresse: 

www.fccc.edu/research/labs/golemis/InteractionTrapInWork.html). 

 

1.4 Durchmusterung der Ratten-Hirn-cDNS-Bank mit dem S-MAG-Köder 

 

Zur Suche nach intrazellulären Bindungspartnern von S-MAG wurde eine Rattenhirn-

cDNS-Bank durchmustert (Clontech, RL4000AB). Die als Bakterienglycerolstock 

bezogene Bank wurde zunächst wie im Abschnitt IV 2.5 beschrieben amplifiziert. 

Insgesamt 3 × 106 unabhängige Kolonien wurden bei der Hefetransformation erhalten. 

28 Histidin-prototrophe Klone konnten nach 9 Tagen Wachstum auf 

Histidinmangelmedium isoliert werden. Keine der Kolonien zeigte Blaufärbung im β-

Galaktosidase-Test. Durch Überprüfung der Spezifität der Interaktion konnten alle 28 

isolierten Kolonien als falsch positive Bindungspartner identifiziert werden. Die 

Sequenzanalyse von fünf Klonen ergab zwei mitochondriale und drei ribosomale 

Proteine. Beide Proteingruppen sind für falsch positive Interaktionen im Yeast two-

hybrid System bekannt. 

 

2 Suche nach Bindungspartnern mit dem Ras Recruitment System 

 

Der Einsatz des konventionellen Yeast two-hybrid Systems zur Detektion 

intrazellulärer Bindungspartner von Zelladhäsionsmolekülen wie MAG und P0 hatte 

keinen Erfolg. Während die lange Isoform von MAG aufgrund der Autoaktivierung 
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des Systems nicht eingesetzt werden konnte, führte die Durchmusterung von cDNS-

Banken mit P0 und S-MAG zu keinen positiven Klonen. Möglicherweise benötigen 

Zelladhäsionsproteine ihre natürliche Umgebung, um mit anderen Proteinen 

wechselwirken zu können. 

 

Im RRS erfolgt der Nachweis einer Interaktion direkt an der Plasmamembran, also 

dort, wo zytoplasmatische Domänen von Transmembranmolekülen in vivo lokalisiert 

sind. Daher wurde dieses System zur Suche nach Bindungspartnern von NCAM und 

L-MAG eingesetzt. 

 

2.1 Darstellung der L-MAG- und NCAM-Konstrukte und Test auf 

Einsetzbarkeit im RRS 

 

Die Herstellung der Plasmidkonstrukte ist im Anhang detailliert beschrieben. Zur 

Überprüfung der Nutzbarkeit im RRS wurden die Köderkonstrukte zusammen mit 

dem mGAP-Konstrukt und dem leeren Beutevektor in den Hefestamm cdc25-2 

kotransformiert und das Hefewachstum bei der restriktiven Temperatur untersucht. 

Der L-MAG-Köder zeigte keine Autoaktivierung und konnte daher zur 

Durchmusterung einer cDNS-Bank eingesetzt werden. Die Transformation der  

cdc25-2-Hefezellen mit pADH-NCAM140IC oder pADH-NCAM180IC ermöglichte 

Wachstum bei 36°C. Verantwortlich für den Kurzschluß des Systems sind vermutlich 

vier Cysteinreste im intrazellulären Teil von NCAM nahe der Transmembrandomäne. 

Little et al. konnten zeigen, daß diese Reste palmitoyliert werden und daß die 

Modifikation zur Verankerung in der Plasmamembran führt (Little et al., 2001). Es 

wurden daher trunkierte NCAM-Köder hergestellt, denen die cysteinreiche Sequenz 

fehlte. Die verkürzten Konstrukte förderten kein Wachstum bei der restriktiven 

Temperatur und konnten daher zur Durchmusterung einer cDNS-Bank eingesetzt 

werden. 

 

Zur Kontrolle der Expression der Konstrukte wurden Lysate der transformierten 

Hefezellen im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und die mRas-Fusionsproteine im 

Western-Blot mit Hilfe von anti-Ras-Antikörpern nachgewiesen (Abbildung 5). 
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Abbildung 5: Expressionskontrolle der Fusionsproteine im RRS. Lysate der mit den Köderplasmiden transformierten 

Hefezellen wurden im SDS-Gel aufgetrennt und im Western-Blot mit anti-Ras-Antikörpern detektiert. Die Fusionsproteine 

mRas(61)-L-MAG (Spur 1), mRas(61)-NCAM140tr. (Spur 5) und mRas(61)-NCAM180tr. (Spur 6) konnten im erwarteten 

Molekulargewichtsbereich nachgewiesen werden (Pfeile). 

 

2.2 Durchmusterung der RRS-cDNS-Bank mit dem L-MAG-Köder 

 

Die Amplifikation der Mäusehirn-cDNS-Bank (Stratagene Katalognummer 975307) 

erfolgte wie unter Abschnitt IV 2.5 beschrieben. Zur Durchmusterung wurde der 

cdc25-2-Hefestamm sequentiell transformiert (IV 3.1.3), zuerst mit dem pADH-L-

MAG-Köder und dem mGAP-Konstrukt als Kotransformation und anschließend mit 

der cDNS-Bank. Bei eingesetzten 90 µg Bankplasmid und einer erreichten Effizienz 

von 7,3 × 104 cfu/µg wurden insgesamt 6,6 × 106 unabhängige Transformanten 

durchmustert. Bis zum 10. Tag wurden 362 Kolonien isoliert und die 

Galaktoseabhängigkeit des Wachstums untersucht. In Abbildung 6 ist das Ergebnis 

eines solchen differentiellen Wachstumstests gezeigt. 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 6: Galaktoseabhängigkeitstest. Potentiell positive Klone wurden auf Galaktose- (links) und Glukoseplatten (rechts) 

replikaplattiert und für vier Tage bei 36°C inkubiert. Kolonien, welche bei dieser restriktiven Temperatur ausschließlich 

Wachstum auf den Gal-Platten zeigten, wurden weiter untersucht. 
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Von den 362 Kolonien zeigten 61 galaktoseabhängiges Wachstum. Aus diesen 

Kolonien wurde die Plasmid-DNS isoliert, in E.coli Bakterien transformiert und auf 

Chloramphenicol-Platten auf die Genbankplasmid-tragenden Bakterien selektioniert. 

Nach Isolation der Beutevektoren wurden die Insertgrößen durch EcoRI-/XhoI-Verdau 

bestimmt. Identische Klone wurden anhand des Fragmentmusters eines RsaI-Verdaus 

identifiziert (Abbildung 7). Einzelne Vertreter der so erhaltenen Gruppen wurden 

sequenziert. Insgesamt 52 Klone kodierten für Cdc25-Homologe, welche mit Abstand 

die häufigsten falsch positiven Klone im RRS darstellen. 7 Kolonien enthielten die 

katalytische Untereinheit der PKA und zwei mitochondriale Sequenzen. Keiner der 

erhaltenen Klone konnte als wahrer Interaktionspartner bestätigt werden. 

ABC A AB B B B B BCC C CD

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 7: Erzeugung von typischen Fragmentmustern durch RsaI-Verdau. Die bakteriell amplifizierte Genbank-

plasmid-DNS wurde mit dem Restriktionsenzym RsaI geschnitten und die so erzeugten Fragmente gelelektrophoretisch 

aufgetrennt. Proben, die das gleiche Muster erzeugten, konnten auf diese Weise in Gruppen (A-D) zusammengefaßt und nur 

einzelne Vertreter repräsentativ weiter untersucht werden. 

 

2.3 Durchmusterung der RRS-cDNS-Bank mit dem NCAM140tr.-Köder 

 

4,7 × 106 unabhängige Transformanten wurden mit dem trunkierten NCAM140-Köder 

durchmustert. Von den 395 auf Gal-Platten bei 36°C erhaltenen Kolonien zeigten 71 

differentielles Wachstum im Galaktoseabhängigkeitstest. Sequenzanalysen 

identifizierten sämtliche Klone als Cdc25-Homologe oder die katalytische 

Untereinheit der PKA. 
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2.4 Durchmusterung der RRS-cDNS-Bank mit dem NCAM180tr.-Köder 

 

578 der insgesamt 3,4 × 106 durchmusterten Transformanten zeigten Wachstum auf 

Galaktoseplatten bei 36°C. Bei 97 dieser Klone war das Wachstum Galaktose-

abhängig. Nahezu alle putativ positiven Klone enthielten Genbankplasmid-DNS, die 

für Cdc25-Homologe kodierte. Weiterhin wurden die katalytische Untereinheit von 

PKA und mitochondriale Sequenzen gefunden. 

 

Auch der Versuch, durch Einsatz der intrazellulären Domänen von L-MAG und 

NCAM im RRS zytoplasmatische Bindungspartner zu identifizieren, schlug fehl. Die 

Gründe hierfür sind bisher nicht bekannt. Möglicherweise sind bestimmte 

posttranslationale Modifikationen, wie z.B. Phosphorylierungen für Interaktionen 

dieser Proteine essentiell. Auch besteht die Möglichkeit, daß sich L-MAG bzw. 

NCAM in speziellen Mikrodomänen der Plasmamembran aufhalten müssen, um mit 

anderen Proteinen wechselwirken zu können. Eine detaillierte Diskussion dieser 

Problematiken ist in Abschnitt VI 1 gegeben. 

 

3 Untersuchung der NCAM-Calmodulin-Interaktion 

 

Bei Untersuchungen einer potentiellen Interaktion von Spectrin mit NCAM wurde 

Calmodulin als Negativkontrolle im Biacoresystem eingesetzt. Interessanterweise 

führte die Injektion der intrazellulären Domänen von NCAM über eine 

Calmodulinoberfläche zu positiven Signalen. Diese neue NCAM-Interaktion sollte 

genauer analysiert werden. Dazu wurden zunächst größere Mengen der intrazellulären 

Domänen von NCAM bakteriell exprimiert und aufgereinigt. 

 

3.1 Expression der intrazellulären Domänen von NCAM 

 

Zur Expression der intrazellulären Domänen von NCAM wurden der pQE30- bzw. 

der pET28a-Vektor benutzt. Die Darstellung der Konstrukte und die entsprechenden 

Plasmidkarten sind im Anhang aufgelistet. Mit Hilfe der Histidinmarkierung am  
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N-Terminus wurden die exprimierten Oligopeptide über die Bindung an Nickelbeads 

aus dem Lysat der Bakterien unter nativen Bedingungen aufgereinigt. Die Integrität 

und Reinheit der exprimierten Konstrukte wurde durch Silberfärbung eines SDS-

Polyacrylamidgels überprüft. NCAM180IC konnte als Bande bei ca. 75 kD und die 

kürzere Domäne NCAM140IC bei ca. 20 kD detektiert werden. Um NCAM140IC im 

Biacoresystem auf der Affinitätsmatrix über eine S-S-Brücke gerichtet immobilisieren 

zu können, wurde eine Cysteinmutante hergestellt, in der drei der vier Cysteinreste 

durch Serinreste ausgetauscht worden waren. Lediglich das membrannahe Cystein 

wurde nicht mutiert. Das NCAM140IC∆3×Cys-Oligopeptid wanderte im SDS-Gel 

ebenfalls bei ca. 20 kD. 

3.2 Oberflächenplasmonresonanz-Analysen 

 

„Biomolekulare Interaktionen“ können durch Messung der Änderung des 

Brechungsindizes einer Proteinoberfläche durch Bindung eines Interaktionspartners, 

der im Pufferstrom über diese Matrix geleitet wird, untersucht werden. Dieses 

Biacoresystem wurde zur Charakterisierung der Interaktion von NCAM mit 

Calmodulin verwendet. 

 

Die Proteinsequenz von Calmodulin ist über alle Spezies hinweg stark konserviert. 

Aus Spinat isoliertes Calmodulin unterscheidet sich von seinen Orthologen allerdings 

durch die Existenz eines Cysteinrestes in der Nähe seines N-Terminus, über den es im 

Biacoresystem durch Ausbildung einer S-S-Brücke auf der CM5-Chipoberfläche 

gerichtet immobilisiert werden konnte. Abbildung 8 zeigt das daraus resultierende 

Sensorgramm. NCAM140IC und NCAM180IC zeigen unter nativen Bedingungen 

eine starke, kalziumabhängige und spezifische Bindung an die Calmodulinoberfläche. 

Die Berechnung der Dissoziationskonstanten ergibt 7,8 × 10-8 M für NCAM140IC 

und 3,2 × 10-8 M für NCAM180IC. Weder die intrazelluläre Domäne von L1, noch 

die von CHL1 interagierten im Biacoresystem mit dem immobilisierten Calmodulin. 
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Abbildung 8: Sensorgramm der Interaktion verschiedener intrazellulärer Domänen mit 

immobilisiertem Calmodulin. Spinat-Calmodulin wurde über den Cysteinrest gerichtet an eine CM5-

Oberfläche gekoppelt und die intrazellulären Domänen verschiedener Zelladhäsionsmoleküle unter 

nativen Bedingungen in An- bzw. Abwesenheit von Kalzium über die Sensoroberfläche geleitet. Das 

Sensorgramm besteht prinzipiell aus zwei Kurven: Der aufsteigenden Assoziationskurve, welche die 

Bindung der im Pufferstrom übergeleiteten Proteine an die Oberfläche widerspiegelt und der fallenden 

Dissoziationskurve, welche die Ablösung der gebundenen Moleküle beschreibt. 

 

 

Zur Eingrenzung der Calmodulinbindungsstelle im NCAM wurden Peptide 

synthetisiert (Dr. Heukeshoven, UKE), welche die intrazelluläre Domäne von 

NCAM140 in drei Teile unterteilten: Ein N-terminales Peptid, welches ein putatives 

inverses 14-8-5-1-Calmodulinbindungsmotiv enthielt (Rhoads and Friedberg, 1997), 

ein mittleres und ein C-terminales Peptid (Abbildung 9). Keines der Peptide zeigte 

eine Interaktion mit der Calmodulinsensoroberfläche. Auch die gleichzeitige 

Applikation aller drei Peptide im Pufferstrom lieferte keine Signale. 
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Abbildung 9: Vergleich der intrazellulären Domänen von NCAM140 und NCAM180. Durch 

alternatives Spleißen enthält NCAM180 ein Exon mehr als NCAM140. Dieses Exon kodiert für 261 

Aminosäuren. Die vier synthetisierten Peptide sind eingezeichnet. Im Peptid 1B waren zur 

Verbesserung der Löslichkeit alle vier Cysteinreste durch Serine ersetzt worden. Die Ziffern 14, 8, 5 

und 1 markieren ein potentielles inverses Calmodulinbindungsmotiv. 

 

 

Eine 15minütige Vorbehandlung der intrazellulären Domänen von NCAM140 und 

NCAM180 durch Inkubation mit 10 mM DTT und anschließende Dialyse resultierte 

in einer verstärkten Bindung an die Calmodulinmatrix im Biacoresystem  

(Abbildung 10). Möglicherweise neigen die intrazellulären Domänen von NCAM in 

Lösung zur Ausbildung von Strukturen, die ihre Zugänglichkeit für 

Proteininteraktionen einschränken. Das Aufbrechen derartiger Konformationen würde 

daher zu einer stärkeren Wechselwirkung mit Calmodulin führen. 
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Abbildung 10: Sensorgramm der Interaktion von CaM mit NCAM und NCAM-Peptiden. Die 

bakteriell exprimierten intrazellulären Domänen von NCAM wurden in Anwesenheit von Kalzium über 

einen Calmodulin-gekoppelten Chip injiziert. Die mit denat. beschrifteten Proben waren vor der 

Injektion 15 Minuten mit 10 mM DTT inkubiert und dialysiert worden. 

 

Aufgrund der extrem schlechten Löslichkeit von Peptid 1 wurde ein weiteres N-

terminales Peptid hergestellt, in welchem die vier Cystein- durch Serinreste 

ausgetauscht waren. Dieses Peptid 1B war deutlich besser löslich und konnte in 

höherer Konzentration im Pufferstrom über die Affinitätsmatrix gegeben werden. 

Auch dieses Peptid zeigte keine Interaktion mit der CaM-Oberfläche. 

 

Der Versuch, durch Kopplung der intrazellulären Domäne von NCAM an die CM5-

Matrix die CaM-NCAM-Interaktion vice versa zu untersuchen, brachte keinen Erfolg. 

Das über eine Aminkopplung immobilisierte NCAM zeigte keine Wechselwirkung 

mit dem darübergeleiteten Calmodulin. Durch bakterielle Expression und 

Aufreinigung eines NCAM140-Oligopeptides, in dem bis auf den membrannahen 

Cysteinrest alle weiteren Cystein- durch Serinreste ausgetauscht worden waren, sollte 

eine gerichtete, besser zugängliche Kopplung über eine S-S-Brücke erreicht werden. 

Auch das auf diese Weise immobilisierte NCAM140IC∆3×Cys interagierte nicht mit 

dem im Pufferstrom applizierten Calmodulin. 
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3.3 CaM-Bindungsassay 

 

Die positiven Ergebnisse der Biacorexperimente konnten mit Hilfe eines 

Bindungsassays verifiziert werden. Kovalent an Agarosebeads gekoppeltes 

Calmodulin wurde zur Präzipitation der intrazellulären Domänen von NCAM140 und 

NCAM180 genutzt. Als Kontrolle diente, wie auch im Biacoresystem, die 

intrazelluläre Domäne von CHL1. 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

85

62

51

38

kDa

22

NCAM 180 IC

CHL1 IC

Präzipitate Überstände

Ca2+/Mg2+ + + + +- + + + +-

NP40 [%] 0,1 0,25 0,5 0,1 0,1 0,1 0,25 0,5 0,1 0,1

Abbildung 11 zeigt die kalziumabhängige Präzipitation der intrazellulären Domäne 

von NCAM180 mit den CaM-Beads bei verschiedenen Detergenzkonzentrationen, 

während CHL1-IC auch bei der geringsten NP40-Konzentration keine Bindung 

zeigte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 11: CaM-Bindungsassay mit der intrazellulären Domäne von NCAM180. Western-

Blot der Präzipitate (Spur 1-5) und Überstände (Spur 6-10) der CaM-Beads nach Inkubation mit den 

intrazellulären Domänen von NCAM und CHL1 in An- oder Abwesenheit von Kalzium und 

Magnesium. Die intrazelluläre Domäne von NCAM180 präzipitierte mit den CaM-Beads nur in 

Anwesenheit von Ca2+/Mg2+. CHL1-IC zeigte keine Bindung an CaM (Spur 5). 

Spur 1-4: NCAM180IC. Spur 5: CHL1IC. Spur 6-10: Überstände von 1-5. Die Detektion erfolgte mit 

einem gegen die RGS-Markierung gerichteten Antikörper. 
 

 

Der Versuch, die intrazelluläre Domäne von NCAM140 mit den CaM-Beads zu 

präzipitieren, schlug zunächst fehl. Die bakteriell exprimierte intrazelluläre Domäne 
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von NCAM140 neigt in Lösung zur Multimerisierung. Erst eine 15minütige 

Präinkubation mit 10 mM DTT ermöglichte im darauffolgenden Bindungsassay eine 

kalziumabhängige Bindung an Calmodulin (Abbildung 12). 
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Abbildung 12: CaM-Bindungsassay mit der intrazellulären Domäne von NCAM140. Nach 

15minütiger Vorbehandlung mit 10 mM DTT konnte NCAM140IC kalziumabhängig mit CaM-Beads 

präzipitiert werden. Die Präzipitation erfolgte bei einer Detergenzkonzentration von 0,5%. 

NCAM140IC wurde mit einem anti-RGS-Antikörper detektiert. 

 

 

Auch das mutierte NCAM140∆3×Cys-Oligopeptid konnte mit den CaM-Beads 

präzipitiert werden, zumindest die drei in diesem Konstrukt zu Serinresten mutierten 

Cysteine schienen für die Calmodulinbindung also nicht essentiell zu sein (Daten 

nicht gezeigt). Der Versuch, die Calmodulinbindungsstelle durch Kompetitions-

versuche einzugrenzen schlug fehl: Die Präzipitation der drei bakteriell exprimierten 

intrazellulären Domänen NCAM140, NCAM140∆3×Cys oder NCAM180 konnte 

durch die Zugabe eines mehrfachen molaren Überschusses der Peptide 1B, 2 und 3 

nicht inhibiert werden. 

 

3.4 Überprüfung der NCAM-CaM-Interaktion im Ras Recruitment System 

 

Oberflächenplasmonresonanzversuche hatten gezeigt, daß die intrazellulären 

Domänen von NCAM140 und NCAM180 kalziumabhängig und spezifisch mit 

Calmodulin interagieren. Diese Ergebnisse konnten in einem Bindungsassay unter 

Einsatz von Calmodulinbeads bestätigt werden. Um die direkte Bindung von 

Calmodulin und NCAM im RRS untersuchen zu können, wurden Calmodulin-

Beuteplasmide hergestellt (siehe Anhang) und auf eine Interaktion mit den 
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entsprechenden trunkierten NCAM-Konstrukten geprüft. Mit keinem der verkürzten 

NCAM-Konstrukte konnte eine Interaktion mit Calmodulin detektiert werden. In 

diesen NCAM-Ködern fehlte das N-terminale putative 14-8-5-1-

Calmodulinbindungsmotiv. Sollte dieses Motiv die Bindungsdomäne darstellen, so 

könnte mit den trunkierten NCAM-Fusionsproteinen keine CaM-Wechselwirkung 

nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurde ein mutiertes NCAM-Köderplasmid 

hergestellt, welches für die vollständige intrazelluläre Domäne von NCAM140 

kodierte, in der aber die Cystein- zu Serinresten mutiert worden waren. Auch mit 

diesem pADH-NCAM140∆Cys-Köder zeigte das pYes-CaM-Beutekonstrukt keine 

Interaktion. 

 

3.5 Untersuchung der Verteilung von Calmodulin und NCAM in primären 

Hippocampusneuronen 

 

Zur Untersuchung der Kodistribution von NCAM und Calmodulin wurden 2-4 Tage 

in Zellkultur gehaltene primäre Hippocampusneurone verwendet. Die genaue 

Durchführung der Versuche ist in Abschnitt IV 4.5 bzw. IV 5.1 beschrieben. 

Abbildung 13 zeigt das Ergebnis dieser Experimente. NCAM und Calmodulin 

akkumulieren nach der Antikörperbehandlung in „clustern“ entlang der Axone, aber 

auch an Kontaktstellen und Neuritenverzweigungen. Neurone, die vor der 

Antikörperapplikation fixiert wurden, in denen also die native Verteilung untersucht 

wurde, zeigten ebenfalls Bereiche, in denen die Verteilung von NCAM mit der von 

Calmodulin überlappte. Diese Bereiche beschränkten sich allerdings auf Kontakt- und 

Verzweigungsstellen. In keinem Fall wurden „cluster“ entlang von Axonen detektiert 

(Daten nicht gezeigt). 
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Calmodulin NCAM Doppelfärbung
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Abbildung 13A+B: Kolokalisation von Calmodulin und NCAM in primären 

Hippocampusneuronen. Lebende primäre Hippocampusneurone wurden mit einem anti-NCAM-

Antikörper, dann mit einem gegen diesen gerichteten Sekundärantikörper inkubiert und anschließend 

fixiert. Nach Permeabilisierung wurde die Calmodulinverteilung mit einem anti-CaM-Antikörper 

detektiert. Die Doppelfärbung zeigt „cluster“ von NCAM und Calmodulin. 
 

3.6 Calmodulin und die Proteolyse von NCAM 

 

NCAM existiert nicht nur membrangebunden, sondern auch als lösliches Protein im 

Extrazellulärraum. Bisher ist nicht für alle löslichen NCAM-Formen bekannt, auf 

welchem Wege sie entstehen und wie ihre Bildung reguliert wird. Aufgrund der 

Tatsache, daß Calmodulin an der Modulation der Proteolyse verschiedener 

Transmembranproteine wie L-Selectin, TNF-alpha, TrkA und APP beteiligt ist (Diaz-

Rodriguez et al., 2000), sollte daher im folgenden die Frage geklärt werden, ob die 

oben beschriebene Interaktion von Calmodulin mit NCAM bei der Freisetzung von 

löslichem NCAM eine regulative Funktion einnimmt und welche Proteasen bei 

diesem Prozeß eine Rolle spielen. Zur Beantwortung dieser Fragen wurden 

Inhibitionsstudien durchgeführt, bei denen ein spezifischer Calmodulininhibitor, 

CGS9343B (Kooperation mit Novartis Pharma, Schweiz) und diverse 

Proteaseinhibitoren eingesetzt wurden. 
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3.6.1 CaM-Inhibitionsstudien an isolierten N2A-Plasmamembranen 
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Probstmeier et al. konnten zeigen, daß eine 110 kD schwere, lösliche NCAM-Form 

durch die Inkubation von Mäusehirnmembranen in RPMI-Medium bei 37°C entsteht 

und daß diese Isoform spezifische Interaktionen mit ECM-Molekülen eingehen kann 

(Probstmeier et al., 1989). Für die Inhibitionsstudien wurde zunächst überprüft, ob die 

obigen Versuche auch an kultivierten Zellen reproduziert werden können, da 

Zellplasmamembranen einfach und in großer Menge zu gewinnen sind. N2A-Zellen 

sind Neuroblastomazellen und exprimieren endogen alle drei membrangebundenen 

NCAM-Isoformen. Die Inkubation isolierter N2A-Plasmamembranen in RPMI-

Medium bei 37°C führte ebenfalls zur Freisetzung eines einzigen NCAM-Fragmentes, 

welches im SDS-Gel bei ca. 110 kD wanderte (Abbildung 14A+B, Spur 1). Der 

Einfluß von Calmodulin auf die NCAM110-Bildung ist in Abbildung 14A gezeigt. 

Die Inkubation der Membranen in Anwesenheit von 1 µM Calmodulin und 1 mM 

CaCl2 erhöhte die Menge freigesetzten NCAM110s stark (Spur 3), während die 

Erhöhung der Kalziumkonzentration allein keinen Einfluß zeigte (Spur 2). Die 

Applikation eines spezifischen CaM-Inhibitors bewirkte keine Veränderung der 

NCAM110-Menge, EDTA hemmte die Bildung des NCAM110 in geringem Maße 

(Spur 4+5). 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 14: Bildung von NCAM110 aus isolierten N2A-Zellmembranen. Plasmamembranen 

von N2A-Zellen wurden isoliert und 2 Stunden bei 37°C in RPMI-Medium inkubiert. Die 

Membranüberstände wurden gefällt und per SDS-PAGE aufgetrennt. Im darauf folgenden Western-

BFlot wurde NCAM110 mit einem polyklonalen anti-NCAM-Antikörper detektiert. A: Einfluß von 

Calmodulin. Spur 1: N2A-Membranüberstand; 2: 1 mM CaCl2; 3: 1 mM CaCl2 und 1 µM CaM;  

4: 50 µM CaM-Inhibitor; 5: 5 mM EDTA. B: Einfluß verschiedener Proteaseinhibitoren. Spur 1: N2A-

Membranüberstand; 2: 1 mM CaCl2 und 1 µM CaM; 3: 5 mM EDTA; 4: 10 mM 1,10-Phenantrolin;  

5: 0,1 µM GM6001; 6: Boehringer Complete; 7: 1 µM Leupeptin; 8: 50 µM CaM-Inhibitor. 
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Die verstärkte NCAM110-Freisetzung durch Applikation von exogenem Calmodulin 

kann mehrere Ursachen haben. Entweder führt die direkte Assoziation mit dem 

intrazellulären Teil von NCAM140/180 zu einer Konformationsänderung, welche die 

Proteolyse begünstigt, oder Calmodulin aktiviert auf anderem Wege, direkt oder 

indirekt, die verantwortliche Protease. Zur Aufklärung der Natur der Proteasen und 

der proteolytischen Mechanismen, die zur Bildung des NCAM110 führen, wurden 

spezifische Proteaseinhibitoren eingesetzt (Abbildung 14B). 1,10-Phenantrolin, ein 

Metalloproteaseinhibitor, hemmt die NCAM110-Bildung nahezu komplett (Spur 4), 

wohingegen Serin- und Cysteinproteaseinhibitoren (Leupeptin, Boehringer 

Complete) keinerlei Einfluß zeigten (Spur 6+7). EDTA, ein Chelator divalenter 

Ionen, reduzierte die aus den N2A-Plasmamembranen freigesetzte NCAM110-Menge 

nur zu einem geringen Anteil (Spur 3). GM6001, ein spezifischer 

Matrixmetalloproteaseinhibitor, hemmte die in vitro-Proteolyse von NCAM nicht 

(Spur 5). 

 

Die Regulation der NCAM-Proteolyse erfordert möglicherweise weitere 

zytoplasmatische Komponenten, die bei Versuchen an isolierten Plasmamembranen 

nicht präsent sind. Daher wurde im folgenden untersucht, ob NCAM110 im 

Zellkulturüberstand von N2A-Zellen detektierbar ist und welchen Einfluß 

Calmodulin- und Proteaseinhibitoren in dieser in vivo Situation besitzen. 

 

3.6.2 CaM- und Proteaseinhibitionsstudien in Zellkultur 

 

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener CaM- und Proteaseinhibitoren auf die 

NCAM-Proteolyse wurden N2A-Zellen in „6well“-Schalen bis zu einer 60-70%igen 

Konfluenz kultiviert. Daraufhin wurden pro Vertiefung 800 µl, mit den 

entsprechenden Inhibitoren supplementiertes, serumfreies Medium appliziert und die 

Zellen ü.N. inkubiert. Das Medium wurde abgenommen, die Proteine des Überstandes 

mit Hilfe einer Acetonfällung präzipitiert und in SDS-Probenpuffer gelöst. Die Zellen 

wurden mit Ripa-Puffer (1% NP-40) lysiert und die Proteinkonzentrationen bestimmt. 

Auf die Konzentration der Zellysate normierte Mengen der Proteine des Überstandes 

wurden per SDS-PAGE aufgetrennt und NCAM im Western-Blot detektiert. 
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Eine einzige, NCAM-reaktive Bande bei ca. 110 kD konnte in den 

Zellkulturüberständen nachgewiesen werden (Abbildung 15 ). Die Inkubation der 

Zellen in Anwesenheit des spezifischen CaM-Inhibitors CGS9343B, der die NCAM-

Freisetzung aus isolierten Membranen nicht beeinflußte, hemmte die Bildung des 

NCAM110 in vivo stark. 
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Viele von Calmodulin regulierte Prozesse werden über die CaMKII vermittelt. Um zu 

überprüfen, ob die NCAM-Proteolyse über diesen Signaltransduktionsweg kontrolliert 

wird, wurde ein spezifischer CaMKII-Inhibitor, KN-62 eingesetzt. Die Hemmung der 

CaMKII hatte keine Wirkung auf die Menge der löslichen NCAM-Form  

(Abbildung 15, Spur 4), auch Cystein- (Leupeptin) und Serinproteaseinhibitoren 

(Aprotinin) zeigten keinen Einfluß (Abbildung 15, Spur 5+6). Keine der Substanzen 

war nach zellmorphologischen Kriterien (Lichtmikroskop) bei den verwendeten 

Konzentrationen für die N2A-Zellen toxisch. 1,10-Phenantrolin konnte in diesem 

Versuch nicht eingesetzt werden, da sich die Zellen bei der für eine effiziente 

Inhibition notwendigen Konzentration ablösten (Daten nicht gezeigt). 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 15: NCAM110 im Überstand kultivierter N2A-Zellen. N2A-Zellen wurden ü.N. in 

Anwesenheit verschiedener Inhibitoren inkubiert. Die Proteine des Zellkulturüberstandes wurden 

präzipitiert und per SDS-PAGE aufgetrennt. Im Western-Blot wurde NCAM110 mit einem 

polyklonalen anti-NCAM-Antikörper detektiert. Spur 1+2: N2A-Zellkulturüberstand; 3: 10 µM CaM-

Inhibitor; 4: 10 µM CaMKII-Inhibitor; 5: 1 µM Leupeptin; 6: 10 mg/ml Aprotinin. 

 

 

Aufgrund der Tatsache, daß N2A-Zellen alle drei Hauptisoformen von NCAM 

exprimieren, ist es nicht möglich, aus obigen Ergebnissen den Ursprung des 110 kD 

schweren, löslichen NCAM-Fragmentes zu bestimmen. Für diesen Zweck wurden 
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daher CHO-Zellen benutzt, welche endogen kein NCAM exprimieren. Durch 

transiente Transfektion dieser Zellen mit Expressionskonstrukten der einzelnen 

NCAM-Isoformen sollte daher untersucht werden, ob und inwieweit die drei 

Isoformen auf unterschiedlichen proteolytischen Wegen gespalten werden. Hierzu 

wurden CHO-Zellen mit pcDNA3-NCAM120, -140 oder -180 transfiziert, 24 Stunden 

später mit Versene abgelöst und auf der doppelten Fläche ausgesät. Am nächsten Tag 

wurde das Medium entfernt und die Zellen mit serumfreiem Medium in An- bzw. 

Abwesenheit verschiedener Inhibitoren ü.N. inkubiert. Die gefällten Proteine des 

Zellkulturüberstandes wurden auf die jeweiligen Konzentrationen der lysierten Zellen 

normiert, per SDS-PAGE aufgetrennt und NCAM im Western-Blot detektiert. 

Abbildung 16 zeigt den Vergleich der unterschiedlichen NCAM-Isoformen. 
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Abbildung 16: NCAM110 im Überstand transfizierter CHO-Zellen. CHO-Zellen wurden transient 

mit pcDNA3-Konstrukten der einzelnen NCAM-Isoformen transfiziert und in Anwesenheit 

verschiedener Inhibitoren ü.N. in serumfreiem Medium inkubiert. Lösliches NCAM des 

Zellkulturüberstandes wurde im Western-Blot mit einem polyklonalen anti-NCAM-Antikörper 

detektiert. A: NCAM120 transfiziert; B: NCAM140 transfiziert; C: NCAM180 transfiziert. Spur 1+2: 

Ohne Inhibitor; 3+4: 10 µM CGS9343B; 5: 1 µM KN-62; 6: 10 µM KN-62; 7: 1 µM Leupeptin; 8: 10 

mg/ml Aprotinin; 9-11: 5 µl, 10 µl und 20 µl Zellysat zur Expressionskontrolle. 

 

Im Zellkulturmedium der NCAM140- und NCAM180-exprimierenden CHO-Zellen 

war eine einzige NCAM-immunreaktive 110 kD schwere Bande nachweisbar 
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(Abbildung 16B+C, Spur 1+2). Die Supplementierung des Mediums mit 10 µM 

CGS9343B führte zur vollständigen Hemmung der NCAM110-Bildung (B+C, Spur 

3+4). Der CaMKII-Inhibitor KN-62 beeinflußte die Proteolyse nicht (B+C, Spur 5+6). 

Auch Cystein- und Serinproteaseinhibitoren zeigten keinen Effekt auf die Menge 

proteolytisch freigesetzten NCAMs (B+C, Spur 7+8). 

 

Zur Untersuchung der Fragestellung, ob die Regulation der NCAM-Proteolyse 

möglicherweise von der Lokalisation innerhalb bestimmter Membranmikrodomänen, 

den „rafts“ abhängt, wurden CHO-Zellen mit einem mutierten NCAM140∆Cys-

Konstrukt transfiziert, in welchem alle Cystein- gegen Serinreste ausgetauscht waren. 

Es konnte in anderen Studien gezeigt werden, daß die daraus resultierende 

Verhinderung der Palmitoylierung der Cysteinreste zum Ausschluß von NCAM140 

aus „rafts“ führte (Niethammer et al., eingereicht). Die mit dem mutierten NCAM140 

transfizierten CHO-Zellen zeigten dasselbe Proteolyseverhalten, wie die mit dem 

Wildtyp-NCAM140 transfizierten Zellen (Daten nicht gezeigt). 

 

Die Inkubation der NCAM120-transfizierten CHO-Zellen lieferte ein etwas anderes 

Bild. Die 110 kD Bande wurde von weiteren Banden überlagert (Abbildung 16A, 

Spur 1+2). Neben einer ca. 120 kD schweren Bande erschienen zwei kleinere Banden 

bei ca. 100 kD. Keiner der applizierten Proteaseinhibitoren hatte Auswirkung auf die 

Intensität der NCAM-immunreaktiven Banden. NCAM120, die GPI-verankerte 

Isoform von NCAM, besitzt keine intrazelluläre Domäne. Eine direkte Interaktion mit 

Calmodulin ist daher nicht möglich, dennoch inhibierte der Calmodulinantagonist die 

Proteolyse des NCAM120 stark (Abbildung 16A, Spur 3+4). Es muß daher andere 

Proteine geben, die calmodulinabhängig an der Regulation der Proteolyse von 

NCAM120 beteiligt sind. Auch in die Spaltung von NCAM120 ist die CaMKII nicht 

involviert, da der Inhibitor KN-62 ebenfalls keine Wirkung zeigte (A, Spur 5+6). 

 

3.6.3 NCAM-Proteolyse in TACE-defizienten Fibroblasten 

 

Im Zellkulturmedium von N2A- und NCAM-transfizierten CHO-Zellen konnte ein ca. 

110 kD schweres NCAM-Fragment nachgewiesen werden, dessen Bildung mit Hilfe 
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eines Calmodulininhibitors unterdrückt werden konnte. Verantwortlich für die 

Proteolyse von NCAM ist eine membrangebundene Metalloprotease, da NCAM110 

auch aus mit Bicarbonat behandelten, isolierten N2A-Plasmamembranen freigesetzt 

wurde (Daten nicht gezeigt) und die Bildung von löslichem NCAM mit 1,10-

Phenantrolin inhibierbar war. Verschiedene Transmembranproteine werden 

calmodulinabhängig von einer spezifischen Metalloprotease, dem „TNF-alpha 

converting enzyme“ (TACE), gespalten (Diaz-Rodriguez et al., 2000). Zur 

Aufklärung der Funktionen dieses Enzyms waren TACE-defiziente Mäuse hergestellt 

worden, welche einen ausgeprägten Phänotyp besitzen und den embryonalen Tag 18 

nicht überlebten (Peschon et al., 1998). Aus Ohren entnommene Fibroblasten dieser 

TACE-/--Mäuse wurden durch retrovirale Transformation immortalisiert und stellen 

ein gutes Modell zur Untersuchung des Einflusses von TACE auf die proteolytische 

Spaltung von Transmembranproteinen dar (Arribas and Massague, 1995; Mohler et 

al., 1994). Eine TACE-exprimierende Kontrollzellinie desselben genetischen 

Hintergrundes wurde durch stabile Transfektion der TACE-/--Zellen mit TACE 

geschaffen. Zur Überprüfung der Einsetzbarkeit obiger Fibroblasten-Zellinien für die 

Untersuchung des NCAM-„sheddings“ wurde zunächst die Expression von NCAM 

analysiert. Sowohl die TACE-defizienten (TACE-/-) als auch die TACE-transfizierten 

Fibroblasten (TACE-/-+TACE) exprimierten endogen die NCAM140-Isoform 

(Abbildung 17, Spur 2+4). 
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Abbildung 17: NCAM110 im Überstand von TACE-/-- und TACE-/-+TACE-Fibroblasten. TACE-

defiziente (Spuren 3+4) bzw. stabil mit TACE transfizierte (Spuren 1, 2, 5, 6) TACE-/--Fibroblasten 

wurden ü.N. in serumfreiem Medium inkubiert und NCAM des Zellkulturüberstandes (Spuren 1, 3, 5) 

und der lysierten Zellen (Spuren 2, 4, 6) per Western-Blot analysiert. NCAM110 ist nur im Überstand 

der TACE-transfizierten Zellen detektierbar. Der Calmodulininhibitor CGS9343B hat keinen Einfluß 

auf die Menge des aus TACE-transfizierten Fibroblasten freigesetzten NCAM110s (Spuren 5 + 6). 
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Durch Vergleich der löslichen NCAM-Fragmente im Zellkulturüberstand der beiden 

Zellinien sollte der Einfluß von TACE auf die NCAM-Proteolyse untersucht werden. 

Im Medium der TACE-exprimierenden Fibroblasten war lösliches NCAM110 

nachweisbar, im Überstand der TACE-defizienten Fibroblasten konnte kein NCAM 

detektiert werden (Spur 1 bzw. 3). Zur Überprüfung der Calmodulinabhängigkeit der 

TACE-vermittelten NCAM140-Proteolyse wurden die TACE-transfizierten TACE-/--

Fibroblasten in Anwesenheit des CaM-Inhibitors inkubiert. CGS9343B zeigte keinen 

Einfluß auf die Menge des gebildeten NCAM110-Fragmentes (Spur 1 versus 5). 
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VI Diskussion 
 

1 Suche nach Bindungspartnern mit konventionellem Yeast two-hybrid und 

Ras Recruitment System 

 

Zur Suche nach zytoplasmatischen Bindungspartnern verschiedener 

Zelladhäsionsmoleküle wurde zum einen das konventionelle Yeast two-hybrid System 

und zum anderen ein neues, auf der Lokalisierung eines funktionellen Ras-Proteins 

über eine Protein-Protein-Interaktion an der Plasmamembran beruhendes Hefesystem, 

eingesetzt. 

 

Da das P0-Protein spezifisch von Zellen des peripheren Nervensystems exprimiert 

wird, sollte für den Gebrauch von P0 als Köder im klassischen Yeast two-hybrid 

System zunächst eine cDNS-Bank aus mRNS bovinen Ischiasnervs generiert werden. 

Obgleich diese Bank mit einer Anzahl von 3,44 × 105 unabhängigen Transformanten 

vermutlich nicht sämtliche Proteine des Ischiasnerven repräsentierte, wurde sie zur 

Durchmusterung mit P0 eingesetzt. Für den Einsatz eines S-MAG-Köders wurde eine 

Gesamthirn-cDNS-Bibliothek verwendet. Bei der Durchmusterung der 

entsprechenden cDNS-Bibliotheken konnten keine Interaktionspartner identifiziert 

werden. L-MAG, die längere Isoform des Myelin-assoziierten Glykoproteins, konnte 

im konventionellen Yeast two-hybrid System nicht als Köder eingesetzt werden, da es 

autoaktivierend wirkte und somit das System kurzschloß. 

 

Frühere Untersuchungen unter Verwendung der verschiedenen intrazellulären 

Domänen von NCAM im konventionellen Yeast two-hybrid System hatten ebenfalls 

keinen Erfolg bei der Entdeckung neuer Bindungspartner (Diplomarbeit M. 

Vogelsang, ETH Zürich). Die Gründe für das Versagen des klassischen Yeast two-

hybrid Systems zur Identifizierung von Interaktionspartnern dieser Proteine der 

Immunglobulin-Superfamilie sind bisher nicht aufgeklärt worden. Ein grundsätzliches 

Problem, insbesondere beim Einsatz zytoplasmatischer Domänen von 

Transmembranproteinen im konventionellen Yeast two-hybrid System ist allerdings, 

daß der Nachweis einer Interaktion im Zellkern der Hefezelle erfolgt. Zum einen 
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können die Fusionsproteine toxisch auf die Hefezellen wirken. Zum anderen ist für 

das Zustandekommen vieler Interaktionen die unmittelbare Umgebung der beteiligten 

Bindungspartner essentiell. So entscheiden der pH-Wert, Kalzium- und andere 

Ionenkonzentrationen, sowie nicht zuletzt die Anwesenheit dritter modulatorischer 

Proteine über die Ausbildung einer Bindung. Es ist bekannt, daß manche 

Interaktionen, die normalerweise im Zytoplasma oder an der Plasmamembran 

stattfinden, im konventionellen Yeast two-hybrid System nicht detektiert werden 

können (Colas and Brent, 1998). Auffällig ist in diesem Zusammenhang die Tatsache, 

daß unter der Vielzahl von Publikationen, die den erfolgreichen Einsatz des Systems 

beschreiben, nur extrem wenige Autoren Zelladhäsionsmoleküle als Köder 

verwendeten. 

 

Aufgrund der oben angeführten Gründe war der Einsatz des Ras Recruitment Systems 

ein vielversprechender Ansatz zur Suche nach intrazellulären Bindungspartnern von 

Zelladhäsionsproteinen wie NCAM und MAG. Dieses System bietet gegenüber dem 

klassischen die Möglichkeit, Protein-Protein-Interaktionen in der direkten Nähe der 

Plasmamembran zu untersuchen. Der Nachweis einer Interaktion erfolgt durch 

Rekrutierung eines permanent aktiven Ras-Köderfusionsproteins durch Bindung eines 

Beuteproteins, welches in der Plasmamembran verankert ist (Broder et al., 1998). 

 

Bei der Überprüfung der Einsetzbarkeit der Köderfusionsproteine waren die NCAM-

Konstrukte in der Lage, das System kurzzuschließen. Verantwortlich hierfür sind 

vermutlich vier palmitoylierbare Cysteinreste, welche eine Membranlokalisation des 

NCAM-mRas(61)-Fusionsproteins ohne die Notwendigkeit eines membran-

gebundenen Interaktionspartners bewirkten. Die in Hefezellen exprimierten 

intrazellulären Domänen von NCAM werden also, wahrscheinlich durch die 

Palmitoylierung der Cysteinreste, zur Plasmamembran transportiert und in dieser 

verankert. Diese Beobachtung erklärt, warum der Einsatz der vollständigen 

intrazellulären Domänen von NCAM im klassischen Yeast two-hybrid System keinen 

Erfolg haben konnte, da die Verankerung des NCAM-Köders in der Plasmamembran 

die eigentliche Nachweisreaktion, also die transkriptionelle Aktivierung im Hefekern, 

verhinderte. Für P0 ist ebenfalls bekannt, daß es an Cys153 innerhalb der 

intrazellulären Domäne palmitoyliert wird (Bizzozero et al., 1994). Möglicherweise 
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führt auch hier diese Modifikation zur Verankerung in der Plasmamembran und damit 

zur Verhinderung der, für eine Interaktion im konventionellen System notwendigen, 

Kernlokalisation. 

 

Die Köderkonstrukte der trunkierten intrazellulären NCAM-Domänen, in denen die 

cysteinreiche Sequenz nicht vorhanden war, konnten zur Durchmusterung von RRS-

cDNS-Bibliotheken eingesetzt werden. Die Experimente führten jedoch, genauso wie 

die Suche mit einem L-MAG-Köder nicht zur Identifikation neuer Bindungspartner. 

Mehrere Erklärungsansätze sind hierfür denkbar: Die Fähigkeit mancher 

Transmembranproteine zur Ausbildung von Protein-Protein-Interaktionen hängt von 

ihrer Lokalisation innerhalb bestimmter Subkompartimente der Plasmamembran ab. 

Die Palmitoylierung der vier intrazellulären Cysteinreste im NCAM140 und 

NCAM180 (Little et al., 1998) bewirkten in vivo den Transport in sogenannte „lipid 

rafts“, cholesterolreiche Mikrodomänen innerhalb der Plasmamembran, die als 

Signalplattformen angesehen werden (Simons and Ikonen, 1997). Erst die 

Lokalisation in diesen Mikrodomänen befähigt NCAM140, durch die Nähe zu 

anderen Effektorproteinen zur Mitwirkung an verschiedenen Signaltrans-

duktionskaskaden (Niethammer et al., eingereicht). Solche „lipid rafts“ existieren 

zwar ebenfalls innerhalb der Hefe (Bagnat et al., 2000), die mRas(61)-

Fusionsproteine der intrazellulären Domänen verbleiben im RRS jedoch im 

Zytoplasma der Hefezelle und sind daher nicht in „rafts“ lokalisiert. Auch MAG wird 

in vivo palmitoyliert (Pedraza et al., 1990). Zwar befindet sich der auf diese Weise 

modifizierte Cysteinrest nicht innerhalb der zytoplasmatischen Domäne, sondern in 

der Transmembranregion, dennoch ist auch MAG in vivo in „rafts“ lokalisiert (Dr. 

Ralf Kleene, ZMNH, persönliche Mitteilung), was vermutlich auf die Palmitoylierung 

zurückzuführen ist. Inwieweit die „raft“-Lokalisation für die Funktionalität von 

MAG und für seine Fähigkeit, mit anderen Proteinen Bindungen einzugehen, benötigt 

wird, ist bisher ungeklärt. Es wäre allerdings eine Möglichkeit, die das Versagen der 

Hefesysteme zur Identifizierung neuer intrazellulärer Bindungspartner der 

eingesetzten Zelladhäsionsmoleküle erklären könnte. 

 

Weiterhin ist denkbar, daß für eine Interaktion von Zelladhäsionsmolekülen mit 

intrazellulären Bindungspartnern möglicherweise mehr als nur die zytoplasmatische 
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Domäne notwendig ist. Es ist wahrscheinlich, daß die dreidimensionale Struktur der 

intrazellulären Domänen durch die der Transmembran- und der extrazellulären 

Domänen mitbestimmt wird und daß die resultierende Konformation für die 

Wechselwirkung mit anderen Proteinen entscheidend ist. Der Erfolg des Einsatzes der 

isolierten zytoplasmatischen Domänen in two-hybrid Systemen wäre unter diesen 

Voraussetzungen fraglich. 

 

2 NCAM-Calmodulin-Interaktion 

 

Mit Hilfe des Biacoresystems konnte eine Interaktion der intrazellulären Domänen 

von NCAM mit Calmodulin festgestellt werden. Die Bindung war kalziumabhängig 

und spezifisch, die intrazellulären Domänen der Zelladhäsionsmoleküle L1 und CHL1 

zeigten unter denselben Bedingungen keine Bindung. Die Wechselwirkung zwischen 

NCAM und Calmodulin konnte in einer Bindungsstudie mit Hilfe von Agarosebeads, 

auf dessen Oberfläche Calmodulin kovalent gekoppelt war, verifiziert werden. Die 

intrazellulären Domänen von NCAM wurden mit diesen Calmodulinbeads 

kalziumabhängig und spezifisch präzipitiert. 

 

Viele strukturell diverse Proteine binden Calmodulin mit Hilfe bestimmter 

Bindungsmotive (Rhoads and Friedberg, 1997). Gekennzeichnet sind diese Motive 

durch eine hohe positive Nettoladung und ein starkes helikales, hydrophobes Moment. 

Kalziumabhängige Interaktionen verschiedener Proteine (Calcineurin, CaMKII, IP3-

Rezeptor) werden durch das sogenannte 1-5-8-14-Motiv vermittelt. Anhand von 

Konformationsstudien konnte gezeigt werden, daß die konservierten hydrophoben 

bzw. aromatischen Aminosäuren an den Positionen 1, 5, 8 und 14 der 

Bindungssequenz die Domäne in den zwei globulären Regionen des 

kalziumgebundenen Calmodulins verankern. Aufgrund des symmetrischen Aufbaus 

des Calmodulins können CaM-Bindungsmotive auch invers auftreten (Hall et al., 

1996). 

 

Die Aminosäuresequenzen von NCAM140 und –180 enthalten ein 14-8-5-1-Motiv 

innerhalb der intrazellulären Domäne nahe der Transmembranregion, allerdings ist die 
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Nettoladung über diese Domäne nur +1 (Abbildung 9). Das putative 

Calmodulinbindungsmotiv liegt in der Region derjenigen vier Cysteinreste, von denen 

in Mutationsstudien gezeigt wurde, daß sie palmitoyliert werden können (Little et al., 

1998). Diese Palmitoylierung ist für die Lokalisation in „rafts“ essentiell 

(Niethammer et al., 2001, eingereicht). Auch andere calmodulinbindende Proteine 

akkumulieren in „rafts“. Für NAP-22, einem überwiegend im Hirn exprimierten, von 

seinen physikalisch-chemischen Eigenschaften dem GAP-43 ähnlichen Molekül, 

konnte gezeigt werden, daß seine Lokalisation in „rafts“ auf bisher ungeklärte Weise 

durch Calmodulin reguliert wird (Maekawa et al., 1999). 

 

Zur Aufklärung der Frage, ob durch die Wechselwirkung mit Calmodulin 

möglicherweise eine sterische Hinderung die Palmitoylierung und damit die „raft“-

Lokalisation von NCAM blockiert, sollten die für die Calmodulinbindung 

verantwortlichen Aminosäuren eingegrenzt werden. Hierzu wurden Peptide 

synthetisiert, welche die intrazelluläre Domäne von NCAM in drei Fragmente 

unterteilen. Die Positionen der Peptide innerhalb der NCAM-Sequenz sind in 

Abbildung 9 dargestellt. Das N-terminale Peptid 1 enthält das putative, inverse CaM-

Bindungsmotiv. Dieses Oligopeptid zeigte eine extrem schlechte Löslichkeit und 

konnte daher nicht in den Bindungsstudien verwendet werden. Ein verkürztes Peptid, 

welches zwar das potentielle Bindungsmotiv enthielt, in dem aber die Cystein- durch 

Serinreste substituiert worden waren, interagierte nicht mit Calmodulin. Auch die 

anderen beiden Peptide 2 bzw. 3 zeigten im Biacoresystem keine Wechselwirkung mit 

Calmodulin. Die Möglichkeit, daß die mutierten Cysteinreste für die Wechselwirkung 

mit Calmodulin notwendig sind, erschien aufgrund der Tatsache, daß ein mutiertes 

Konstrukt der kompletten intrazellulären Domäne von NCAM140, das 

NCAM140IC∆3×Cys, im Biacoresystem mit Calmodulin interagierte (Abbildung 10), 

als unwahrscheinlich. 

 

Mit Hilfe der Peptide konnte die für die Interaktion mit Calmodulin verantwortliche 

Sequenz nicht identifiziert werden. Die Peptide zeigten weder Bindungssignale im 

Biacoresystem, noch ließ sich mit ihnen die Assoziation der intrazellulären NCAM-

Domänen an die CaM-Beads inhibieren (Daten nicht gezeigt). Möglicherweise 

entspricht die dreidimensionale Struktur der Peptide nicht der für eine 
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Wechselwirkung notwendigen Konformation. Unter Umständen sind an der Bindung 

aber auch Aminosäurereste beteiligt, die relativ zur Primärstruktur weit voneinander 

entfernt liegen. Die Applikation der einzelnen Peptide würde in diesem Fall für eine 

Bindung nicht ausreichen, doch auch die zeitgleiche Überleitung aller Peptide über 

die Calmodulinoberfläche lieferte ebenfalls keine Signale im Biacoresystem (Daten 

nicht gezeigt). 

 

Die NCAM-Calmodulin-Wechselwirkung konnte im Ras Recruitment System weder 

mit NCAM-Köder- und Calmodulin-Beutekonstrukten, noch vice versa nachgewiesen 

werden. Die Problematik der Verwendung von Zelladhäsionsmolekülen in Yeast two-

hybrid Systemen ist bereits weiter oben ausführlich diskutiert worden. 

 

Der Versuch Calmodulin aus Hirnhomogenat oder aus N2A-Zellysat mit anti-NCAM-

Antikörpern kozupräzipitieren schlug fehl (Daten nicht gezeigt). Auch die 

Supplementierung des Zellysates mit einem Überschuß an biotinyliertem Calmodulin 

brachte keinen Erfolg. Eventuell bewirkt die Interaktion von Calmodulin mit dem 

intrazellulären Teil von NCAM eine Konformationsänderung, welche die Bindung 

des anti-NCAM-Antikörpers an die extrazelluläre Domäne verhindert. Ein derartiges 

„inside-out signaling“, bei dem intrazelluläre Konformationsänderungen 

extrazelluläre Erkennungsprozesse beeinflussen, konnte bei der Untersuchung der 

Wechselwirkung von L-Selectin und Calmodulin beobachtet werden. Intrazelluläre 

Punktmutationen innerhalb der CaM-Bindungsstelle, welche die Wechselwirkung von 

Calmodulin mit L-Selectin blockierten, verhinderten ebenfalls die Erkennung von 

extrazellulären Epitopen durch einen anti-L-Selectin-Antikörper (Kahn et al., 1998). 

 

L-Selectin ist eines von vielen Proteinen, das durch membrangebundene Proteasen 

von der Plasmamembran abgespalten und als lösliches Fragment freigesetzt werden 

kann (Kishimoto et al., 1989). Derartige proteolytische Prozesse werden als 

„ectodomain shedding“ bezeichnet, besitzen zumeist eine physiologische Relevanz 

und unterliegen daher einer strengen Regulation (Hooper et al., 1997). Kahn et al. 

konnten zeigen, daß die proteolytische Spaltung von L-Selectin durch eine direkte 

Interaktion mit Calmodulin gesteuert wird (Kahn et al., 1998). Durch Inhibition der 
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Calmodulinbindung mit Hilfe von Calmodulinantagonisten, oder durch Mutation der 

Bindungsstelle konnte eine verstärkte Proteolyse L-Selectins erreicht werden. 

 

Eine generelle Rolle für Calmodulin als Modulator der Oberflächenexpression und 

Funktionalität verschiedener membrangebundener Proteine wurde von Díaz-

Rodríguez et al. vorgeschlagen (Diaz-Rodriguez et al., 2000). Sie konnten zeigen, daß 

die Applikation von Calmodulinantagonisten zu einem verstärkten „shedding“ der 

membrangebundenen Vorläuferproteine von Wachstumsfaktoren wie TGF-α oder 

Neuregulin-α2c, der Rezeptortyrosinkinase TrkA und von β-APP führt.  

 

NCAM wird ebenfalls proteolytisch gespalten, welches die Bildung eines ca. 110 kD 

schweren, löslichen und funktionellen Fragmentes bewirkt (Probstmeier et al., 1989). 

Die Größe des freigesetzten NCAM110s entspricht theoretisch einem durch 

„ectodomain shedding“, also durch eine extrazelluläre, membrannahe Proteolyse, 

entstandenen Produktes. Daher wurde geprüft, ob die nachgewiesene Interaktion von 

NCAM mit Calmodulin möglicherweise eine regulative Funktion bei dessen 

Proteolyse spielt. An isolierten N2A-Plasmamembranen konnte gezeigt werden, daß 

exogen appliziertes Calmodulin die NCAM110-Bildung verstärkt und 1,10-

Phenanthrolin, ein Metalloproteaseinhibitor, die NCAM-Proteolyse hemmt. Für die 

NCAM110-Freisetzung scheint also vermutlich eine membrangebundene 

Metalloprotease verantwortlich zu sein. 

 

An kultivierten N2A-Zellen konnte weiterhin gezeigt werden, daß die Inhibition der 

Calmodulin-NCAM-Bindung mit Hilfe von CGS9343B, einem spezifischen CaM-

Antagonisten (Norman et al., 1987), zu einer starken Reduktion des NCAM-

„sheddings“, also der Freisetzung von NCAM110 in den Zellkulturüberstand, führt. 

Inwieweit diese Inhibition auf eine direkte Assoziation von Calmodulin mit NCAM 

bzw. dessen Dissoziation zurückzuführen ist, sollte durch Versuche an CHO-Zellen 

weiter untersucht werden. Da CHO-Zellen endogen kein NCAM exprimieren, sollte 

durch Transfektionsversuche die Isoformspezifität des Calmodulineinflusses 

analysiert werden. Sowohl aus NCAM140- als auch aus NCAM180-transfizierten 

CHO-Zellen wurde NCAM110 freigesetzt. In Anwesenheit des Calmodulin-

antagonisten wurde das „shedding“ vollständig gehemmt. Denkbar ist, daß eine 
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direkte Bindung von Calmodulin an die intrazellulären Domänen der beiden 

Transmembranisoformen zu einer Konformationsänderung führt, welche die 

extrazelluläre Schnittstelle für eine membrangebundene Protease zugänglich macht. 

Wird diese Konformationsänderung durch Applikation des Calmodulinantagonisten 

verhindert, so bewirkt dieses eine Inhibition der proteolytischen Freisetzung des 110 

kD schweren Spaltproduktes. Eine derartige Regulation über ein „inside-out 

signaling“ wurde für das „shedding“ von L-Selectin beschrieben, allerdings führte 

die durch einen Calmodulininhibitor bedingte Konformationsänderung dort zu einer 

verstärkten Sezession löslichen L-Selectins (Kahn et al., 1998). 

 

Im Überstand der NCAM120-transfizierten CHO-Zellen konnten mehrere NCAM-

immunreaktive Banden von ca. 100-120 kD detektiert werden. Interessanterweise 

hatte CGS9343B auch auf deren Bildung einen inhibitorischen Effekt. Aufgrund der 

Tatsache, daß die GPI-verankerte Isoform NCAM120 keinen intrazellulären Teil 

besitzt, muß in diesem Fall die Modulation der Proteolyse durch Calmodulin auf 

einem indirekten Wege stattfinden. Für die calmodulinregulierte Proteolyse 

membrangebundener Proteine ist eine direkte Wechselwirkung mit Calmodulin nicht 

zwingend notwendig. So konnte für die Spaltung der Rezeptortyrosinkinase TrkA 

gezeigt werden, daß die Applikation von Trifluoperazin, einem Calmodulininhibitor, 

das „ectodomain shedding“ von TrkA verstärkte. Versuche mit einer 

Deletionsmutante, der die komplette intrazelluläre Domäne des Rezeptors fehlte, 

zeigte jedoch eine unveränderte Sensibilität gegenüber dem Calmodulininhibitor 

(Diaz-Rodriguez et al., 2000). Es ist daher durchaus denkbar, daß die Spaltung von 

NCAM120 über einen calmodulinabhängigen Weg reguliert wird, der sich von dem 

der Transmembranisoformen NCAM140 und –180 unterscheidet. Eine Beteiligung 

der PI-PLC an der Proteolyse von NCAM120 kann ausgeschlossen werden, da der 

spezifische Inhibitor U73122 keinen Einfluß auf das „shedding“ von NCAM120 hatte 

(Daten nicht gezeigt). 

 

Verantwortlich für die membrannahe, extrazelluläre Proteolyse vieler 

Transmembranproteine sind Metalloproteasen der ADAM-Familie. Von einem 

Mitglied dieser Familie, dem „TNF-α converting enzyme“, TACE oder ADAM17 ist 

bekannt, daß es an der Proteolyse von TNF-α, TGF-α, L-Selectin, APP und dem IL6-
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Rezeptor beteiligt ist (Althoff et al., 2000; Black et al., 1997; Peschon et al., 1998). 

Wie oben bereits beschrieben, wird die Proteolyse von mehreren dieser 

Transmembranproteine über Calmodulin reguliert. Um die Fragestellung zu 

untersuchen, ob NCAM möglicherweise ebenfalls ein TACE-Substrat ist, wurden 

TACE-defiziente Fibroblasten, welche endogen NCAM140 exprimieren, auf ihre 

Fähigkeit zum NCAM-„shedding“ untersucht. Das 110 kD schwere NCAM-

Fragment war nicht im Überstand von TACE-/--Zellen detektierbar. Die mit TACE 

transfizierten TACE-/--Zellen generierten NCAM110, seine Bildung wurde allerdings 

nicht vom Calmodulinantagonisten beeinflußt. Es ist daher anzunehmen, daß es 

mehrere Proteasesysteme gibt, welche die verschiedenen NCAM-Isoformen auf 

unterschiedlich regulierten Wegen spalten. 

 

Die vollständige Inhibition der NCAM110-Bildung in den NCAM-transfizierten 

CHO-Zellen erscheint insofern verwunderlich, als daß zumindest die TACE-

vermittelte NCAM140-Proteolyse in Anwesenheit des Calmodulinantagonisten 

stattfinden sollte. Die beobachtete vollständige Hemmung des NCAM-„sheddings“ 

an NCAM140-transfizierten CHO-Zellen wäre durch eine fehlende Expression von 

TACE in diesen Zellen erklärbar. Tatsächlich konnten Beer et al. zeigen, daß das 

„shedding“ von L-Selectin in stabil transfizierten CHO-Zellen aufgrund einer extrem 

geringen Expression der verantwortlichen Protease TACE nur zu einem 

verschwindend geringen Teil erfolgte (Beer et al., 1999). Vor diesem Hintergrund 

ließe sich auch das Versagen des TACE-hemmenden GM6001-Inhibitors bei der 

NCAM-Proteolyse an transfizierten CHO-Zellen erklären. Es ist also wahrscheinlich, 

daß verschiedene Proteasesysteme für das NCAM-„shedding“ verantwortlich sind. 

Die in CHO-Zellen wirksamen sind calmodulinabhängig und unterscheiden sich daher 

vom TACE-vermittelten Prozeß. 
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VII Zusammenfassung 
 

Zur Identifizierung von zytoplasmatischen Interaktionspartnern der neuronalen 

Zelladhäsionsmoleküle NCAM, P0 und MAG wurden verschiedene Yeast two-hybrid 

Systeme etabliert und zur Durchmusterung von cDNS-Bibliotheken eingesetzt. Aus 

mRNS bovinen Ischiasnervs wurde eine cDNS-Genbank hergestellt, die mit einem 

P0-Köder durchsucht wurde. Die Durchmusterung dieser Bibliothek, sowie die Suche 

nach Bindungspartnern in einer Mäusehirn-Bank mit einem S-MAG-Köder lieferte 

keine positiven Ergebnisse. 

 

Der Einsatz eines neuen Systems, des Ras Recruitment Systems, welches gegenüber 

dem konventionellen Yeast two-hybrid System den Vorteil hat, daß die 

Nachweisreaktion in direkter Nähe der Plasmamembran stattfindet, führte ebenfalls zu 

keiner Identifizierung neuer Interaktionspartner. Weder die Durchmusterung einer 

Rattenhirn-Genbank mit einem L-MAG-Köder, noch die Suche mit Ködern der 

intrazellulären Domänen von NCAM führte zur Entdeckung zytoplasmatischer 

Bindungspartner. Die Gründe für das Scheitern beider Systeme sind bisher ungeklärt. 

Verschiedene Hinweise deuten allerdings darauf hin, daß Transmembranproteine der 

Ig-Superfamilie möglicherweise in bestimmten Kompartimenten der Plasmamembran 

lokalisiert sein müssen, um Interaktionen eingehen zu können. 

 

Mit Hilfe von Biacorestudien konnte eine Interaktion zwischen Calmodulin und den 

intrazellulären Domänen von NCAM140 und NCAM180 nachgewiesen werden. Die 

Bindung war kalziumabhängig und spezifisch. In einem Bindungsassay wurden diese 

Interaktionen mit Hilfe von Calmodulin-gekoppelten Agarosebeads verifiziert. 

Calmodulin ist als Modulator des „sheddings“ mehrerer Transmembranproteine, wie 

z.B. L-Selectin, TNF-alpha und TGF-alpha bekannt. Diese extrazelluläre 

proteolytische Spaltung reguliert nicht nur die Menge des auf der Oberfläche 

verfügbaren Proteins, sondern erzeugt gleichzeitig lösliche und daher mobile, 

physiologisch wirksame Fragmente der Transmembranproteine. Auch NCAM 

existiert in löslicher Form. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß die 

Freisetzung eines 110 kD schweren NCAM-Fragmentes aus transfizierten CHO- und 

  91 



  VII. ZUSAMMENFASSUNG 
   

 

N2A-Zellen calmodulinabhängig ist. Die Applikation eines spezifischen 

Calmodulininhibitors hemmte dieses NCAM-„shedding“ vollständig. Weitere 

Inhibitionsstudien ergaben, daß für die NCAM110-Freisetzung eine 

membrangebundene Metalloprotease verantwortlich zu sein scheint. 

 

TACE, eine Metalloprotease der ADAM-Familie, ist ein potentieller Kandidat für das 

NCAM-„shedding“, da bekannt ist, daß sie an der calmodulinregulierten Spaltung 

verschiedener Transmembranproteine beteiligt ist. Daher wurde untersucht, ob diese 

membrangebundene Protease auch für die Freisetzung von NCAM110 verantwortlich 

ist. Durch Vergleich der Proteolyse von NCAM in TACE-defizienten und TACE 

exprimierenden Fibroblastenzellinien konnte gezeigt werden, daß NCAM140 durch 

TACE gespalten wird. Allerdings läßt die Calmodulinunabhängigkeit des Prozesses 

darauf schließen, daß TACE für das in CHO- bzw. N2A-Zellen beobachtete NCAM-

„shedding“ nicht hauptverantwortlich ist. Wahrscheinlich existieren also mehrere 

Proteolysewege für die Spaltung von NCAM. 
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VII Summary 
 

Two different yeast two-hybrid systems have been established and were used for the 

search for intracellular binding partners of the neuronal cell adhesion molecules 

NCAM, P0 and MAG. A cDNA-library was generated from bovine sciatic nerve and 

screened with a P0-bait. However, no binding partners were identified for P0 and an 

S-MAG bait by using this approach. 

 

The Ras Recruitment System, a new system which bears the advantage that protein-

protein-interactions of interest occur in the cytoplasm near the plasmamembrane, also 

failed to detect new binding partners. Neither the screening of a rat brain library with 

an L-MAG bait, nor the screening with baits of the intracellular domains of NCAM 

discovered any interacting proteins. The reasons for the failure of both two-hybrid 

systems remain unclear, but several observations suggest that transmembrane proteins 

of the Ig-superfamily may need to be localized in special compartments within the 

plasmamembrane for proper function. 

 

By use of the biacore system an interaction of calmodulin with the intracellular 

domains of NCAM140 and NCAM180 could be detected. The binding was calcium 

dependent and specific. The interaction could be verified in a binding assay, using 

calmodulin coupled agarose beads for the precipitation of NCAM intracellular 

domains. Calmodulin is known as a calcium dependent mediator of diverse processes. 

One function persists in the regulation of the shedding of transmembrane proteins like 

L-selectin, TNF-alpha and TGF-alpha. Such a proteolytic cleavage not only 

modulates the quantity of the proteins at the cell surface but also generates soluble 

and therefore mobile, physiologically active fragments. NCAM also exists in such 

soluble forms. In this work it was shown that the release of an 110 kD NCAM 

fragment from transfected CHO- or N2A-cells is calmodulin dependent. This NCAM 

shedding could be completely blocked by the application of a specific calmodulin 

inhibitor. Further experiments suggested that a membrane bound metalloprotease is 

responsible for the NCAM cleavage. 
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TACE, a metalloprotease of the ADAM family, is a good candidate for the NCAM 

shedding. It is known that TACE is involved in the calmodulin-regulated cleavage of 

several transmembrane proteins. Therefore it was investigated whether this 

membrane-associated protease also accounts for the release of the NCAM110 

fragment. For this purpose the shedding of NCAM was investigated in TACE-

deficient versus TACE-transfected fibroblast cell lines. It was demonstrated that the 

endogenously in these cells expressed NCAM140 isoform is cleaved by TACE. 

However the calmodulin independency of this process implies that TACE is not the 

only NCAM cleaving enzyme. Furthermore it can be concluded that the major 

shedding in CHO- or N2A-cells is performed by proteases distinct from TACE. 
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IX Anhang 
 

1 Oligonukleotide 
 

Nr. Name Sequenz (5´-3´) Enzym 

1 pGAD10s TAC CAC TAC AAT GGA TGA  

2 pGAD10as TGC ACA GTT GAA GTG AAC TT  

3 pAS2-1-s TCA TCG GAA GAG AGT AG  

4 pAS2-1-as TAC CAC TAC AAT GGA TG  

5 pAS-MAG-up GA TGT CGA CAT ATG CAG ACG AGA AGA AAA AAG 

AAT G 
NdeI 

6 pAS-L-MAG-dn GTT GGA TCC ACA GGG CCA GCC CCC AGC G BamHI 

7 pAS-S-MAG-dn GTT GGA TCC TCT CAG ATC CCA GGC GCT GC BamHI 

8 pAS-P0-up GT TGT CGA CAT ATG ATC CGG TAC TGC TGG CTG CG NdeI 

9 pAS-P0-dn GTT GGA TCC TTT GGA AGA CTC CAT CGC BamHI 

10 RRS-MAG-BamHI-up AGA CCC GGG ATC CAG ACA AGA AGA AAA BamHI 

11 RRS-L-MAG-BamHI-dn CAG AAT TCG GAT CCA GCT TCC TCA CTT BamHI 

12 RRS-NCAM-NT-up ATT CCC GGG ATC CTT GAC ATC ACC TGC TAC BamHI 

12a RRS-NCAM∆Cys-up ATT CCC GGG ATC CTT GAC ATC ACC TCC TAC BamHI 

13 RRS-NCAM-INT-up ATG CCC GGG ATC CTT AAA GAC ATG GAG GAG BamHI 

14 RRS-NCAM-Stop-dn GCG AAT TCG GAT CCG TCA TGC TTT GCT CTC BamHI 

15 RRS-CaM-Xho-up ACT GGG ACT CGA GAA ATG GCT GAT CAG CTG ACT XhoI 

16 RRS-CaM-Stop-Xho-dn GCC CCG CTC GAG TCA TTT TGC AGT CAT CAT XhoI 

17 pYes-s ATG GGG AGT AGC AAG AGC AAG  

18 pYes-as ACA TGA TGC GGC CCT CTA GAT GCA  

19 pADH-Ras-s GTG CGT GAG ATC CGG CAG  

20 pADH-Ras-as AAA CGA CGG CCA GTG AAT TCG A  
 

2 Datenbankeinträge 
 

Name Organismus Accession Number 

NCAM120 Maus Y00051 

NCAM140 Ratte X06564 

NCAM180 Ratte Kein Eintrag 

L-MAG Ratte X05301 

S-MAG Ratte X06554 

P0 Ratte K03242 

Calmodulin Maus NM009790 
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3 Plasmide 

 

Die zur Amplifikation in der PCR verwendeten Primer werden entsprechend der 

Numerierung in Abschnitt IX 2 zitiert. 

 

3.1 Yeast two-hybrid Konstrukte 

 

Die Herstellung der Ködervektoren pAS2-L-MAG-IC und pAS2-S-MAG-IC erfolgte 

durch PCR an den cDNS-Klonen 1B236-18 (L-MAG) und 1B236-20 (S-MAG) (Lai 

et al., 1987) mit den Primerkombinationen 5+6 bzw. 5+7 und anschließende Insertion 

der 310 bp bzw. 195 bp großen Fragmente in das Plasmid pAS2-1 via NdeI/BamHI 

(Abbildung 18). Die P0-IC-DNS wurde durch Amplifikation am cDNS-Klon K03242 

mit den Primern 8+9 dargestellt. Das 210 bp große PCR-Produkt wurde nach 

NdeI/BamHI–Verdau in den pAS2-1-Vektor insertiert (Abbildung 18). 

 

pAS2-1
8392 bp TRP1

CYH2

PADH1

GAL4 BD

Ampr

TADH1

NdeI
NcoI

EcoRI
SmaI
XmaI

BamHI
SalI
PstI

(5969-6014)
MCSrat L-MAG IC

5´ 3´

5´ 3´

rat S-MAG IC
5´ 3´rat P0 IC

Die Überprüfung des richtigen Einbaus der DNS-Fragmente in den pAS2-1-Vektor 

erfolgte mit den Primern 3+4 und die Sequenzierung von pGAD10-Konstrukten mit 

den Primern 1+2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 18: Plasmidkarte der Ködervektoren für das konventionelle Yeast two-hybrid System. 

Die cDNS der intrazellulären Domänen von S-, L-MAG und P0 wurden via NdeI und BamHI in 

pAS2-1 insertiert. 
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3.2 Ras Recruitment Konstrukte 

 

Die RRS-Vektoren wurden mit Ausnahme des pMyr-Vektors, in den die cDNS-Bank 

insertiert war, von Dr. A. Aronheim (Israel Institute of Technology, Haifa, Israel) zur 

Verfügung gestellt. Zur Sequenzierung der pADH-Köderkonstrukte wurden die 

Primer 19+20, zur Überprüfung der pYes- und pMyr-Beutekonstrukte die Primer 

17+18 benutzt. Als „template“ für die Herstellung der NCAM-PCR-Fragmente 

dienten die pcDNA3-Konstrukte der einzelnen Isoformen (IX 4.3). Für das pADH-

NCAM140IC∆Cys-Konstrukt diente ein mutiertes pcDNA3-NCAM-Konstrukt als 

„template“, welches Dr. M. Delling zur Verfügung stellte. Die PCR-Produkte wurden 

mit BamHI geschnitten und in den BamHI-geöffneten pADH-Ras(61)-Ködervektor 

ligiert. Die Primerkombinationen und die Länge der resultierenden DNS-Amplifikate 

ist in Tabelle 1 gelistet. 

 

Der pADH-L-MAG-IC-Köder wurde durch PCR an pAS2-L-MAG-IC mit der 

Primerkombination 10+11 und anschließende Insertion der BamHI-verdauten DNS in 

den BamHI-geöffneten pADH-Ras(61)-Vektor hergestellt. 

 

pADH-Ras(61)
8,5 kb

RasPADH1

Ampr

TADH1

Leu2

NcoIHindIII

BamHI

NCAM140 IC

NCAM140 tr. IC

NCAM180 IC

NCAM180 tr. IC

L-MAG IC

5´ 3´

5´ 3´

5´ 3´

5´ 3´

5´ 3´

5´-TGC AAG TGG ATC CCC ATG GCC-3´

BamHI

NCAM140 IC Cys∆5´ 3´

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 19: Plasmidkarte der Ködervektoren für das RRS. Die PCR-Produkte der 

intrazellulären Domänen wurde in den BamHI-geöffneten pADH-Ras(61)-Vektor insertiert. 
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Köderkonstrukt Primerkombination Insertlänge 

pADH-NCAM140IC 12+14 363 bp 

pADH-NCAM140IC∆Cys 12a+14 363 bp 

pADH-NCAM180IC 12+14 1.173 bp 

pADH-NCAM140IC-tr. 13+14 270 bp 

pADH-NCAM180IC-tr. 13+14 1.080 bp 

 

Tabelle 1: Darstellung der RRS-NCAM-Köderkonstrukte. Die NCAM-Konstrukte wurden durch 

Insertion der mit den angegebenen Primern erhaltenen PCR-Produkte dargestellt. 

 

Das pYes(Trp)-mGAP-Konstrukt wurde von A. Aronheim bezogen. Es existiert keine 

Plasmidkarte. Seine Darstellung ist in der Literatur nur knapp beschrieben (Aronheim, 

1997). 

 

Eine PCR mit den Calmodulin-spezifischen Primern 15+16 an einer cDNS-Genbank 

als „template“ lieferte die 450 bp große Calmodulin-cDNS, welche nach XhoI-Verdau 

in den XhoI-geöffneten pYes∆PolyA-Vektor ligiert wurde. 

 

pYes PolyA∆
6 kb

PGAL1

Myr

TCYC1

Ampr

URA3

NcoI

HindIII

SmaI

EcoRI

XhoI

rat CaM5´ 3´

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 20: Plasmidkarte des pYes-CaM-Konstruktes. Die Insertion der Calmodulin-DNS 

erfolgte über XhoI. 
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pMyr
6023 bp

PGAL1

Myr

TCYC1

Camr

URA3

EcoRI

XhoI

cDNA library
5´ 3´

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 21: Plasmidkarte des pMyr-Beutevektors. Die cDNS-Bank im pMyr-Plasmid wurde von 

Stratagene bezogen. Die cDNS war über die Schnittstellen EcoRI und XhoI in den pMyr-Vektor ligiert. 

 

3.3 Expressionskonstrukte 

 

pcDNA3-NCAM140 und pcDNA3-NCAM180 wurden freundlicherweise von Dr. P. 

Maness (University of South Carolina, USA) zur Verfügung gestellt. Das pcDNA3-

NCAM120-Konstrukt wurde durch Ausschneiden der NCAM120-DNS aus pMV7-N1 

(erhalten von Dr. E. Bock, University of Copenhagen, Denmark) mit EcoRI und 

anschließende Ligation in den EcoRI-linearisierten pcDNA3-Vektor hergestellt. 

  

pcDNA3
5446 bps

BGH PolyA

Ampr PCMV
HindIII
KpnI
BamHI
EcoRI
EcoRV
NotI
XhoI
XbaI

(889-983)
MCS

rat NCAM140

rat NCAM180

mouse NCAM120

5´ 3´

5´ 3´

5´ 3´

SV40 PolyA

Neor

PSV40

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 22: Plasmidkarte der pcDNA3-Expressionskonstrukte von NCAM. Die Herkunft der 

Konstrukte ist im Text beschrieben. 
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Zur Expression der intrazellulären Domänen von NCAM wurden die Vektoren pQE30 

(Qiagen) und pET28a (Novagen) benutzt. Die Konstrukte wurden von Dr. M. Delling 

hergestellt. Alle DNS-Insertionen erfolgten über BamHI. 

 

 

pQE-30
3462 bp

Col E1

Ampr

Ba
m

H
I

K
pn

I
Sm

aI
Xm

aI
Sa

lI
H

in
dI

II

MCSATG 6xHis Stop

PT5 + lac O

NCAM140 IC

NCAM180 IC5´

3´

3´

5´
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 23: Plasmidkarte der pQE-Expressionskonstrukte von NCAM. Zur Expression und 

Aufreinigung der intrazellulären Domänen von NCAM wurden pQE-30-NCAM-Konstrukte hergestellt. 

 

Vier Cysteinreste innerhalb der intrazellulären Domäne von NCAM können 

palmitoyliert werden und diese Modifikation führt in vivo zur Verankerung in der 

Plasmamembran. Um diese Verankerung bzw. die Bildung von inter- und 

intramolekularen S-S-Brücken bei verschiedenen Versuchsansätzen zu verhindern, 

waren im NCAM140IC∆3×Cys-Konstrukt drei dieser Cysteinreste zu Serinresten 

mutiert worden. Der vierte, nahe der Membran lokalisierte Cysteinrest wurde mit dem 

Ziel, das aufgereinigte Oligopeptid im Biacoresystem über dieses Cystein zu 

immobilisieren, nicht ausgetauscht worden. 
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pET28a
5370 bp

Col E1

Kanr

Ba
m

H
I

H
in

dI
II

Xh
oI

N
de

I

MCSATG 6xHis Stop

NCAM140 IC 3xCys∆ 3´5´

PT7+ lac O

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 24: Plasmidkarte von pET28a-NCAM140IC∆3×Cys. Zur Expression und Aufreinigung 

der intrazellulären Domäne von NCAM140 wurde der pET28a-Expressionsvektor benutzt. 
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