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Unser Verständnis der Welt ist aus unzähligen Schichten errichtet. 

Jede Schicht verdient erforscht zu werden, 

solange wir nicht vergessen, dass es nur eine von vielen ist. 

Wenn wir alles wüssten, was man von einer Schicht wissen kann 

-ein höchst unwahrscheinlicher Fall- 

so würden uns das nicht viel über den Rest belehren. 

 

Erwin Chargaff (*1905), östr.-amerik. Biochemiker und Schriftsteller 

 



Inhalt 

1 EINLEITUNG 1 

1.1 Mitochondrien 1 
1.1.1 Morphologie der Mitochondrien 1 
1.1.2 Funktion der Mitochondrien 3 

1.1.2.1 Funktion im Energiestoffwechsel 3 
1.1.2.2 Funktion während der Apoptose 3 

1.1.3 Mitochondriale Mutationen und Anomalien 6 
1.1.4 Transport von Mitochondrien 7 
1.1.5 Mitochondriale Zerteilung und Verschmelzung 8 

1.1.5.1 Der mitochondriale Zerteilungsapparat 9 
1.1.5.2 Der mitochondriale Verschmelzungsapparat 13 
1.1.5.3 Physiologische Bedeutung der mitochondrialen Zerteilungs- und 
Verschmelzungsvorgänge 16 

1.2 Cykline- abhängige Kinasen 17 
1.2.1 Regulation der Cyklin-abhängigen Kinase 5 18 
1.2.2 Cyclin-abhängige Kinase 5 und neuronaler Zelltod 21 

1.3 Zielsetzung 25 

2 MATERIAL UND METHODEN 26 

2.1 Verwendete Zelltypen 26 
2.1.1 Kultur von CSM 14.1 Neuronen 26 
2.1.2 Kultur von primären Mittelhirnneuronen 27 

2.2 Molekularbiologische Methoden 29 
2.2.1 Plasmide 29 

2.2.1.1 Herstellung transformationskompetenter E. coli Zellen 31 
2.2.1.2 Transformation von E .coli Zellen 31 
2.2.1.3 Isolierung von Plasmid DNS aus E . coli 31 

2.2.2 Transfektionen 32 
2.2.2.1 Transiente Transfektion mittels Lipofectamine 32 

2.2.2.1.1 DNS Transfektion 32 
2.2.2.1.2 Kotransfektionen von DNS und siRNS 33 

2.2.2.2 Transiente Transfektion mittels Elektroporation 34 
2.2.2.2.1 DNS Transfektionen 34 

2.3 Proteinchemische Methoden 35 
2.3.1 Zelllysierung 35 
2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 35 
2.3.3 Western-Blot-Analyse 35 

2.3.3.1 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese 36 
2.3.3.2 Proteintransfer 36 
2.3.3.3 Antikörper Detektion 37 

2.3.4 Bestimmung der CDK5-Aktivität 37 

2.4 Zellbiologische Methoden 39 
2.4.1 Vorbehandlung der Neurone 39 
2.4.2 Apoptoseinduktion 40 
2.4.3 Apoptosenachweis 41 

2.4.3.1 Messung der Cytochrom c Freisetzung 41 



2.4.3.2 Studien zur Kernmorphologie 41 
2.4.4 Beurteilung der Mitochondrienmorphologie an fixierten Zellen 42 
2.4.5 Beurteilung der Mitochondrienmorphologie an lebenden Zellen 42 
2.4.6 Zytoskelettstudien 44 

2.5 Medien und Puffer 46 
2.5.1 Medien für Bakterien 46 
2.5.2 Medien für CSM14.1 Neurone 46 
2.5.3 Medien für primäre Mittelhirnneurone 46 
2.5.4 Puffer 46 
2.5.5 Antikörper 47 

3 ERGEBNISSE 48 

3.1 dCSM14.1 Neurone 48 
3.1.1 Mitochondrienmorphologie während der Apoptose 49 
3.1.2 Dynamik der mitochondrialen Zerteilung 50 
3.1.3 Bedeutung von Fis1 und Drp1 in der neuronalen Apoptose 51 

3.1.3.1 Regulation der mitochondrialen Morphologie 51 
3.1.3.2 Einfluss von Drp1 und Fis1 auf den neuronalen Zelltod 58 

3.1.4 Mitochondriale Fragmentation unter Tat Bcl-xL 63 
3.1.5 Bedeutung des Zytoskeletts für die mitochondriale Zerteilung 64 
3.1.6 Einfluss der Cyclin- abhängigen Kinase 5 auf die Mitochondrien 69 

3.1.6.1 Einfluss von CDK5 auf die mitochondriale Morphologie 70 
3.1.6.2 Regulation der CDK5- Aktivität bei Apoptoseinduktion 72 
3.1.6.3 Toxische Wirkung von CDK5 auf Mitochondrien und Zellkerne 75 
3.1.6.4 Bedeutung des endogenen CDK5 für die mitochondriale Zerteilung 76 

3.1.6.4.1 Hemmung von CDK5 durch CDK5N144 76 
3.1.6.4.2 Hemmung von CDK5 durch Indolinon A 81 
3.1.6.4.3 Herabregulation von CDK5 durch siRNS 85 

3.2 Primäre Mittelhirnneurone 88 
3.2.1 Zeitverlauf des mitochondrialen Zerfalls 89 
3.2.2 Drp1 in Mittelhirnneuronen 90 
3.2.3 CDK5 in Mittelhirnneuronen 92 

4 DISKUSSION 95 

4.1 Mitochondriale Morphologie 95 

4.2 Funktion von Drp1 und Fis1 98 

4.3 Einfluss von Drp1 und Fis1 auf die Apoptose 101 

4.4 Mitochondrialer Zerfall und Apoptose 104 

4.5 Regulation der mitochondrialen Zerteilung durch CDK5 106 

4.6 Einordnung von CDK5 in die neuronale Apoptosekaskade 109 

5 ZUSAMMENFASSUNG 112 

6 LITERATURVERZEICHNIS 113 



Einleitung 

1 

1 Einleitung 
Die eukaryontische Zelle ist in verschiedene Kompartimente eingeteilt, die unterschiedliche 

zelluläre Prozesse räumlich voneinander trennen. Die einzelnen Kompartimente sind von 

Lipidmembranen umgeben. Man unterscheidet Kompartimente, die von einer einfachen 

Membran umgeben sind (wie z.B. Endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat, Peroxi-

some und Lysosomen), und solche die einen komplexeren Aufbau besitzen (z.B. Zellkern, 

Mitochondrien und Chloroplasten).  

1.1 Mitochondrien 
Die ersten mikroskopischen Beobachtungen von Mitochondrien reichen mehr als 100 Jahre 

zurück. So wurde der Begriff Mitochondrion, der sich aus dem Griechischen ableitet und 

übersetzt „Fadenkörperchen“ bedeutet (mitos, griech. Faden; chondros, griech. Korn) 1898 

zum ersten Mal von C. Benda bei der Beschreibung intrazellulärer Strukturen verwendet. 

Mitochondrien können bei der Zellteilung nicht de novo entstehen, sondern vermehren sich 

durch Teilung. Sie besitzen einen Durchmesser von ca. 0,5-1µm und eine Länge von 

0,5-10 µm.  

Mitochondrien sind an vielen Stoffwechselprozessen beteiligt, ihre Hauptaufgabe ist die Be-

reitstellung von Energie in Form von ATP. Hierzu nutzen sie die oxidative Phosphorylie-

rung, die von der Atmungskette katalysiert wird. Des Weiteren sind die Mitochondrien am 

Fettsäureabbau, der Assemblierung von prosthetischen Eisen/Schwefel-Gruppen, bei Schrit-

ten des Harnstoffzyklus und der Synthese des Hämmoleküls, der Pyrimidine, der Nukleotide 

und von Phospholipiden beteiligt (Scheffler 2001).  

Die Mitochondrien nehmen eine zentrale Rolle in der Integration und Überwachung des 

Zellstatus sowie während der Apoptose und Zellalterung ein. Dabei wurde die Bedeutung 

der Morphologie und Dynamik der Mitochondrien in der Regulierung dieser zentralen 

zellulären Prozesse erst seit kurzem erkannt. 

1.1.1 Morphologie der Mitochondrien  
In den 50er Jahren des vorigen Jahrhunderts war es erstmals mittels elektromikroskopischer 

Aufnahmen möglich komplexe intramitochondriale Strukturen sichtbar zu machen (Palade 

1952). Mitochondrien sind von zwei hochspezialisierten Membranen umgeben und können 

somit in vier Kompartimente eingeteilt werden: die Außenmembran, den Intermembran-

raum, die Innenmembran und die Matrix (siehe Abbildung 1). Die äußere Membran ähnelt in 

ihrer Lipid- und Proteinzusammensetzung der Zellmembran, während die innere Membran 
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in ihrem Aufbau eher Bakterienmembranen entspricht (Endosymbiontentheorie). Die 

Innenmembran kann in zwei Subkompartimente unterteilt werden, in den Abschnitt der 

Innenmembran, welche in engem Kontakt zur Außenmembran steht (innere Grenzschicht) 

sowie die Einstülpungen der Innenmembran in die Matrix (Cristae). Der Intermembranraum 

wird somit durch die Cristae in physiologisch unterschiedliche Kompartimente unterteilt 

(Frey und Mannella 2000). Die innere Grenzschicht ist hochspezialisiert. Sie enthält große 

Mengen des „Doppel“- Phospholipids Cardiolipin, das die Permeabilität der Membran für 

Ionen verringert. Außerdem enthält sie eine Reihe von Transportproteinen, welche jene 

Moleküle durch die Membran leiten, die in der Matrix verstoffwechselt werden sollen. Die 

Oberflächenvergrößerung der inneren Membran, durch die Ausbildung der Cristae dient der 

ATP Produktion, da die Proteine der Atmungskette an der inneren Membran lokalisiert sind. 

Die Anzahl der Cristae in Mitochondrien einer Herzmuskelzelle ist beispielsweise dreimal 

höher als bei den Mitochondrien einer Leberzelle, die weniger Energie benötigt (Alberts et 

al. 1997).  

 

Abbildung 1: Baffle-Modell der Mitochondrien (Palade 1952).  

Die äußere Membran umschließt das ganze Mitochondrium. Die innere Membran bildet Cristae genannte Ein-
stülpungen, wodurch die Oberfläche erheblich vergrößert wird. Sie umschließt die Matrix, die interne Flüssigkeit 
des Mitochondriums. 
 

Nach der Endosymbiontentheorie stammen die Mitochondrien von atmungskompetenten α-

Proteobakterien ab, die vor 1,5 Milliarden Jahren eine Symbiose mit anaeroben Archeabak-

terien eingingen (Gray et al. 1999). Aufgrund ihres bakteriellen Ursprungs besitzen 

Mitochondrien eine eigene ringförmig vorliegende DNS und eine bakterienähnliche 

Transkriptions- und Translationsmaschinerie. Proteine, welche auf der mitochondrialen DNS 

(mtDNS) kodiert sind, können von den Mitochondrien selbst synthetisiert werden. Der 

2 
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prozentuale Anteil der von den Mitochondrien selbst synthetisierten Proteine ist jedoch 

geringer, er beträgt beispielsweise in der Bäckerhefe nur ca. 1 %. Die restlichen in den 

Mitochondrien lokalisierten Proteine sind kernkodiert und werden posttranslational mit Hilfe 

verschiedener Translokalisationsmechanismen aus dem Zytosol in die Mitochondrien im-

portiert (Neupert 1997, Schatz und Dobberstein 1996). 

Die Matrix enthält mehrere identische Kopien des mitochondrialen Genoms, spezielle mito-

chondriale Ribosome, transfer-RNSs und verschieden Enzyme für die Expression der Mito-

chondriengene (Hobbs et al. 2001). 

1.1.2 Funktion der Mitochondrien 

1.1.2.1 Funktion im Energiestoffwechsel 
Mitochondrien nehmen eine zentrale Stellung im Energiestoffwechsel der Zelle ein. In ihnen 

sind die Enzyme der Atmungskette lokalisiert, ebenso sind sie involviert in der Fettsäureoxi-

dation und in dem Zitronensäurezyklus.  

Der Enzymkomplex der mitochondrialen Atmungskette ist in der inneren Membran lokali-

siert. Die mitochondriale Atmungskette besteht aus mehr als 20 Elektronen-Carrier, die in 

vier Enzymkomplexe gruppiert sind. Die mitochondriale Atmungskette katalysiert den 

Elektronentransport der im Zitronensäurezyklus, der Glykolyse und dem Fettsäure-Abbau 

entstehenden Reduktionsäquivalente NADH/H+ und FADH2 zu dem letztlichen Elektronen-

akzeptor O2. Anhand isolierter Enzymkomplexe konnte gezeigt werden, dass die Enzym-

komplexe Protonen durch die Membran pumpen, sobald Elektronen transportiert werden 

(Mitchell  1961). In der nativen Membran vervollständigen die beweglichen Elektronen-Car-

rier Ubichinon und Cytochrom c die Elektronen-Transportkette, indem sie zwischen den En-

zymkomplexen pendeln. Die Enzymkomplexe der mitochondrialen Atmungskette koppeln 

den energetisch günstigen Elektronentransport mit dem Export von Protonen aus der Matrix. 

Dadurch bildet sich ein elektrochemischer Protonengradient über die innere Mitochondrien-

membran aus. Dieser Protonengradient treibt die ATP-Synthetase (innere Mitochondrien-

membran) an, welche die freiwerdende chemi-osmotische Energie dazu nutzt, anorganische 

Phosphate auf ADP zu übertragen. Durch die ATP-Synthetase fließen die Protonen zurück in 

die Matrix. Das in dieser Reaktion synthetisierte ATP stellt die wichtigste Speicher- und 

transportierbare Energieform für die Zelle dar. 

1.1.2.2 Funktion während der Apoptose 
Erst in jüngerer Zeit ist die zentrale Rolle der Mitochondrien in der Regulation und Auslö-

sung des programmierten Zelltodes (Apoptose) erkannt worden (Kroemer 1998). Im Gegen-
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satz zu Nekrose (provozierter Zelltod), die meist durch eine Schädigung der Zelle von außen 

verursacht wird und zu einer Entzündungsreaktion im umliegenden Gewebe führt, kommt es 

bei der Apoptose zu keiner Entzündungsreaktion und zu keiner Schädigung des angren-

zenden Gewebes (Kerr et al. 1972).  

Apoptose ist ein wichtiger Mechanismus, um den Organismus vor potentiellen Gefahren wie 

z.B. genotoxisch geschädigten oder viral infizierten Zellen zu schützen (Shub 1994). Ebenso 

ist die Apoptose ein wichtiges Funktionselement bei der Strukturbildung innerhalb der 

Embryonalentwicklung (Jacobson et al. 1997). Wie die Apoptose kann ebenfalls die 

Autophagie zum Absterben der Zellen führen und somit das Wachstum von vielzelligen 

Organismen und Hefen regulieren (Alberts et al. 1997).  

Bei der Regulation der Apoptose unterscheidet man zwischen einem extrinsischen und in-

trinsischen Weg (siehe Abbildung 2). Welcher der beiden Signaltransduktionswege tatsäch-

lich wirksam wird, hängt neben dem apoptotischen Stimulus auch von dem jeweiligen Zell-

typ ab. 

Der extrinsische Signalweg wird durch die Aktivierung von Zelloberflächenrezeptoren ver-

mittelt. Rezeptoren wie z.B. der TNF-Rezeptor (tumor necrosis factor) leiten apoptotische 

Signale in die Zelle weiter und führen zur Aktivierung einer Kaskade sich autokatalytisch 

spaltender Caspasen. Caspasen gehören zur Familie von Proteasen mit einem Cystein im 

aktiven Zentrum. Sie spalten Peptidbindungen C-terminal von Aspartat, daher ihr Name 

(cysteinyl-aspartate-cleaving proteases). Sie sind homolog zueinander, werden während der 

Apoptose aktiviert und induzieren den Zelltod (Scaffidi et al. 1998). Es wird zwischen 

Initiator- und Effektorcaspasen unterschieden. Erstere spalten die Vorläuferformen 

nachgeschalteter Effektorcaspasen. Caspasen werden als inaktive Pro-Enzyme synthetisiert, 

die aus drei Domänen bestehen, einer N-terminalen Pro-Domäne sowie einer großen 

(20 kDa) und einer kleinen (10 kDa) Untereinheit. Die aktive Caspase entsteht durch eine 

Abspaltung der Pro-Domäne und einer Trennung der kleinen und großen Untereinheit. Sie 

bildet in allen bisher untersuchten Fällen ein Tetramer, bestehend aus jeweils zwei kleinen 

und zwei großen Untereinheiten mit zusammen zwei aktiven Zentren. Caspasen sind im 

Laufe der Evolution stark konserviert geblieben, es gibt sie sowohl im Menschen wie auch 

Insekten, Nematoden und sogar in Hydra (Budihardjo et al. 1999, Cikala et al. 1999, 

Earnshaw et al. 1999). Zur Zeit sind 14 verschiedene Caspasen bekannt. 
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Abbildung 2: Überblick über den extrinsischen und intrinsischen Apoptoseweg. 

Die Aktivierung des extrinsischen Apoptosesignalweges erfolgt über die Bindung von Liganden an z.B. TNF-
Rezeptoren. Aktive TNF-Rezeptoren formen einen membrangebundenen Signalkomplex, welcher aus den 
zytoplasmatisch gelegenen DD (death domain), den Rezeptoren und den Adaptermolekülen FADD (Fas 
associated death domain) besteht. Dieser Komplex rekrutiert durch die Adapterproteine FADD mehrere 
Procaspase 8 Moleküle. Durch die dadurch resultierende große räumliche Nähe der Procaspase–8 Moleküle 
können diese sich, durch ihre geringe intrinsische Protease-Aktivität, gegenseitig aktivieren. Aktive Caspase 8 
Moleküle aktivieren dann eine Kaskade von Caspasen. Der intrinsische Apoptoseweg wird über endogene 
Signale eingeleitet und führt zur Permeabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran. Es kommt zur Freiset-
zung von proapoptotischer Proteine (z. B. Cytochrom c) aus den Mitochondrien in das Zytosol. Durch die 
Bildung des Apoptosom aus Cytochrom c, Procaspase-9 und Apaf-1 (Apoptotic Protease Activating Factor) 
werden dann weitere Caspasen aktiviert. 
Die beiden Signaltransduktionswege treffen bei der Aktivierung der Caspase-3 aufeinander. Eine Interaktion 
zwischen den beiden Signaltransduktionswegen ist ebenfalls möglich. 
 

Der intrinsische Weg kann z.B. durch DNS-Schädigung, oxidativen Stress oder hohe Ca2+-

Konzentration induziert werden (Kaufmann und Earnshaw 2000). Es kommt dabei zur 

Permeabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran. Die zur Permeabilisierung der 

Membran führenden Mechanismen sind vielfältig. Zum einen bilden Proteine der Bcl-2 

Familie (z.B. Bax und Bak) einen Kanal in der äußeren Membran. Zum anderen kann eine 

Permeabilitätspore (PTPC, permeability transition pore complex) gebildet werden, die unter 

anderem aus dem spannungsabhängigen Anionen-Kanal (VDAC, voltage-dependent anion 

channel) und Adenin-Nukleotid-Translokator (ANT) besteht. Diese Permeabilitätspore führt 

zu einer Öffnung der inneren und äußeren Membran (Green und Kroemer 2004). Durch die 

Permeabilisierung der Membran werden Intermembranproteine wie z.B. Cytochrom c und 

AIF (Apoptose induzierender Faktor) ins Zytosol freigesetzt (Luo et al. 1998). Das freie 

5 
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Cytochrom c bildet zusammen mit dem Apaf-1 und anderen Proteinen (z.B. Pro-Caspase-9) 

das Apoptosom, welches zur Aktivierung von Caspasen führt, die wie bei dem extrinsischen 

Apoptoseweg den Zelltod herbeiführen.  

Mitochondrien bilden somit ein äußerst wichtiges Entscheidungszentrum für den Ablauf der 

intrinsischen Apoptose (Alnemri 1999, Kroemer und Reed 2000). Die Permeabilisierung der 

mitochondrialen Membranen (Halestrap et al. 1998, Kroemer und Reed 2000) ist dabei ein 

wichtiger Parameter für die Einleitung des intrinsischen Apoptoseweges. 

1.1.3 Mitochondriale Mutationen und Anomalien  
Im Hinblick auf den Alterungsprozess der Zelle spielt die mitochondriale DNS eine Rolle. 

Da die Nukleotide den membranassoziierten Atmungskettenkomponenten nah benachbart 

sind, unterliegen sie durch die in der oxidativen Phosphorylierung entstehenden freien Radi-

kale einer erhöhten Mutationswahrscheinlichkeit. Das Mutationsrisiko wird in den Mito-

chondrien durch fehlende schützende Histone verstärkt. Ebenso besitzen Mitochondrien ein 

geringes Spektrum an DNS-Reparaturmechanismen (Croteau et al. 1999, Sawyer und Van 

Houten 1999). Durch homologe Rekombination mit benachbarten Nukleotiden kann aller-

dings eine Häufung von somatischen Mutationen in den Mitochondrien verhindert werden 

(Nakada et al. 2001, Ono et al. 2001). Hierbei stellen kontinuierliche Teilungs- und 

Verschmelzungsprozesse eine ständige Durchmischung der mitochondrialen DNS sicher und 

verhindern somit eine frühzeitige Zellalterung. 

Beim Menschen sind eine Reihe von Erkrankungen bekannt, die auf Mutationen der mito-

chondrialen DNS zurückzuführen sind. Meist sind Gewebe mit hohem Energiebedarf 

betroffen, wie z. B. das Herz, die Muskeln, das renale und endokrine System. In einer Zelle 

können sowohl Mitochondrien mit normaler mtDNS als auch mit mutierter mtDNS vorlie-

gen (Heteroplasmie). Deswegen kann eine Mutation zu unterschiedlichen Schweregraden 

und auch zu unterschiedlichen Krankheitsbildern führen. Auch die Inaktivierung kernko-

dierter Genprodukte, die wichtig für die mitochondriale Funktion und Biogenese sind, führt 

zu verschiedenen Krankheiten. Typische mitochondriale Erkrankungen, die auf mitochondri-

ale Mutationen zurückzuführen sind, sind: Enzephalomyopathie, FBSN (Familäre bilaterale 

striatale Nekrose), Lebersche Optikusatrophie, Leigh-Syndrom, MELAS (Myopathie, 

Enzephalopathie, Laktatazidose und Schlaganfall-ähnliche Episoden), MERRF (Myoklonus-

Epilepsie), MILS (MateRNSl vererbtes Leigh-Syndrom), NARP (Neuropathie, Ataxie und 

Retinis pigmentosa), Kearns-Syndrom und Keratodermia palmoplantaris.  
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1.1.4 Transport von Mitochondrien 
Nicht nur die Gestalt der Mitochondrien, auch die Anzahl und Verteilung innerhalb der Zelle 

unterliegt dynamischen Veränderungen und passt sich energetischen Bedürfnissen der Zelle 

an. In der Nähe der präsynaptischen Membran der Nervenzelle sind viele Mitochondrien zu 

finden, ebenso in Muskelzellen nahe zu den ATP-verbrauchenden Aktin-Myosin-Komplexen 

(Bakeeva et al. 1978). Im Gegensatz hierzu sind Fibroblasten energetisch homogen und ihre 

Mitochondrien sind gleichmäßig in der Zelle verteilt.  

Die molekularen Mechanismen der Positionierung von Mitochondrien sind nur unzureichend 

verstanden. Da die Mitochondrien selbst weder Cilien noch Flagellen besitzen, nutzen sie 

das Zytoskelett, um sich innerhalb der Zelle zielgerichtet zu bewegen. In der Literatur wird 

sowohl von einem Aktinzytoskelett- abhängigen Transport, als auch von einem Mikrotubuli- 

gestützten Mechanismus berichtet (Ligon und Steward 2000, Nangaku et al. 1994, Pereira et 

al. 1997).  

In tierischen Zellen erfolgt der mitochondriale Transport meist entlang von Mikrotubuli. Der 

Transport entlang der Axone von Nervenzellen ist ein besonders eindrucksvolles Beispiel für 

eine gerichtete Organellenbewegung. Dabei werden die Mitochondrien entlang von Mikro-

tubuli über lange Strecken vom Zellkörper zu den Synapsen und dem Wachstumskegel der 

Neurone transportiert (Hollenbeck 1996).  

Die Mitochondrienbewegung in Schizosaccharomyces pombe ist ebenfalls von einem 

intakten Mikrotubulizytoskelett abhängig (Yaffe et al. 1996). 

In tierischen Zellen konnte die Beteiligung mehrerer Kinesinisoformen (Kif1b, KLP67A, 

Kif5b) am mitochondrialen Transport gezeigt werden (Khodjakov et al. 1998, Nangaku et al. 

1994, Pereira et al. 1997, Tanaka et al. 1998). Kif1b kolokalisiert mit Mitochondrien in vivo 

und ist bei der Subfraktionierung von Zellen in der mitochondrialen Fraktion angereichert. 

Ebenso wurde in vitro gezeigt, dass das isolierte Protein Kif1b Mitochondrien entlang von 

Mikrotubuli bewegen kann (Nangaku et al. 1994). Die Isoform des konventionellen Kif5B 

kolokalisiert mit Mitochondrien in Säugetierzellen (Khodjakov et al. 1998) und Deletionen 

innerhalb der Isoform führen zur einer Aggregation von Mitochondrien in der Nähe des 

Zellkerns (Tanaka et al. 1998). In Drosophila konnte eine Kolokalisation von KLP67A mit 

Mitochondrien nachgewiesen werden (Pereira et al. 1997).  

Die Erkenntnisse über den Aktin-abhängigen Transport von Mitochondrien stammen über-

wiegend aus Untersuchungen an der Bäckerhefe (Hermann und Shaw 1998). Temperatur- 

sensitive Mutationen in Genen, welche das Aktinzytoskelett depolymerisieren oder destabili-

sieren, führen zur Hemmung der mitochondrialen Bewegung und Vererbung (Drubin et al. 
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1993, Simon et al. 1995). Ein großer Teil der Hefemitochondrien kolokalisiert mit Aktinfila-

menten. In in vitro Experimenten konnten isolierte Mitochondrien an Aktinfilamente gebun-

den werden. Diese Interaktion erfolgte in ATP- abhängiger Weise und wird von peripher mit 

der Außenmembran von Mitochondrien verbundenen Proteinen vermittelt (Lazzarino et al. 

1994). Des Weiteren konnte eine ATP- abhängige Motoraktivität auf der Außenmembran 

von Mitochondrien nachgewiesen werden (Simon et al. 1995). Für den Aktinzytoskelett- 

abhängigen Transport konnten jedoch bisher keine beteiligten Motorproteine identifiziert 

werden, die eine Interaktion der Organelle mit dem Aktinzytoskelett vermitteln. Es existie-

ren lediglich Hinweise, dass der an der Nukleation von Aktin beteiligte Arp2/3- Komplex 

während der Zellteilung am Transport der Hefemitochondrien in die Tochterzellen involviert 

ist (Boldogh et al. 2001).  

Die Mitochondrienbewegung in dem filamentösen Pilz A. nidulans erfolgt ebenfalls entlang 

des Aktinzytoskeletts (Suelmann und Fischer 2000). Ebenso wurde der mitochondriale 

Transport in den Photozellen der Heuschrecke Schistocerca gregaria als Aktin- abhängig 

beschrieben, da er sich durch Aktinzytoskelett- depolymerisierende Substanzen inhibieren 

lässt (Sturmer et al. 1995).  

1.1.5 Mitochondriale Zerteilung und Verschmelzung  
Obwohl die interne Struktur der Mitochondrien stark konserviert ist, kann ihre äußere 

Gestalt sogar von Zelle zu Zelle stark variieren. Die Veränderung der Mitochondrienmor-

phologie stellt eine Anpassung des Organells an externe und interne Signale der Zelle dar 

(z.B. Energiestatus, Apoptose). Die Vielfalt der Formen reicht von kleinen, kugelförmigen 

Organellen bis hin zu langgestreckten, netzartigen Mitochondrien (Bereiter-Hahn und Voth 

1994). Die in den meisten Zelltypen auftretenden mitochondrialen Erscheinungsformen sind 

hoch dynamisch und komplex. Sie werden von kontinuierlichen Zerteilungs- und Ver-

schmelzungsereignissen bestimmt (siehe Abbildung 3). Der Verlust von Proteinen, die an 

der mitochondrialen Zerteilung beteiligt sind, führt zur Bildung von zusammenhängenden, 

netzartigen Organellen. Der Phänotyp ergibt sich aus dem Fortschreiten der Fusionsvor-

gänge, während die Zerteilung unterbunden ist. Zellen, die sowohl einen Defekt in der 

Fusion als auch in der Zerteilung aufweisen, zeigen auch eine netzartige mitochondriale 

Morphologie. Diese Beobachtung unterstützt die Annahme, dass die Mitochondrienmor-

phologie durch ein ausgeglichenes Verhältnis von Zerteilung und Verschmelzung aufrecht-

erhalten wird. Die an der mitochondrialen Dynamik beteiligten Proteine werden im Fol-

genden näher beschrieben.  

 



Einleitung 

    Teilung > Fusion                                 Teilung = Fusion                      Teilung < Fusion 
 
 

 

Abbildung 3: Das mitochondriale Netzwerk wird durch ausbalancierte Verschmelzungs- und Zerteilungs-
ereignisse gebildet. 

Die Morphologie der Mitochondrien ergibt sich aus dem Gleichgewicht von Zerteilung und Fusion der einzelnen 
Mitochondrien. Überwiegen allerdings die Fusionsereignisse über die Zerteilungsrate kommt es zur Ausbildung 
von netzartigen Strukturen. Wird die Zerteilung in den Mitochondrien inhibiert kommt es zur Fragmentation der 
Mitochondrien. 

1.1.5.1 Der mitochondriale Zerteilungsapparat 
Da Mitochondrien nicht de novo entstehen können, müssen sie bei der Vererbung auf die 

Tochterzellen durch Zerteilung vermehrt werden.  

Das Mitochondrium ist von einer Doppelmembran umgeben, für beide Membranen existie-

ren zwei unabhängige voneinander agierende Zerteilungsmechanismen. Studien in C. 

elegans zeigten, dass die Zerteilungsfähigkeit der Innenmembran nicht verloren geht, wenn 

der Zerteilungsapparat der Außenmembran funktionsunfähig ist (Labrousse et al. 1999). 

Eine vermehrte Zerteilungsrate der Innenmembran ist häufig in Zelltypen mit sich schnell 

teilenden Mitochondrien zu beobachten z.B. in Fettzellen von metamorphosierenden 

Schmetterlingen (Larsen W.J. 1970). Die Matrix wird dabei durch Scheidewände (Septen) 

der Innenmembran aufgeteilt, wobei sich die Außenmembran erst in einem späteren Schritt 

teilt. Diese Septenbildung ist ebenfalls häufig im Herzmuskelgewebe zu beobachten 

(Tandler et al. 1969).  

Das einzige bekannte Protein, welches bei der Zerteilung der mitochondrialen Innenmem-

bran involviert ist wurde in Hefe entdeckt und als Mdm33 bezeichnet (Messerschmitt et al. 

2003). Zellen, denen das Mdm33-Protein fehlt, enthalten ringähnliche miteinander verbun-

dene Mitochondrien, welche große Hohlkugeln ausbilden können. Diese Organellen weisen 

extrem auseinander gezogene Abschnitte der Außen- und Innenmembran auf, die einen sehr 

schmalen Matrixspalt umschließen. Die Überexpression von Mdm33 führt zur Einstellung 

des Wachstums, die Mitochondrien aggregieren, und es entwickelt sich eine stark veränderte 
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Innenmembranstruktur. Es bilden sich verstärkt Septen aus, die den Matrixraum mehrfach 

unterteilen, oder die Innenmembran verliert die Cristae und fragmentiert.  

Die Zerteilung der Außenmembran wird durch zwei Proteine gesteuert: Drp1 (dynamin 

related protein) und Fis1 (mitochondrial fission).  

Drp1 nimmt bei dem mitochondrialen Zerteilungsvorgang eine Schlüsselrolle ein (Labrousse 

et al. 1999, Sesaki und Jensen 1999, Smirnova et al. 1998). Es gehört zu der Familie der 

dynaminähnliche GTPase, welche GTP bindet und dieses hydrolysiert (Fukushima et al. 

2001). Die dynaminähnlichen GTPasen sind an Signaltransduktion, Proteinsynthese, Zelldif-

ferenzierung und -proliferation, Regulation des vesikulären Transports und Membrantrans-

lokation von Proteinen beteiligt. Da alle Dynamine einen ähnlichen Aufbau besitzen (siehe 

Abbildung 64) besteht Drp1 wie die anderen Dynamine aus einer N-terminalen GTPase Do-

mäne, einer Mitteldomäne, einer hydrophilen Region von bisher noch unbekannter Funktion 

(Insert B) und einer C-terminalen GTPase-Effektor Domäne (GED). Der limitierenden Fak-

tor bei der mitochondrialen Zerteilung ist die Bindung des GTP’s an Drp1 und nicht dessen 

Hydrolyse. Sowohl in Hefe als auch in humanen Zellen wurde gezeigt, dass Mutationen in 

der GTPase Domäne oder Transfektionen mit dominant negativem Drp1 sich in einer ver-

minderten Zerteilungsaktivität widerspiegeln.  

 

Abbildung 4: Ausbildung der Matrix-Konstriktionen (Youle und Karbowski 2005). 

Die Ausbildung von Einschnürungen (Matrix-Konstriktionen) ist einer der ersten Schritte bei der mitochondri-
alen Zerteilung. Vermutlich sind diese Einschnürungen notwendig für die Ausbildung der Drp1 Spirale, die das 
Mitochondrium endgültig durchschnürt. 
 

Der erste Schritt in der mitochondrialen Zerteilung ist die Ausbildung von Einschnürungen 

(Matrix-Konstriktionen, siehe Abbildung 4). Dabei lagert sich Drp1 in Clustern an die 

zytoplasmatische Seite der äußeren Mitochondrienmembran an (Bleazard et al. 1999), die 

während der mitochondrialen Zerteilung Homooligomere bilden (Fukushima et al. 2001). 

Die Mehrzahl der Drp1 Homooligomeren ist nicht an aktuellen Zerteilungsvorgängen betei-

ligt, während eine Minderheit dieser Homooligomeren vermutlich spiralförmige Strukturen 
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um die zuvor gebildeten Matrix-Konstriktionen ausbilden und das Mitochondrium durch-

schnüren (Shaw und Nunnari, 2002).  

Der Ablauf der mitochondrialen Zerteilung ähnelt sehr der Abschnürung von Vesikeln wie 

sie zum Beispiel aus der Endocytose und Sekretion bekannt ist. Dort oligomerisieren die 

beteiligten Dynamine zu Ringen und Helices (Carr und Hinshaw 1997, Hinshaw und Schmid 

1995, Klockow et al. 2002, Kochs et al. 1998, Sweitzer und Hinshaw 1998, Takei et al. 

1995, Zhang et al. 2000). Diese Oligomerisierung bewirkt eine Stimulation der GTPase-

Aktivität (Barylko et al. 1998, Herskovits et al. 1993, Shpetner und Vallee 1989, Tuma et al. 

1993, Tuma und Collins 1994, Warnock et al. 1996). Die Dynamine verursachen durch Kon-

traktion der Helix die Abschnürung neugebildeter Vesikel von der Plasmamembran 

(Sweitzer und Hinshaw 1998). Ein weiteres Modell beschreibt, dass durch die GTPase 

Aktivität der Abstand der einzelnen Helices vergrößert wird (Stowell et al.,1999). Danach 

würde Dynamin ein entstehendes Vesikel nicht durch Kontraktion der Helix von der Mem-

bran abschnüren, sondern durch Überdehnung des Vesikelhalses. Welcher genaue Mecha-

nismus nun der mitochondrialen Zerteilung zu Grunde liegt ist bis zum heutigen Zeitpunkt 

noch nicht aufgeklärt. 

In vitro wurden Drp1 Spiralen mit einem Durchmesser von 100 nm beobachtet (Ingerman et 

al. 2005). Da der Mitochondriendurchmesser jedoch 350-500 nm (Egner et al. 2002) beträgt, 

stellt die Ausbildung von Matrixkonstriktionen vermutlich eine Vorbedingung zur Anlage-

rung von Drp1-Spiralen dar. Wahrscheinlich induziert die Hydrolyse von GTP eine Konfor-

mationsänderung der Spirale und führt zur Trennung der Stränge (Fukushima et al. 2001).  

Die Signaltransduktion, welche die Zerteilung der Mitochondrien reguliert ist bis zum heuti-

gen Zeitpunkt nicht bekannt. Neuere Studien benennen SUMO1 (Small Ubiquitin-related 

Modifier) als einen regulierenden Faktor in der Drp1 Aktivität bei Säugerzellen (Harder et 

al. 2004). 

Fis1 ist ein evolutionär konserviertes integrales Protein der mitochondrialen Außenmem-

bran, welches gleichmäßig auf der Mitochondrienoberfläche verteilt ist (siehe Abbildung 5). 

Der C-Terminus von Fis1 ragt in den Intermembranraum, während der N-terminale 

Abschnitt ins Zytoplasma ragt und sechs α-Helices aufweist (Mozdy et al. 2000). Fis1 ist in 

zwei Schritten am mitochondrialen Zerteilungsvorgangs beteiligt (Tieu et al. 2002). In der 

frühen Phase bindet es Drp1 zur mitochondrialen Membran (Tieu et al. 2002), in einer 

späteren Phase ist es zusammen mit Drp1 am eigentlichen Zerteilungsprozess beteiligt 

(Cerveny und Jensen 2003, Shaw und Nunnari 2002, Tieu et al. 2002). Neben Fis1 wurde in 

Säugerzellen beobachtet, dass Komponenten des Zytoskeletts die Rekrutierung des Drp1 zu 
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den Mitochondrien vermitteln (De Vos et al. 2005, Varadi et al. 2004). In CV1-4A-Zellen 

(Nierenzellen aus der grünen Meerkatze, Cercophithecus aethiops) wurde gezeigt, dass die 

Zerstörung des F-Aktin zu einer gestörten Rekrutierung des Zerteilungsproteins Drp1 zu den 

Mitochondrien führt und somit zu einer verminderten Zerteilungsaktivität der Mitochondrien 

(De Vos et al. 2005). In HeLa Zellen wurde dagegen von einer Dynein/Dynaktin-abhängigen 

Drp1 Rekrutierung zu den Mitochondrien berichtet.  

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der mitochondrialen Zerteilungsvorgänge (Bossy-Wetzel et al. 
2003). 

Drp1 wird durch ein noch unbekanntes Signal aktiviert. In der aktiven Form bindet es über Fis1 an die äußere 
Membran der Mitochondrien. Es kommt zur Ausbildung einer Drp1 Spirale. Die Durchschnürung des Mito-
chondriums erfolgt in Abhängigkeit des GTP-Status und führt zur Trennung des Mitochondriums. Rab32 wird 
durch die Protein Kinase A (PKA) aktiviert und fungiert als regulierendes Protein. 
 
In Hefe wurden zwei weitere für die Zerteilung verantwortliche Proteine identifiziert, Mdv1p 

(mitochondrial division protein) und Caf4p (CCR4 associated factor) (Mozdy et al. 2000, 

Tieu und Nunnari 2000). Sie fungieren dort als molekulare Adaptoren zwischen Fis1 und 

Drp1 (Griffin et al. 2005, Tieu und Nunnari 2000). Mdv1p wird in Abhängigkeit von Fis1 zu 

den Mitochondrien rekrutiert, während es sich in Dnm1p-abhängiger Weise (Hefehomolog 

zu Drp1) zu punktförmigen Strukturen auf der äußeren Membran anlagert (Tieu und Nunnari 

2000). Experimente mit Dnm1p GTPase-Mutanten deuten auf eine GTP-abhängige Regula-

tion der Dnm1p-Mdv1p-Interaktion hin (Cerveny und Jensen 2003). Caf4p weist eine starke 

Homologie zu Mdv1p auf, daher wird eine ähnliche Wirkungsweise als molekularer Adaptor 

postuliert (Griffin et al. 2005).  
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1.1.5.2 Der mitochondriale Verschmelzungsapparat 
Die Verschmelzung von Membranen ist für eine Reihe verschiedenster zellulärer Prozesse 

erforderlich. Zum Beispiel spielt die Verschmelzung von membranumhüllten intrazellulären 

Kompartimenten und Transportvesikeln eine wichtige Rolle beim gerichteten Transport von 

Proteinen in der Zelle. Bei den Verschmelzungsprozessen im sekretorischen Apparat sind 

Andock- und Fusionsproteine auf beiden Membranen für diese Vorgänge verantwortlich, die 

sogenannten SNARE-Proteine (soluble NSF attachment receptor), welche spezifisch auf den 

subzellulären Kompartimenten lokalisiert sind (Rothman, 1994; Weber et al., 1998). Diese 

sorgen normalerweise für die korrekte Verschmelzung zweier Membranen, da jedes Organell 

bzw. Vesikel sein einzigartiges SNARE-Protein-System besitzt. Ein großes Problem bei der 

mitochondrialen Fusion stellt die Koordination der miteinander zu verschmelzenden inneren 

und äußeren Membranen dar. Im Gegensatz zu anderen Membranverschmelzungen sind 

hierbei keine SNARE-Proteine beteiligt.  

Tabelle 1: Zusammenfassung der wichtigsten Proteine, die an der mitochondrialen Dynamik beteiligt 
sind. 

Mfn1/2 und OPA1 sind GTPasen, die an der Fusion zweier mitochondrialer Membranen beteiligt sind. Drp1 und 
Fis1 regulieren die mitochondriale Zerteilung eines Mitochondriums. Ugo1, Mdv1 und Caf4p sind bis zum heu-
tigen Zeitpunkt nur an der mitochondrialen Fusion in Hefen beschrieben. Von Mdv1 und Caf4p ist bekannt, dass 
sie als molekulare Adapterproteine zwischen Mgm1 und Fzo fungieren. 
 

Protein Hefe Ho-

molog 

Phänotyp der Mutante Zelluläre Lokalisation Funktion 

Mfn1/2 Fzo Fragmentierte Mitochondrien; 

Fusionsdefekt 

Mitochondriale 

Außenmembran 

GTPase; 

Transmembran- 

protein 

OPA1 Mgm1 Fragmentierte und aggregierte 

Mitochondrien; Fusionsdefekt 

Mitochondrialer Inter-

membranraum, asso-

ziiert mit der Innen-

membran 

dynaminähnliche GTPase 

 

Drp1 Dnm1 Netzartige Mitochondrien; 

Zerteilungsdefekt 

Zytosol und mitochon-

driale Außenmembran 

dynaminähnliche GTPase 

Fis1 Fis1 Netzartige Mitochondrien; 

Zerteilungsdefekt 

Mitochondriale 

Außenmembran 

Transmembran- 

protein 

Ugo1 Ugo1 Fragmentierte Mitochondrien; 

Fusionsdefekt 

Mitochondriale 

Außenmembran 

Transmembran- 

protein 

Mdv1p Mdv1 Netzartige Mitochondrien; 

Zerteilungsdefekt 

Zytosol Adapterprotein 

Caf4p Caf4p Netzartige Mitochondrien; 

Zerteilungsdefekt 

Zytosol Adapterprotein 
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Untersuchungen an Drosophila melanogaster (Hwa et al. 2002) identifizierten das an der 

mitochondrialen Verschmelzung beteiligte Gen „fuzzy onions“ (fzo). Das Gen kodiert eine 

membranständige GTPase, die in Drosophila während der Spermatogenese die korrekte 

Strukturierung der Mitochondrien am Flagellum bewirkt (Hales und Fuller 1997). Fzo und 

seine später entdeckten Homologe, die wegen ihrer Bedeutung bei der mitochondrialen Ver-

schmelzung als Mitofusine (Mfn) bezeichnet werden, sind in der mitochondrialen Außen-

membran lokalisiert (Hales und Fuller 1997). Sie sind sowohl im Pilz- als auch im Tierreich 

konserviert. Höhere Metazoen wie Insekten, Fische oder Säuger haben jeweils zwei 

fzo-verwandte Gene, die man als Mitofusin 1 (Mfn1) und Mitofusin 2 (Mfn2) bezeichnet.  

Die beiden humanen Isoformen werden in einer Vielzahl von Geweben exprimiert, wie z.B. 

Gehirn, Fibroplasten, Herz, Niere, Leber, Muskel und Testis (Legros et al. 2002). Alle 

fzo-Familienmitglieder haben eine ähnliche Domänenstruktur und Topologie. Sie besitzen 

zwei Transmembrandomänen nahe dem C-Terminus, die es in der äußeren Membran 

verankern. Der Abschnitt zwischen den beiden Transmembrandomänen (siehe Abbildung 6) 

sorgt durch die Interaktion mit einem bislang unbekannten Innenmembranprotein für die 

Assoziation der beiden mitochondrialen Membranen (Fritz et al. 2001).  

 

Abbildung 6: Verschmelzung zweier mitochondrialer Membranen (Youle und Karbowski 2005).  

Dargestellt ist die modellhafte Vorstellung der mitochondrialen Membranfusion. Die daran beteiligten GTPasen 
Mitofusine1/2 sind mit ihren nahe dem C-Terminus gelegenen Transmembrandomänen in der äußeren Mito-
chondrienmembran verankert. Die Verschmelzung der beiden mitochondrialen Membranen wird über die coiled-
coil Domäneninteraktion der Mitofusine1/2 eingeleitet. 
 

Eine weitere an der Verschmelzung beteiligte GTPase ist OPA1 (optic atrophy, Delettre et 

al. 2000, Pelloquin et al. 1998). Mutationen in OPA1 führen zur autosomal dominanten op-

tischen Atrophie (ADOA), welche die erste direkte Verbindung der mitochondrialen Mor-

phologie mit einem Krankheitsbild darstellt. Die beobachtete Pathologie beruht auf dem 

Absterben der retinalen Ganglienzellen (Alexander et al. 2000). Es ist bisher nicht voll-
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ständig geklärt, ob der Defekt auf einer energetischen Unterversorgung der Zellen durch den 

sekundären Verlust der Atmungskette oder einer erhöhten Sensitivität gegenüber Apoptose 

durch Sauerstoffradikale zurückzuführen ist (Carelli et al. 2004). 

OPA1 wird durch proteolytische Spaltung seiner Transmembrandomäne aktiviert und liegt 

somit frei im Intermembranraum vor (siehe Abbildung 7). Dort kommt es zur Interaktion 

und Komplexbildung mehrerer OPA1-Proteine. Diese OPA1-Komplexe sind an der Ein-

faltung der inneren Membran und somit an der Cristae-Bildung beteiligt, sie können jedoch 

auch an dem Mechanismus der Annäherung zweier gegenüberliegender innerer Membranen 

beteiligt sein (Olichon et al. 2003).  

Ugo1 (japanisch für „Zerteilung“) wurde bisher nur in Pilzen identifiziert. Obwohl es ty-

pische Sequenzmotive eines Transporters aufweist, liegt es integriert in der äußeren Mem-

bran vor (Sesaki und Jensen 1999). Ugo1 fungiert als Adapter zwischen Mfn1/2 und OPA1 

und könnte somit die Verschmelzung der inneren und äußeren Membranen koordinieren 

(Sesaki und Jensen 2001).  

Die koordinierte Fusion der Mitochondrien wird vermutlich über einen Mechanismus er-

reicht, der einen engen Kontakt zwischen äußerer und innerer Membran vermittelt. Der erste 

Schritt der mitochondrialen Membranfusion könnte dem Mechanismus ähneln, der auch für 

SNARE- vermittelte Membranfusion gilt (Meeusen et al. 2004). Zuerst ist ein Andocken der 

ins Zytosol ragenden Bestandteile der Mfn1/2 mit dem Partner auf der gegenüberliegenden 

Membran erforderlich. Die Assemblierung des Fusionskomplexes ist möglicherweise von 

Konformationsänderungen begleitet, welche die Vermischung der Lipide in den Außen-

membranen begünstigen. Die Kopplung der Außenmembran mit der Innenmembran durch 

den Fusionskomplex in den Kontaktstellen könnte dafür verantwortlich sein, dass die Ver-

schmelzung der Innenmembranen initiiert wird, nachdem die Verschmelzung der Außen-

membranen abgeschlossen ist. Dadurch fällt ein Andocken der Innenmembranen weg, da 

sich die Innenmembranen schon in einer optimalen Position für die Verschmelzung befindet. 

Zum Schluss beendet die Trennung der fusionierten Innenmembranen und die Vermischung 

des Matrixinhaltes den mitochondrialen Fusionsprozess (Fritz et al. 2001). 
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der mitochondrialen Verschmelzung (Bossy-Wetzel et al. 2003). 

Die an der mitochondrialen Membranfusion beteiligten Mitofusine1/2 sind mit ihren Transmembrandomänen in 
der äußeren Mitochondrienmembran verankert. Sie sorgen durch die Interaktion mit einem bislang unbekannten 
Innenmembranprotein für die Assoziation der beiden mitochondrialen Membranen. Durch ein unbekanntes Sig-
nal kommt es zur Hydrolyse von GTP zu GDP.  
OPA1 wird durch eine von PARL vermittelte proteolytische Spaltung seiner Transmembrandomäne aktiviert. 
Das freigewordene OPA1 bildet nun unterstützt durch seine GTPase Aktivität ringförmige Komplexe aus, 
welche an den Verschmelzungen der beiden Membranen beteiligt sind. OPA1 kann möglicherweise mit anderen 
Faktoren (hier mit X gekennzeichnet) interagieren.  

1.1.5.3 Physiologische Bedeutung der mitochondrialen Zerteilungs- und Ver-
schmelzungsvorgänge 

Verschiedenste zelluläre Funktionen werden durch die mitochondriale Morphologie, Dyna-

mik und Verteilung entscheidend beeinflusst. In einigen Zellen kommen morphologisch und 

funktionell unterscheidbare Mitochondrienpopulationen vor (Collins et al. 2002). Neben der 

Morphologie der Mitochondrien variiert auch die intrazelluläre Verteilung zwischen den ver-

schiedenen Zelltypen eines Organismus (Bereiter-Hahn und Voth 1994, Griparic und van der 

Bliek 2001). Zerteilungsvorgänge sind von großer Bedeutung für die Vererbung von Mito-

chondrien (Labrousse et al. 1999). Ferner wurde beobachtet, das sich Mitochondrien im Ver-

lauf der Apoptose vermehrt teilen (Frank et al. 2001). Die Verschmelzung von Mitochond-

rien dient im Gegensatz dazu eine verfrühte Zellalterung zu verhindern. Innerhalb der mito-

chondrialen Verschmelzung kommt es zur Durchmischung der mitochondrialen Membranen 

und somit zu einer Möglichkeit das mitochondriale Genom zu rekombinieren (Ono et al. 

2001). 
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Eine weitere wichtige Bedeutung kommt der mitochondrialen Verschmelzung bei der Diffe-

renzierung bestimmter Zellen zu. So erfolgt bei der Ausbildung der Spermien in Drosophila 

melanogaster eine drastische Umstrukturierung der Mitochondrien, bei der Ver-

schmelzungsvorgänge essentiell sind (Hales und Fuller 1997). Des Weiteren kann das bei 

der Fusionierung der Mitochondrien entstehende Netzwerk dazu benutzt werden, chemi-

osmotische Energie in verschiedene Bereiche der Zelle zu übertragen. So werden in 

Muskelzellen mehrere Schichten von Mitochondrien direkt unterhalb der Plasmamembran 

(Sarkolemma) gefunden, die über mitochondriale Filamente mit den Mitochondrien im 

sauerstoffarmen Zellinneren verbunden sind (Skulachev, 2001). 

1.2 Cykline- abhängige Kinasen 
Das Kontrollsystem des Zellzyklus beruht auf zwei Proteinfamilien. Die erste Familie ist die 

Familie der cyklin- abhängigen Proteinkinasen (kurz CDK’s), die nachgeordnete Prozesse 

durch die Phosphorylierung bestimmter Proteine an Serin- und Threonin- Resten auslösen. 

Die Zweite ist eine Familie spezialisierter Aktivierungsproteine sogenannter Cykline, die an 

CDK’s binden und deren Fähigkeit kontrollieren, Zielproteine zu phosphorylieren,. Cykline 

werden sie genannt, weil sie bei jeder Zellteilung Synthese und anschließendem Abbau 

unterworfen sind. Die periodische Zusammenlagerung, Aktivierung und das Zerfallen von 

Cyklin-CDK-Komplexen sind die zentralen Ereignisse, die den Zellzyklus steuern.  

Die Cyklin-abhängige Kinase 5 (CDK5) wurde in den frühen 1990er Jahren beschrieben 

(Dhavan und Tsai 2001). Sie ist eine Prolin-gerichtete Kinase, die hohe Sequenzhomologie 

zu anderen CDK’s aufweist, jedoch im Unterschied zu diesen nicht an der Regulation des 

Zellzyklus beteiligt ist.  

Physiologische Bedeutung hat CDK5 bei der Entwicklung des zentralen Nervensystems, der 

Regulation der Neuronenmigration, dem Lernen und Gedächtnis sowie an der synaptischen 

Übertragung. Der Verlust von CDK5 führt beispielsweise zu einer Fehlentwicklung des Ge-

hirns. Es kommt zu einer invertierten Anordnung der Schichten des cerebralen Kortex 

(Smith et al. 2001). Ebenso ist CDK5 an vielen Abläufen innerhalb der Zelle beteiligt z.B. 

Organisation des Zytoskeletts, Endo- und Exocytose, Zelladhäsion und der Regulierung von 

Signalwegen (siehe Tabelle 2). Eine gestörte Regulation von CDK5 resultiert in der 

Degeneration von Neuronen und kann somit zu neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. 

Morbus Alzheimer und ALS (Amyotropher Lateralsklerose) führen (Smith et al. 2001).  
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1.2.1 Regulation der Cyklin-abhängigen Kinase 5 
CDK5 wird im Gegensatz zu den anderen CDK’s nicht durch Cykline aktiviert, sondern 

durch die Bindung mit den Cyklin-verwandten Proteinen p35 und p25 sowie durch 

Phosphorylierung (siehe Abbildung 8, Tanaka et al. 2001). Neben p35 und p25 kann CDK5 

auch durch das p35-Homolog p39 aktiviert werden. p39 und p35 weisen eine Sequenz-

homologie von 57% auf (Dhavan und Tsai 2001). Im monomerischen Zustand hat CDK5 

keine enzymatische Aktivität (Tsai et al. 1994). Das CDK5 Aktivatorprotein p35 ist durch 

Myrisitinsäure in der Zellmembran verankert. Im Fall der Aktivierung durch p35 wird CDK5 

an einer Seite des katalytischen Spaltes von p35 gebunden (Maccioni et al. 2001), so dass ein 

p35/CDK5 Komplex entsteht. Dieser Komplex stellt die aktive Form des CDK5 dar. Serin 

159 im CDK5 ist essentiell für die Bindung an p35 und somit notwendig für eine maximale 

Aktivierung des CDK5. Phosphorylierung des Serins 159 durch Protein Kinase A inhibiert 

die Bindung an p35 (Grand et al. 2001, Tarricone et al. 2001). Der p35/CDK5 Komplex 

phosphoryliert Proteine wie z.B. Synapsin (reguliert die synaptische Transmission), ß-Catein 

(reguliert Zelladhäsion), Nudel (reguliert Dynein-vermittelten Transport) und 

Amphiphysin 1 (reguliert Endocytose der synaptischen Vesikel). Eine Auflistung der 

wichtigsten CDK5 Substrate sind in der Tabelle 2 zusammengefasst. 

Die beiden Aktivatorproteine p35 und p39 können durch Calpain, in Anwesenheit von Cal-

cium in kleinere Fragmente p25 und p29 gespalten werden (Lee et al. 2000, Patzke und Tsai 

2002).  

Calpain ist während der Apoptose besonders aktiv, was zu einer häufigen Spaltung der 

CDK5 Aktivatorproteine bei neurotoxischen Bedingungen in vitro und in vivo führt (Lee et 

al. 2000, Patzke und Tsai 2002). CDK5 kann p35 phosphorylieren, was die Calpain abhän-

gige Spaltung von p35 verhindert und auf eine mögliche Autoregulation hindeutet. So 

konnte beispielsweise in fötalen Gehirngeweben gezeigt werden, dass eine Spaltung von p35 

durch Phosphorylierung des Aktivatorproteins verhindert wird (Saito et al. 2003). Des 

Weiteren kann CDK5 seine Aktivierung eigenständig regulieren, indem es NMDA 

Rezeptoren phosphoryliert. Es kommt zu einem Calcium Einstrom, der zu einer Aktivierung 

von Calpain führt, was wiederum in einer Spaltung von p35 zu p25 und einer 

Aktivitätssteigerung von CDK5 resultiert. 

Die Calpain abhängige Spaltung der CDK5 Aktivatorproteine hat mehrere Auswirkungen 

auf die Aktivität von CDK5. Bei der Spaltung von p35 zu p25 wird der N-terminale Teil von 

p35 abgespalten, durch welchen p35 über Myrisitinsäure in der Zellmembran verankert ist 

(Amin et al. 2002, Patrick et al. 1999, Poon et al. 1997, Tarricone et al. 2001). p25 besteht 
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somit nur noch aus dem C-terminalen Teil, welcher für die CDK5 Bindung und Aktivierung 

verantwortlich ist und befindet sich frei im Zytosol (Lee et al. 2000, Patrick et al. 1999, 

Patzke und Tsai 2002). Somit kann wodurch der p25/CDK5 Komplex Proteine 

phosphorylieren, die sich nicht in Membrannähe befinden wie z.B. Tau (siehe Tabelle 2 und 

Abbildung 8). 

 

Abbildung 8: Die Spaltung von p35 zu p25 ist neurotoxisch.  
Der p35/CDK5 Komplex ist über Myrisitinsäure in der Zellmembran verankert und phosphoryliert von dort 
verschiedene Substrate. Durch Stress (z.B. oxidativem Stress) wird Calpain aktiviert, welches p35 in p25 und 
p10 spaltet. Da p25 nicht durch Myrisitinsäure in der Membran verankert ist, kann der p25/CDK5 Komplex ins 
Zytoplasma diffundieren und dort Substrate wie das Tau-Protein oder die Neurofilamente phosphorylieren. Eine 
verstärkte Phosphorylierung dieser Proteine könnte zu zytoskelettalen Veränderungen und damit zum Zelltod 
führen (Dhavan und Tsai 2001). 
 

Die Spaltung von p35 zu p25 resultiert in einer quantitativen Veränderung der CDK5- Akti-

vität, da p25 im Vergleich mit p35 der stärkere Aktivator von CDK5 ist. Er weist eine 

wesentlich längere Halbwertzeit (>60 Minuten, p35: 20-30 Minuten) und stärkere Bindung 

auf (Amin et al. 2002, Patrick et al. 1999).  

Neben der Aktivierung von CDK5 durch die beiden Aktivatorproteine p35 und p39 bzw. 

deren Fragmente kann die CDK5- Aktivität durch Bindung anderer Proteine reguliert 

werden. So ist eine Inhibition der CDK5- Aktivität durch Bindung von L34 (ribosomales 

Protein), dbpA (DNS Bindeprotein) und Casein Kinase 2 beschrieben (Ching et al. 2002, 

Lim et al. 2004, Moorthamer et al. 1999, Moorthamer und Chaudhuri 1999). Die Bindung 

von SET (nukleäres Protein) aktiviert dagegen den p35/CDK5 Komplex (Qu et al. 2002). 
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Lokalisation CDK5 Sub-

strat 
Funktion 

Aktin Mikotubli Synapse Wachstums-
kegel 

Synapsin 1 Regulation der synap-
tischen Transmission 

- - + - 

MUNC18 Zerstörung des 
MUNC18/Syntaxin 1A 
Komplexes 

- - + + 

L-VDCC Unterdrückt SNARE-
Protein Bindung 

    

PIPKIγ 

Exocytose 

Regulation der Exocytose     

Cables Regulation der Interak-
tion mit c-Abl 

+ - - + 

Tau Abnahme der Bindung an 
Mikrotubuli 

- + - - 

MAP1B Regulation der Mikro-
tubulistabilität 

- + - - 

ß-APP Regulation der APP 
Lokalisation, Membran-
transport 

- - + + 

Src Regulation der Zelladhä-
sion 

+ + + + 

Nudel Regulation des Dynein-
vermittelnden axonalen 
Transports 

- + - + 

NFH/NFM Regulation der inter-
mediären Filamenten-
struktur 

    

Trio 

Zytoskelett 

Reorganisation des 
Aktinzytoskellets 

    

Amphyphysin 
1 

Regulation der synapti-
schen Vesikel  

+ - + + 

Dynamin 

Endocytose 

Regulation der synapti-
schen Vesikel 

    

DARPP32 Regulation des Dopamin-
Signalweges 

- - + + 

Tyrosin 
Hydroxylase 

Synthese von Dopamin - - + + 

PP1-Inhibitor Modulation der Ampli-
tude des cAMP- abhän-
gigenSignalweges 

- - + + 

ERbB 

Signalweg 
 

Regulation der Über-
tragung an der neuro-
muskulären Synapse 

- - + - 

ß-Catenin Zelladhäsion Regulation der Zelladhä-
sion 

- + + + 

MEF2 Zelltod Reduziert MEF2 ver-
mittelte Transkription 

    

Tabelle 2: Zusammenstellung der bekannten CDK5 Substrate, ihre Funktion sowie ihre Lokalisation. 

 

Ein gemeinsames Merkmal in der Regulation von CDK’s ist der kontrollierte Abbau zu 

verschiedenen Zeitpunkten des Zellzykluses auf dem Ubiquitin-Proteasomen Weg. Obwohl 
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CDK5 nicht an der Regulation des Zellzykluses beteiligt ist, wird es über den gleichen 

molekularen Mechanismus abgebaut. Die Phosphorylierung von p35 durch CDK5 begünstigt 

dessen Degradation (Patrick et al. 1998, Saito et al. 2003). Dies deutet auf eine 

autoregulatorische Funktion der CDK5- Aktivität hin. 

Das Proteinexpressionslevel von CDK5, p35 und p39 variiert während der Entwicklung des 

zentralen Nervensystems stark. Studien an Nagern zeigten, dass die Aktivatorproteine erst in 

post-mitotischen Neuronen nachweisbar sind (Tsai et al. 1993, Tsai et al. 1994). Über-

einstimmend hierzu konnte ein Anstieg des CDK5 und p35 Proteinexpressionslevels 

während der Entwicklung des zentralen Nervensystems nachgewiesen werden, welcher 

seinen Maximalwert im adulten Gehirn erreicht (Tsai et al. 1993). Die Expression von 

CDK5 ist im gesamten Gehirn nachweisbar, jedoch im Hippocampus und Mesencephalon 

am stärksten (Delalle et al. 1997). Die Expression von p39 unterscheidet sich räumlich und 

zeitlich von der p35 Expression. Die p39 Expression während der frühen Entwicklung 

niedrig, steigt erst zwischen der ersten und dritten Woche nach Geburt deutlich an. Im 

adulten Gehirn ist sie überwiegend auf das Cerebellum beschränkt (Cai et al. 1997). 

CDK5 ist im sich entwickelnden Nervensystem in den Zellkörpern lokalisiert, wohingegen 

es im adulten Gehirn eher in Axonen und Zellkernen exprimiert wird (Matsushita et al. 1996, 

Tomizawa et al. 1996). p35 ist hauptsächlich in den Zellkörpern und Dendriten lokalisiert, 

axonales p35 konnte nur während der Entwicklung und kurz nach Geburt detektiert werden 

(Matsushita et al. 1996, Tomizawa et al. 1996), p39 ist in neuronalen Somata und Dendriten 

vorzufinden (Jeong et al. 2003).  

Das Vorhandensein der CDK5 aktivierenden Proteine ausschließlich in post-mitotischen 

Neuronen, lässt darauf schließen, dass die neuronale Differenzierung die Expression dieser 

Proteine aktiviert. Unterstützt wird dies durch eine verstärkte Expression von CDK5, p35 

und p39 in kultivierten Zellen nach Differenzierung durch Retinalsäure (Fu et al. 2002, Lee 

und Kim 2004). Ebenso konnte gezeigt werden, dass neutrotrophe Faktoren die Expression 

von p35 in PC12 Zellen stimuliert (Harada et al. 2001, Tokuoka et al. 2000).  

1.2.2 Cyclin-abhängige Kinase 5 und neuronaler Zelltod  
CDK5 übt wichtige Funktionen im Überleben und Zelltod eines Neurons aus (siehe 

Abbildung 9). Bei Streß zeigen Neurone eine signifikante CDK5 Veränderung. Unter 

neuropathologischen Bedingungen wurde eine vermehrte Calpain abhängige Spaltung der 

CDK5 Aktivatorproteine und eine daraus resultierende erhöhte CDK5- Aktivität beobachtet. 

Neben den Hinweisen, dass eine abnormal erhöhte CDK5- Aktivität die Apoptose 

begünstigt, gibt es auch Evidenzen, dass CDK5 eine wichtige Funktion im neuronalen 
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Überleben ausübt. Daher ist es denkbar, dass der bevorzugte Effekt von CDK5 bei Stress 

von Faktoren wie Intensität, Dauer und subzellulärer Lokalisation der CDK5- Aktivität 

abhängt.  

Studien in verschiedenen neuronalen Zelltodmodellen zeigen eine wichtige Funktion von 

Calpain bei der Aktivierung von CDK5. Dies steht im Einklang zu der erhöhten intra-

zellulären Calciumkonzentration während der Apoptose. So konnte zum Beispiel eine ver-

stärkte Spaltung der Aktivatorproteine p35 oder p39 in Zellkulturen nach Behandlung mit 

Ionophoren, Glutamatsäure, H2O2 oder Staurosporin beobachtet werden (Canudas et al. 

2004, Kusakawa et al. 2000, Lee et al. 2000, Nath et al. 2000, Patzke und Tsai 2002). Eine 

ebensolche Calpain abhängige Spaltung wurde bei Ischämie beobachtet (Lee et al. 2000, 

Nath et al. 2000, Patzke und Tsai 2002). 

In neuronalen Kulturen wurde ein verstärktes wie auch vermindertes Proteinlevel von CDK5 

und p35 unter toxischen Bedingungen nachgewiesen. In späteren Apoptosestadien schien 

CDK5 und p35 in vivo in den Zellkernen und Körpern akkumuliert zu sein (Henchcliffe und 

Burke 1997, Neystat et al. 2001). In Gehirnen von Ratten wurde p35 und CDK5 besonders 

häufig im Zytoplasma und in den Kernen nach Verschluss der mittleren Arteria cerebri 

media beobachtet (Hayashi et al. 1999). Bei der Alzeimer’schen Krankheit wurde ebenfalls 

eine neuronale Akkumulation von CDK5 beobachtet (Yamaguchi et al. 1996). Das höchste 

CDK5 Proteinlevel wurde in Neuronen detektiert, die eine geringe Phosphorylierung von 

Tau aufwiesen, was daraufhin deutet, dass CDK5 überwiegend in Neuronen mit früher 

Neurofibrillendegradation exprimiert wird (Pei et al 1998). Eine erhöhte CDK5 Expression 

konnte ebenfalls in Motorneuronen von ALS Patienten nachgewiesen werden (Bajaj et al. 

1998, Nakamura et al. 1997). Übereinstimmend hierzu wiesen Mäuse, die mutierte 

Superoxid Dismutase 1 (SOD1) überexprimieren eine Anhäufung von CDK5 innerhalb der 

spinalen Motorneurone auf. Ebenso wurde in diesen Tieren eine erhöhte Spaltung von p35 

zu p25 sowie eine erhöhte CDK5- Aktivität im Rückenmark nachgewiesen (Nguyen et al. 

2001). Des Weiteren konnte CDK5 und p35 in Lewi Bodys bei der Parkinsonschen 

Erkrankung detektiert werden (Brion und Couck 1995). In Mäusen, welche mit MPTP 

behandelt wurden, um eine dopaminerge Depletion zu induzieren, konnte ebenso eine 

gesteigerte Expression von CDK5 und Calpain abhängige Spaltung von p35 in 

dopaminergen Neuronen der Substantia Nigra beobachtet werden (Smith et al. 2003). 

Weiterhin wurde auch in einem Tiermodel für multiple Sklerose eine erhöhte Spaltung von 

p35 durch Calpain nachgewiesen (Schneider et al. 2004).  



Einleitung 

In neuronalen Zellkulturen wurde die Apoptose, induziert durch ß-Amyloid, Colchicin oder 

Staurosporin, durch spezifische CDK5 Inhibitoren verhindert (Alvarez et al. 2001, Lee et al. 

2000, Weishaupt et al. 2003). Ebenso führte die Überexpression einer dominant negativen 

Mutante von CDK5 zu einer verminderten Glutamtat- induzierten Apoptose (Gong et al. 

2003). In einem Ischämie-Modell konnte gezeigt werden, dass CDK5 den Zelltod verstärkt, 

wohingegen eine Hemmung von CDK5 durch Virus vermittelte Überexprimierung einer 

dominant negativen Mutante zu einer Abschwächung des Zelltodes im Hippocampus führt 

(Wang et al. 2003). In Tiermodellen für neuronale degenerative Erkrankungen resultiert eine 

CDK5 Hemmung in einer verminderten neuronalen Degeneration (Smith et al. 2003) oder in 

einer verminderten Phosphorylierung von Tau (Zhang et al. 2004).  

 

Abbildung 9: Funktion der Cyklin-abhängigen Kinase 5. 

Schematische Zusammenfassung der im text zitierten Befunde zur Wirkweise vonCDK5. 
 

Verschiedene molekulare Mechanismen sind bekannt, durch die CDK5 den Prozess der 

Apoptose beeinflusst. Zum Beispiel wurde gezeigt, dass durch eine CDK5 vermittelte 

Phosphorylierung von p53 der Expressionslevel des p53 Transkriptionsfaktors ansteigt und 

somit die Expression von Bax stimuliert (Zhang et al. 2002). Die durch CDK5 induzierte 

Phosphorylierung verursachte Inhibition von MEK1 (mitogen-activated protein kinase 1) 

hemmt die Phosphorylierung und Aktivierung von ERK1/2 (Sharma et al. 2002). Neben 

MEK1 phosphoryliert CDK5 den RasGRF2 Faktor (Ras guanine nucleotide releasing factor 

2), wodurch die Ras und ERK1/2 Aktivität vermindert wird (Kesavapany et al. 2004). Die 

Phosphorylierung des für das Zellüberleben notwendigen Transkriptionsfaktors MEF2 

(myocyte enhancer factor 2) durch CDK5 hemmt diesen und begünstigt somit die Apoptose 
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(Gong et al. 2003). Da CDK5 spezifische Inhibitoren mitochondriale Fehlfunktionen 

blockieren können, kann davon ausgegangen werden, dass CDK5 sehr früh in die 

Apoptosekaskade eingreift (Weishaupt et al. 2003).  

Eine erhöhte p35/CDK5 Expression und/oder eine Calpain abhängige Spaltung der CDK5 

Aktivatorproteine ist häufig in der neuronalen Apoptosekaskade zufinden. Dennoch kann 

keine klare Aussage getroffen werden, ob die Veränderungen von CDK5 ursächlich für die 

Apoptose oder eine Folgeerscheinung dessen ist. 

Es existieren jedoch auch einige Evidenzen, dass CDK5 Apoptose nicht nur induzieren, son-

dern auch hemmen kann. So inhibiert CDK5 proapoptotische Proteine wie zum Beispiel N-

terminale Kinase 3 c-Jun (JNK3) und verhindert somit den programmierten Zelltod (Yang et 

al. 1997). Zur Familie der JNK’s gehören neben JNK3 noch zwei weitere Proteine JNK1 und 

JNK2. Alle drei Proteine sind an der sogenannten Stress- Kinasekaskade beteiligt, die zur 

Apoptose führt. Des Weiteren verhindert der CDK5 Inhibitor Roscovitin die Aktivierung der 

Akt Kinase. Die wichtigsten Funktionen von CDK5 sind in Abbildung 9 graphisch 

zusammengefasst.  
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1.3 Zielsetzung 
Die Apoptose von Neuronen hat eine herausragende Bedeutung sowohl für die System-

integrität als auch für die Auslösung von Anomalien im zentralen Nervensystem. Für viele 

neurodegenerative Erkrankungen wie z.B.den Morbus Parkinson scheint eine Steuerung und 

gezielte Unterdrückung des programmierten Zelltodes ein zielführender Therapieansatz zu 

sein. 

Die Mitochondrien nehmen in der intrinsischen Apoptosekaskade eine zentrale Funktion 

wahr, da sie Cytochrom c ausschütten, das den unumkehrbaren Ablauf der Apoptose 

einleitet (Kroemer und Reed 2000). Ungeklärt ist hierbei der Zusammenhang zwischen der 

Freisetzung von Cytochrom c und der Zerteilung der Mitochondrien, die im Verlauf der 

Apoptose stattfindet. Insbesondere ist unklar, ob eine Unterdrückung des mitochondrialen 

Zerteilungsprozesses die Apoptose von Neuronen verhindert.  

Ziel dieser Arbeit ist zunächst die Charakterisierung der mitochondrialen Mechanismen, 

durch die der Zerfall der Mitochondrien während der Apoptose gesteuert wird. Hierbei soll 

insbesondere untersucht werden, ob die Steuerung des mitochondrialen Zerfalls den Verlauf 

der Apoptose beeinflusst. Damit soll geklärt werden, ob der mitochondriale Zerfall ein Teil 

der Apoptosekaskade ist oder eine unabhängig neben dem Apoptoseprozess stattfindende 

Veränderung der Zelle darstellt.  

Des Weiteren soll nach Regulationsmechanismen der mitochondrialen Zerteilung gesucht 

werden, die nach Möglichkeit eine medikamentöse Beeinflussung erlauben. Hierbei ist wie-

derum die Einflussnahme auf den Ablauf der Apoptose von besonderer Bedeutung. 

Die Experimente wurden an dopaminergen Neuronen in Kultur durchgeführt, um die Über-

tragung der Resultate auf ein Modell der Parkinson-Krankheit zu ermöglichen. Die Daten 

aus den Zellkulturen sollen in primären Mittelhirnneuronen verifiziert werden, um zu prüfen, 

ob Effekte allgemeiner Natur sind oder lediglich Besonderheiten der kultivierten neuronalen 

Zelllinie darstellen. 
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2 Material und Methoden 
Die häufig eingesetzten Puffer und Medien werden im Text nur mit ihren 

Namen/Abkürzungen genannt. Die genauen Zusammensetzungen sind in Kapitel 2.5 ange-

geben.  

2.1 Verwendete Zelltypen 

2.1.1 Kultur von CSM 14.1 Neuronen 
In der vorliegenden Arbeit wurden überwiegend CSM14.1 Neurone verwendet (siehe 

Abbildung 10). CSM14.1 Neurone sind immortalisierte, nigrostriatale Rattenzellen (Haas 

und Wree 2002). Die Neurone können als dopaminerge Zelllinie charakterisiert werden, da 

sie die dopaminergen Marker Nurr1, Tyrosin Hydroxylase und ALDH2 exprimieren. Bei 

32°C, 5 % CO2 und Wasserdampf-gesättigter Atmosphäre wurden die Neurone in 

Kulturmedium (DMEM Vollmedium, PAA, Cölbe) befüllten 10 cm ∅ Zellkulturschalen 

(Greiner bio-one, Solingen) kultiviert (Inkubator: Function line, Heraeus, Hannover). Die 

Zellen besitzen ein Temperatur-sensitives Antigen über das sie differenziert werden können. 

Die Differenzierung erfolgte durch Kultivierung der Neurone für 14 Tage bei erhöhter 

Inkubationstemperatur von 39°C anstatt 32°C unter ansonst gleichen Bedingungen. Während 

der Differenzierung entwickeln die Zellen einen neuronalen Phänotyp sowie ein vergrößertes 

Zytoplasma, was die Beobachtung der Mitochondrienmorphologie vereinfachtete. In der 

vorliegenden Arbeit wurden ausschließlich differenzierte CSM14.1 Neurone (dCSM14.1) 

genutzt.  

Sobald die CSM14.1 bzw. dCSM14.1 Neurone nahezu konfluent (ca. 90 % Flächen-

belegung) gewachsen waren, wurden sie auf eine neue Kulturschale passagiert (in der Regel 

alle 3-4 Tage). Zum Passagieren unter sterilen Bedingungen (biologische Sicherheitssteril-

werkbank, Heraguard, Heraeus, Hannover) wurde das Kulturmedium abgesaugt und die 

Neurone einmal mit PBS gewaschen. Zum Lösen des Zellrasens wurden 3 ml 1%-ige 

Trypsinlösung (PAA, Cölbe) auf die Platten gegeben. Sobald sich der Zellrasen gelöst hatte 

wurde die Zellsuspension in ein Reaktionsgefäß überführt und 6 ml Kulturmedium zu den 

Neuronen gegeben. Das in dem Kulturmedium enthaltene fötale Kälberserum (PAA, Cölbe) 

inaktiviert das Trypsin. Die Neurone wurden 5 min mit 1500 rpm bei Raumtemperatur 

zentrifugiert. Nach Verwerfen des Überstandes wurden sie in 1 ml Kulturmedium re-

suspendiert und ca. 150 µl der Neuronenlösung auf neue Kulturschalen ausplattiert, welche 

bis zur erneuten Passagierung kultiviert wurden.  
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Zur Bestimmung einer definierten Zellzahl wurde nach dem Resuspendieren des Pellets eine 

Probe der Neuronensuspension von 10 µl entnommen, mit 90 µl Trypanblau (Sigma, 

Steinheim) versetzt und die Zellen lichtmikroskopisch in einer Neubauer-Zählkammer 

(Hecht-Assistent, Sondheim) ausgezählt, so dass der Neuronengehalt der Suspension 

bestimmt wurde und anschließend ein definiertes Suspensionsvolumen ausplattiert werden 

konnte.  

Um einen Vorrat an dCSM14.1 Neuronen zu erhalten wurden die Zellen anstatt in einem 

Milliliter Kulturmedium in 750 µl Einfrierlösung resuspendiert und in Kryoröhrchen (Nunc, 

Wiesbaden) zunächst bei -20°C eingefroren. Nach 1-2 h wurden die Kryoröhrchen in flüs-

sigen Stickstoff überführt, wo sie bis zum Gebrauch verblieben. 

Die eingefrorenen Neurone wurden nach schnellem Auftauen bei 37°C in eine 10 cm ∅ 

Kulturschale befüllt mit Kulturmedium überführt und unter den üblichen Bedingungen er-

neut kultiviert. 

  

Abbildung 10: dCSM14.1 Neurone. 

Abgebildet ist ein Phasenkontrastbild (10-fach vergrößert) einer differenzierten dCSM14.1 Kultur. Die Zellen 
weisen ein großes Zytoplasma auf sowie kurze Fortsätze. 

2.1.2 Kultur von primären Mittelhirnneuronen  
Adulte weibliche Ratten (Hannover-Wistar, Charles River/Sulzfeld) wurden am 14. Tag 

nach Verpaarung durch CO2-Begasung getötet. Der Bauch wurde mit Ethanol (70 %) ge-

reinigt und das Peritoneum geöffnet. Die Uteri wurden entnommen, in CMF-Medium über-

führt und geöffnet. Die gewonnenen Embryonen wurden sofort in neues eiskaltes 

CMF-Medium transferiert. Die folgenden Schritte fanden in eiskaltem CMF - Medium unter 

visueller Kontrolle mit einem binokularen Mikroskop statt (Stemi 2000, Zeiss, Göttingen). 

Zuerst wurde der Kopf der Embryonen abgetrennt und das Gehirn entnommen. Der 

Hirnstamm wurde isoliert, die Hirnhäute entfernt und die Verbindung zwischen 

Diencephalon und Mesencephalon durchtrennt. Als Referenz diente hierbei die Colliculi des 
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Diencephalons. Der Hirnstamm wurde mit der dorsalen Seite nach unten ausgerichtet. Das 

Tektum wurde ausgebreitet und der rostrale Teil des ventralen Hirnstammes sowie der 

rostrale Teil des Tektums entfernt. Der mediale Teil des verbleibenden rostralen 

Hirnstammes (ca. 1,0 mm3) wurde herausgeschnitten und in ein mit eiskaltem CMF-Medium 

befüllten Reaktionsgefäß überführt.  

Alle so präparierten Gewebestücke wurden gesammelt und anschließend zentrifugiert 

(700 rpm, 4 min, 4°C). Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet 15 min mit 750 µl 

Trypsin (0,25 %) im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Danach wurde das Trypsin mit 750 µl 

eiskaltem fötalen Kälberserum (FCS) inaktiviert und die Suspension 3 min lang bei Raum-

temperatur mit 40 µl DNAse (10 mg/ml; Sigma, Steinheim) versetzt. Bei der vorsichtigen 

Trituierung mittels einer flammengerundeten silanisierten Pasteur-Pipette wurden die Gewe-

bestücke mechanisch dissoziiert. Nach Absetzen der verbliebenen Gewebestücke wurde der 

Überstand in ein neues Gefäß überführt und das nicht dissoziierte Gewebe zum zweiten mal 

einer Trypsinierung und Trituierung unterzogen. Die so gewonnene Zellsuspension wurde 

erneut bei 700 rpm 4 min lang bei 4°C zentrifugiert und das Pellet in 1 ml Mittelhirn-Kul-

turmedium (4°C) resuspendiert (für Weiterbehandlung der Neurone siehe Kapitel 2.2.2.2.1) 

und ausplattiert (siehe Abbildung 11). Auszählungen ergaben, das die Kultur vorwiegend 

GABAerge und bis zu 20 % TH-positive Neurone enthielt. Diese stellen sämtliche Neurone 

des dopaminergen Phänotyps dar, da durch die Topographie des Präparationsgebietes die 

ebenfalls TH-positiven noradrendergen und adrenergen Neurone ausgeschlossen wurden 

(Shimoda et al. 1992).  

 

Abbildung 11: Primäre Mittelhirnkultur. 

Dargestellt ist ein Phasenkontrastbild (20-fach vergrößert) einer primären Mittelhirnkultur. Die Neurone bilden 
lange Fortsätze aus und nehmen somit Kontakt zu anderen Neuronen auf. 
 

Zur besseren Haftung der Primärneurone erfolgt die Kultivierung auf 

Poly-L-Ornithin/Laminin (Sigma, Steinheim) beschichteten Zellkulturplatten. Zur 
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Beschichtung wurden die Platten für mindestens 4 h mit Poly-L-Ornithin (0,1 mg/ml) bei 

Raumtemperatur benetzt. Nach zweimaligem waschen mit destilliertem Wasser wurden die 

Platten mit Laminin (1 µg/ml) überschichtet und über Nacht bei 37°C inkubiert. Vor der 

Zellaussaat wurden die Platten nochmals mit DMEM-F12 (PAA, Cölbe) gewaschen. Eine 

gute Haftung der Primärneurone wurde erzielt, wenn die Platten nicht länger als 48 h vor 

Zellaussaat beschichtet wurden.  

Die primären Mittelhirnkulturen wurden bei 37°C, 5 % CO2 und Wasserdampf-gesättigter 

Atmosphäre kultiviert (Inkubator: Function line, Heraeus, Hannover). Die Lebensdauer der 

Kultur betrug ca. 10 Tage. Medienwechsel erfolgten jeweils am 1. Tag nach der Präparation 

und darauffolgend an jedem zweiten Tag. 

2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1 Plasmide 
In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Plasmide verwendet (siehe Tabelle 3). Es 

wurde unterschieden zwischen Plasmiden, die nur zur Markierung der Mitochondrien 

dienten und solchen deren Einfluss auf die mitochondriale Zerteilung untersucht werden 

sollte.  

Die Plasmide wurden durch unterschiedliche Transfektionsverfahren in die Neurone einge-

bracht (siehe Kapitel 2.2.2). Der Mechanismus der Transfektion ist noch nicht genau be-

kannt, es wird davon ausgegangen, dass die transfizierte DNS in das Zytoplasma der Zelle 

gelangt und in den Zellkern transportiert wird. Die DNS wird dort transkribiert, wobei eine 

komplementäre mRNS entsteht. Diese wird aus dem Zellkern zu den Ribosomen ins Zyto-

plasma transportiert und dort translatiert. 

Ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Bewertung der mitochondrialen Morpho-

logie im Verlauf der Apoptose. Alle Neurone wurden mit den Plasmiden pDsRed2-Mito 

oder mito-GFP transfiziert, da diese Plasmide ein Sequenzstück der Untereinheit 4 der 

Cytochrom c Oxidase enthielten und ihre Expression zu einer spezifischen Markierung der 

Mitochondrien führte. Des Weiteren sollte der Einfluss von verschiedenen Proteinen auf die 

mitochondriale Morphologie und Apoptose untersucht werden. Hierzu wurden 

Kotransfektionen mit dem zu untersuchenden Plasmid durchgeführt.  

Fis1 und Drp1 sind funktionell in der mitochondrialen Zerteilung involviert (siehe Kapitel 

1.1.5.1). Es sollte untersucht werden, ob die Expression der Proteine einen Einfluss auf die 

neuronale Apoptose (siehe Kapitel 2.4.3) sowie auf die Morphologie der Mitochondrien 

(siehe Kapitel 2.4.4 und 2.4.5) besaß. Dazu wurden Kotransfektionen mit Drp1K38A-ECFP 
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einer dominant negativen Mutante von Drp1-ECFP durchgeführt. Die dominant negative 

Mutante kann wie Drp1 transkribiert und translatiert werden, ist jedoch auf Grund der 

Punktmutation nicht funktionsfähig.  

 
Plasmid Lokalisation mitochondriale Funktion  Excitations- 

Maximum [nm] 

Emissions-

Maximum 

[nm] 

pDsRed2-Mito Mitochondrien Markierung der Mitochondrien 543 590 

mt-GFP Mitochondrien Markierung der Mitochondrien 488 525 

Fis-GFP Mitochondrien Regulation der mitochondrialen 

Zerteilung 

488 525 

CDK5-GFP Zytoplasma unbekannt 488 525 

CDK5N144-GFP Zytoplasma unbekannt 488 525 

Drp1-ECFP Zytoplasma/ 

Mitochondrien 

Regulation der mitochondrialen 

Zerteilung 

543 475 

Drp1K38A-ECFP Zytoplasma/ 

Mitochondrien 

Hemmung der mitochondrialen 

Zerteilung 

543 475 

p25-GFP Zytoplasma/Kern unbekannt 488 525 

p35 Zytoplasma/Kern unbekannt - - 

Tabelle 3: In dieser Tabelle sind die verwendeten Plasmide und Vektoren zusammengefasst. 

Die Plasmide pDsRed2-Mito und mito-GFP besitzen ein Sequenzstück der Untereinheit 4 der Cytochrom c Oxi-
dase, so dass die Transfektion mit ihnen ausschließlich der Darstellung der Mitochondrien dienten. Transfek-
tionen mit Fis-GFP, CDK5-GFP und Drp1-ECFP wurden durchgeführt, um den Einfluss der Expression der 
Plasmide auf die mitochondriale Morphologie bzw. die neuronale Apoptose zu untersuchen. Hierfür wurden 
zusätzlich die dominant negativen Mutanten CDK5N144-GFP und Drp1K38A-ECFP verwendet. p25-GFP und p35 
sind die beiden spezifischen Aktivatorproteine von CDK5 und wurden daher immer mit CDK5 kotransfiziert.  
Des Weiteren ist der Tabelle die Lokalisation der Proteine innerhalb der Zelle zu entnehmen bzw. welche mito-
chondrialen Funktionen sie besitzen. 
Alle Plasmide bis auf das p35 Plasmide waren mit einem Fluorophor fusioniert, so dass die Expression der 
Plasmide mittels eines Fluoreszenzmikroskops geprüft werden konnte. Die Excitations- und Emissionsmaxima 
der einzelnen Plasmide sind ebenfalls aufgelistet.  
 

Der Einfluss von CDK5 auf die Mitochondrien ist völlig unbekannt und wurde erst in der 

vorliegenden Arbeit beleuchtet. Dies erfolgte durch Transfektionen mit CDK5-GFP sowie 

der dominant negativen Mutante CDK5N144-GFP. Transfektionen von CDK5 wurden immer 

in Kombination mit p25-GFP oder p35 durchgeführt, da dies die beiden Aktivatorproteine 

von CDK5 sind (siehe Kapitel 1.2.1). Neben dem Einfluss auf die mitochondriale Morpho-

logie während der Apoptose wurde ebenfalls untersucht, welche Wirkung die Expression 

von p25/CDK5 oder CDK5N144-GFP auf die Apoptose hat. 

Alle Plasmide bis auf das p35-Plasmid waren mit einem Fluorophor fusioniert, somit konnte 

ihre Expression mittels eines Fluoreszenzmikroskops (Axiovert200, Zeiss, Göttingen) über-
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prüft werden. Die Excitations- und Emissionsmaxima der einzelnen Plasmide sind der 

Tabelle 3 zu entnehmen. Alle Plasmide enthielten eine Antibiotika-Resistenz und konnten 

über diese selektiert werden.  

2.2.1.1 Herstellung transformationskompetenter E. coli Zellen 
Zur Vervielfältigung der Plasmide werden transformationskompetente E. coli Zellen 

(Invitrogen, Karlsruhe) benötigt. Diese Zellen sind in der Lage, freie DNS aufzunehmen und 

zu vervielfachen. Um Fremd-DNS in Bakterien einschleusen zu können, müssen die Zellen 

zunächst in den Zustand der Kompetenz gebracht werden.  

Hiezu wurden 500 ml LB-Medium mit einer E .coli-DH5α-Kolonie angeimpft und bei 37°C 

bis zur logarithmischen Wachstumsphase (OD578 etwa 0,5) kultiviert. Die Bakteriensuspen-

sion wurde 30 min bei 4°C und 3000 rpm abzentrifugiert und in 250 ml steriler 50 mM 

CaCl2 Lösung resuspendiert. Die Zellen wurden für mindestens 30 min auf Eis inkubiert, er-

neut abzentrifugiert, der Überstand verworfen, die Zellen in 25 ml Einfrierlösung re-

suspendiert und eine Stunde auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen aliquotiert und in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. 

2.2.1.2 Transformation von E .coli Zellen 
Das Einschleusen der Plasmide in transformationskompetente E .coli DH5α-Bakterien er-

folgte durch eine Calciumchlorid-vermittelte Transformation mit Hilfe von schneller Tempe-

raturänderung. Für die Transformation wurden jeweils 100 µl kompetente E. coli-Bakterien 

(Herstellung siehe Kapitel 2.2.1.1) mit je 100 ng Plasmid DNS versetzt. Nach Inkubation des 

Ansatzes 30 min lang auf Eis wurde dieser einem Hitzeschock bei 42°C für 45 sec ausgesetzt 

und anschließend sofort auf Eis für 2 min abgekühlt. Zur Vermehrung der Bakterien wurden 

die Proben in je 200 µl sterilem SOC-Medium aufgenommen und eine Stunde bei 37°C in-

kubiert. Ein selektives Wachstum von einzelnen Bakterienkolonien wurden durch das Aus-

streichen der Bakterien auf LB-Agar-Platten mit 100 μg/ml Ampicillin oder 40 μg/ml 

Kanamycin erreicht. Die Platten wurden über Nacht kopfüber bei 37°C inkubiert und danach 

bei 4°C gelagert. 

2.2.1.3 Isolierung von Plasmid DNS aus E . coli 
Zur Herstellung größerer Mengen Plasmid-DNS wurden einzelne Klone der LB-Agar-

Platten (siehe Kapitel 2.2.1.2) gepickt und in flüssiges Antibiotika-haltiges LB-Medium 

(3 ml für Mini-Präparation, 200 ml für Maxi-Präparation) überführt. Die Kulturen wurden 

über Nacht bei 37°C in einem Schüttler (Thermoshake, Gerhardt) inkubiert.  
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Die Präparation der Plasmid-DNS aus E .coli erfolgte unter Verwendung von Plas-

mid-Präparations-Kits (Marchinnery und Nagel: NucleoSpin®Plasmid, Qiagen: Plasmid 

Maxi Kit) nach Herstellerangaben. Das Prinzip beruht bei beiden Kits auf der alkalischen 

Lyse der Zellen (Birnboim und Doly 1979) und der DNS-Adsorption an Silikat bei hohen 

Salzkonzentrationen. Die Konzentration der DNS wurde mit einer photospektrometrischen 

Messung (Biophotometer, Eppendorf, Hamburg) bei einer Wellenlänge von 260 nm be-

stimmt. Die Bestimmung beruht auf der Tatsache, dass die OD einer 50 µg/ml konzentrierten 

DNS-Lösung bei einer Wellenlänge von 260 nm eins beträgt. Des Weiteren wurde die OD 

bei einer Wellenlänge von 280 nm bestimmt, da das Absorptionsmaximum für Proteine, ba-

sierend auf der Absorption der aromatischen Aminosäurereste, bei 280 nm liegt. Durch Be-

stimmung des Verhältnisses von OD260 zu OD280 konnte ermittelt werden, wie stark die 

DNS-Lösung durch Proteinreste verunreinigt ist. Der Quotient von OD260/OD280 sollte zwi-

schen 1,6 und 1,8 liegen. Die Plasmid-DNS wurde bei 4°C gelagert.  

2.2.2 Transfektionen 
Die Expression von exogenen Proteinen in den Neuronen wurde durch die Transfektion mit 

Plasmiden (siehe Kapitel 2.2.1) erreicht. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei ver-

schiedene Transfektionsverfahren angewendet. Bei der Transfektion mit Lipofectamine wird 

die Plasmid-DNS mit Hilfe von kationischen Liposomen in die Zellen eingebracht. Bei der 

Elektroporation dagegen wird die Zellmembran durch Spannungspulse für die DNS permea-

belisiert. Die verwendeten Plasmide (siehe Tabelle 3) besaßen einen eukaryontischen Pro-

motor und konnten daher in der Zielzelle exprimiert werden.  

2.2.2.1 Transiente Transfektion mittels Lipofectamine 
Es wird zwischen transienten und stabilen Transfektionen unterschieden, in der vorliegenden 

Arbeit wurden ausschließlich transiente Transfektionen durchgeführt. Die Expression des 

transfizierten Plasmides konnte an bis zu fünf Tagen beobachtet werden. dCSM14.1 

Neurone wurden dazu mit dem Transfektionsreagenz Lipofectamine 2000  (Invitrogen, 

Karlsruhe) transfiziert, um eine hohe Transfektionseffizienz zu erhalten.  

2.2.2.1.1 DNS Transfektion 
Für die Plasmid-DNS Transfektionen wurden die Neurone einen Tag zuvor in Zellkultur-

schalen verschiedener Größe (Acht bzw. 24 well Platten) ausplattiert. Für eine gute Trans-

fektionseffizienz erwies es sich als nützlich, wenn die Zellen am Tag der Transfektion eine 

Konfluenz von ca. 60-70 % besaßen. Für Transfektionen einer Acht well Platte wurde pro 

well 0,3 µg des zu untersuchenden Plasmids sowie 0,75 µl Lipofectaminelösung in jeweils 
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37,5 µl Opti-MEM Medium (PAA, Cölbe) verdünnt und 5 min bei Raumtemperatur in-

kubiert. Die entsprechenden Volumen- und Konzentrationsangaben für die Transfektion 

einer 24 well Platte sind der Tabelle 4 zu entnehmen. Anschließend wurden beide Ansätze 

vereint, gemischt und für weitere 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, wodurch ein 

DNS-Lipofectamine-Komplex gebildet wurde. Das Kulturmedium wurde von den 

Zellkulturplatten entfernt, die Neurone einmalig mit PBS gewaschen und 75 µl frisches 

Medium pro well einer Acht well Platte zugegeben. Das neue Medium enthielt im Gegensatz 

zu dem normalen Kulturmedium kein FCS und keine Antibiotikazusätze, da diese die 

Transfektion negativ beeinflussen.  

Nach Ablauf der 20 minütigen Inkubationszeit wurde der DNS/Lipofectamine-Komplex zu 

den Neuronen gegeben. Nach vier stündiger Inkubation wurde das Medium von den Neu-

ronen abgenommen und nach einem PBS-Waschschritt durch frisches Kulturmedium ersetzt. 

Dieses Medium enthielt nun wieder die entsprechenden Antibiotika- und FCS Zusätze.  

2.2.2.1.2 Kotransfektionen von DNS und siRNS 
Bei der RNS-Interferenz handelt es sich um eine Methode der Gen-Ausschaltung auf mRNS-

Ebene. In die Zielzelle werden kurze doppelsträngige RNS-Fragmente eingeschleust, die so-

genannten small interfering RNSs (siRNSs). Hierdurch schneiden Endonucleasen der Zelle 

die zur siRNS komplementäre zelleigene mRNS.  

 
Kulturgefäß Oberfläche 

eines wells 

[cm2] 

Kulturmedium 

[µl] 

DNS 

[µg] 

siRNS [pmol] Lipofectamine 2000 

[µl] 

Opti-MEM [µl] 

Acht-well Platte 0,45 75 0,3  7,5 0,75 2x 37,5 

24-well Platte 2 400 0,8  20 2,0 2x 50 

Tabelle 4: Konzentration von DNS, siRNS und Volumen von Lipofectamine in Abhängigkeit des Kultur-
gefäßes. 

Die Tabelle gibt die entsprechenden Konzentrations- bzw. Volumenangaben an, die während einer Transfektion 
mit Lipofectamine 2000 benötigt werden.  
Die Konzentrations- bzw. Volumenangaben sind abhängig von der Oberfläche des verwendeten Kulturgefäßes. 
 

siRNS CDK5 Kontroll-siRNS 
sense GAG GAU CUU UCG ACU GCU A GCA AGC UGA CCC UGA AGU UCA U 
antisense UAG CAG UCG AAA GAU CCU C GAA CUU CAG GGU CAG CUU GCC G 
Zielsequenz AAG AGG ATC TTT CGA CTG CTA CGG CAA GCT GAC CCT GAA GTT CAT 

Tabelle 5: Sequenzen der verwendeten siRNS’s. 

Die Tabelle gibt die Sequenzen der CDK5- und Kontroll siRNA an. 
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Die siRNS gegen CDK5 wurde von der Firma Qiagen bezogen. Sie enthielten am 5’ Ende 

eine Fluoreszenzmodifikation (Cy3), so dass nach den Transfektionen ermittelt werden 

konnte, welche Neurone transfiziert worden waren. Das Emissionsspektrum von Cy3 liegt 

bei 568 nm, das Excitationsmaximum bei 544 nm. Um sicherzustellen das der beobachtete 

Effekt nicht auf die Prozedur der Transfektion zurückzuführen war, sondern spezifisch auf 

die transfizierte CDK5 siRNS wurden Transfektionen in Kontrollexperimenten mit einer un-

funktionellen siRNS durchgeführt. Die Kontroll-siRNS wurden ebenfalls von Qiagen 

bezogen. Tabelle 5 enthält die Sequenzen der verwendeten siRNSs sowie deren Zielsequenz.  

Die siRNS Transfektionen wurden wie die DNS Transfektionen mit dem Tranfektions-

reagenz Lipofectamine 2000 durchgeführt (siehe Kapitel 2.2.2.1.1). Für Studien zum Ein-

fluss von CDK5 auf die mitochondriale Zerteilung wurden die Neurone mit siRNS und 

Plasmid-DNS kotransfiziert. Als Plasmid DNS wurde mito-GFP verwendet. Die ent-

sprechenden Konzentrationen und Volumina von DNS, siRNS und Lipofectamine sind der 

Tabelle 4 zu entnehmen. 

2.2.2.2 Transiente Transfektion mittels Elektroporation 
Im Gegensatz zu der Lipofectamine 2000 gesteuerten Transfektion der dCSM14.1 Neurone 

wurden die primären Mittelhirnneurone mittels Elektroporation (Nucleofector, Amaxa, 

Köln) transient transfiziert. Diese Methode ist weniger toxisch für die Zellen als die Be-

handlung mit Lipofectamine und wurde daher ausschließlich für Transfektionen primärer 

Mittelhirnneurone verwendet. 

2.2.2.2.1 DNS Transfektionen  
Für DNS Transfektionen wurde das „Basic Nucleofector Kit; Primary Neurons“ 

(Nucleofector, Amaxa, Köln) nach Hersteller-Angaben verwendet. Die Transfektion erfolgte 

sofort nach der Präparation der primären Mittelhirnkulturen (siehe Kapitel 2.1.2). Für jeden 

Ansatz wurden 2x106 Neurone und 2 μg Plasmid-DNS verwendet. Die Zellen wurden 5 min 

bei 700 rpm und 4°C zentrifugiert, das Mittelhirnmedium abgenommen und das Zellpellet in 

90 µl Nucleofector™Solution resuspendiert. 2 µg der zu transfizierenden DNS wurden in 

10 µl H2O verdünnt und zu den 90 µl gegeben. Die Lösung wurde in die Elektroporations-

küvette überführt wobei Luftblasen vermieden wurden und elektroporiert (Programm O-003, 

Nucleofector, Amaxa, Köln). Die elektroporierten Zellen wurden in 500 µl 37°C 

vorgewärmtes Mittelhirn-Medium transferiert und auf beschichteten Zellkulturplatten 

ausgesät (siehe Kapitel 2.1.2). 
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2.3 Proteinchemische Methoden 

2.3.1 Zelllysierung 
Um eine Gesamtproteinfraktion von Zellen zu erhalten wurden diese lysiert. Dabei wurden 

die Membranen der Zellen durch Hochsalz und verschiedene Detergenzien solubilisiert und 

Proteinkomplexe teilweise zerstört, so dass die Proteine frei vorliegen. Vor der Lysierung 

wurden die Neurone einmalig mit PBS gewaschen. Die Lysierung dieser erfolgte durch die 

Inkubation mit Lysepuffer. Das Volumen des Lysepuffers richtete sich nach der Größe der 

verwendeten Kulturschale (24-well Platte: 25 µl/well, 6-well Platte: 75 µl/well, 10 cm ∅ 

Kulturschale: 500 µl/well). Die Neurone wurden mit einem Zellschaber von der Platte 

gelöst, in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und 20 min auf Eis inkubiert. Bei der 

anschließenden Zentrifugation (13.000 rpm, 15 min, 4°C) wurden alle unlösliche Stoffe (z.B. 

DNS) abzentrifugiert. Der Proteinhaltige Überstand wurde bis zur weiteren Analyse bei –

20°C gelagert. 

2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Die Proteinbestimmung erfolgte durch das BCA-Assay Reagenz (Pierce, USA). Der Test be-

ruht auf der Biuret-Reaktion, bei der Proteine in alkalischer Umgebung Cu2+ zu Cu1+ 
 
redu-

zieren.  Cu1+ bildet  mit dem BCA Reagenz (Bicinchoninsäure) einen lilafarbigen Komplex, 

da er für Licht einer Wellenlänge von 562 nm eine deutliche, ausgeprägte Absorption auf-

weist. Der Messbereich liegt in einem Konzentrationsbereich von ca. 20 μg/ml bis 

2000 μg/ml. 

Die Konzentrationsmessung des Proteinlysates erfolgte in einer Doppelbestimmung. Dazu 

wurden die Reagenzien A und B (BCA-Kit, Pierce, USA) im Verhältnis 50:1 gemischt. Die 

nötige Anzahl an wells einer 96 well Platte (Nunc, Wiesbaden) wurden jeweils mit 200 µl 

der Lösung und 1 µl Proteinlysat befüllt. Nach einer Inkubation über 30 min bei 37°C wurde 

in einem Elisa-Reader (Rainbow, Tecan, Crailsheim) die Absorption der einzelnen Proben 

bei 562 nm bestimmt. Zunächst wurde mit Proben bekannter Proteinkonzentration eine 

Eichkurve erstellt. Die lineare Regressionsgerade dieser Eichkurve wurde zur Ermittlung der 

unbekannten Proteinkonzentrationen genutzt.  

2.3.3 Western-Blot-Analyse 
Bei der Western-Blot-Analyse werden in einem SDS-Gel (sodium-dodeclylsulfat) 

elektrophoretisch aufgetrennte Proteingemische auf eine Membran transferiert. Die Proteine 

werden anschließend mit Hilfe von z.B. Meerrettich-Peroxidase-markierten Antikörpern 

sichtbar gemacht.  
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2.3.3.1 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese  
Die elektrophoretische Auftrennung von denaturierten Proteinen erfolgte durch vertikale, 

diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat (SDS)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach 

Laemmli (Laemmli 1970) in dem Biorad Mini-PROTEAN 3 cell-System. 

Die verwendeten Gele setzten sich aus einem 3,75 % igem Sammel- und einem 10 % igem 

Trenngel zusammen. Die Trenngellösung wurde gemischt und die Polymerisation durch Zu-

gabe von TEMED (Radikalerzeuger) und APS (Start-Radikale) gestartet. Die Lösung wurde 

luftblasenfrei zwischen die Glasplatten der Gelkammer bis ca. 2 cm unter den oberen Rand 

eingefüllt und mit Isopropanol überschichtet. Nach der Polymerisation des Trenngels wurde 

das Isopropanol entfernt und das Trenngel mit der Sammelgellösung überschichtet. Der Gel-

kamm wurde eingesetzt und nach der Polymerisation des Gels wieder entfernt. Der Über-

gang vom Sammelgel zum Trenngel mit einem pH- Sprung von 6,8 auf 8,8 diente der 

Fokussierung der Proteine. 

Die Proben (20 µg Protein) wurden mit 1,7 µl SDS-Probenpuffer versetzt und vor dem Auf-

trag 5 min bei 95°C denaturiert. SDS ist ein stark negativ geladenes Detergenz, welches an 

die hydrophoben Regionen der Proteine bindet, wodurch sich diese zu gestreckten Poly-

peptidketten entfalten. Dadurch verlieren die Proteine ihre Assoziationen mit anderen Pro-

teinen und liegen freilöslich in der Lösung vor. Der SDS Probenpuffer enthält Mercapto-

ethanol, welches die S-S Brücken zwischen den Proteinen auflöst, so dass alle Polypeptide, 

die ein aus vielen Untereinheiten bestehendes Molekül aufbauen, getrennt analysiert werden 

können. Das SDS lagert sich an die Hauptkette der Proteine an und verleiht ihnen eine nega-

tive Ladung. Beim Anlegen eines elektrischen Feldes wanderten die in SDS-Micellen ein-

gelagerten Proteine zur Anode und wurden durch den Siebeffekt des Gelmaterials gebremst, 

wobei kleinere Moleküle schneller wandern als größere.  

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte zwei Stunden lang in mit 

Elektrophorese-Puffer befüllten vertikalen Kammern (Biorad Mini-PROTEAN 3 cell-

Systems) bei 400 mA (Power Pac 300, Bio-Rad, München). Nach Beendigung der 

Elektrophorese wurden die Proteine auf Nitrozellulose- oder Polyvinyliden-Difluorid Mem-

branen übertragen (siehe Kapitel 2.3.3.2). Die auftrennten Proteine wurden an Hand ihrer 

molekularen Größe charakterisiert. Als Molekulargewichtsstandard diente der Dual-Protein-

Marker (Biorad, München). 

2.3.3.2 Proteintransfer 
Um die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine immunologisch nachweisen zu können, 

müssen sie zunächst auf eine Nitrozellulose- (Schleicher & Schüll, Dassel) oder PVDF-
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Membran (Applichem, Darmstadt) übertragen werden (Towbin et al. 1979). Dabei wurde die 

Membran und das Gel zwischen Transfer-Puffer getränkte Whatman-3MM-Filterpapiere 

(Roth, Karlsruhe) angeordnet, wobei die Membran näher zur Anode als das Gel zu liegen 

kam. Der Transfer erfolgte im mit Transfer-Puffer befüllten Mini-Protean 3 Blotting System 

(Bio-Rad, München) über 1 h bei 4°C und 1 mA/cm2
 (Power Pac 300, Bio-Rad, München).  

2.3.3.3 Antikörper Detektion  
Um ein spezifisches Protein aus dem aufgetrennten Proteingemisch immunologisch nach-

weisen zu können wurden Antikörper gegen das Protein verwendet. Ein zweiter Meerrettich 

Peroxidase-markierter Antikörper bindet den ersten und verstärkt somit das messbare Signal.  

Bevor die Antikörper-Detektion erfolgen konnte wurde die Membran drei mal 10 min in 

TBS-T-Puffer gespült und 1 h bei Raumtemperatur in TBS-T-Puffer mit 5 % 

Magermilchpulver auf dem Kipp-Schüttler inkubiert (Polymax, Heidolph Instruments). 

Dieser Schritt verhinderte unspezifische Bindungen des Primärantikörpers. Anschließend 

wurde die Membran kurz mit TBS-T-Puffer gewaschen und über Nacht bei 4°C mit dem in 

TBS-T-Puffer verdünnten Primärantikörper (siehe Tabelle 6) inkubiert. Anschließend wurde 

die Membran drei mal 10 min mit TBS-T-Puffer gewaschen. Die Inkubation mit dem 

Sekundärantikörper (Verdünnung des Sekundärantikörpers siehe Tabelle 7) erfolgte über 1 h 

bei Raumtemperatur auf einem Kipp-Schüttler (Polymax, Heidolph Instruments). Abermals 

wurde die Membran drei mal 10 min mit TBS-T-Puffer gewaschen.  

Die Detektion des zweiten mit Meerrettich-Peroxidase markierten Antikörpers erfolgte durch 

ECL („enhanced“; verstärkte Chemolumineszenz). Dazu wurde ein ECL-Detektionskit 

(Pierce, USA) verwendet. Es wurde 1 ml der ECL-Lösung auf die Membran gegeben und 

diese nach einer Minute wieder entfernt. Die Peroxidase am sekundären Antikörper verur-

sacht enzymatisch eine Lichtreaktion des Luminols (Bestandteil der ECL-Lösung).  

Die Detektion der Chemolumineszenz erfolgte über Autoradiographie-Filme 

(HyperfilmeTMECLTM, Amersham Biosciences, Freiburg). Der Autoradiographie-Film wurde 

auf die zwischen zwei Folien eingebettete Membran aufgelegt und in einer Autoradio-

graphie-Kassette (HypercassetteTM, Amersham phamacia biotech) für unterschiedliche 

Zeiten (empirisch ermittelt) exponiert. Anschließend wurde der Film entwickelt (Curix 60, 

Agfa, Köln). 

2.3.4 Bestimmung der CDK5-Aktivität 
Die Veränderung der CDK5- Aktivität innerhalb der Apoptose wurde mit einem CDK5 

Kinase Assay ermittelt. Die in 10 cm ∅ Kulturschalen ausplattierten dCSM14.1 Neurone 
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wurden bis zu einer Flächendichte von ca. 80 % kultiviert. Nachdem das Kulturmedium von 

den einzelnen Platten abgesaugt und die Zellen einmalig mit PBS gewaschen waren, wurden 

sie für unterschiedlich lange Zeitpunkte mit 1 µM Staurosporin-haltigem Kulturmedium 

unter üblichen Bedingungen kultiviert. Staurosporin (Sigma, Steinheim) wurde als Apop-

tose- induzierende Substanz verwendet (siehe Kapitel 2.4.2). Anschließend wurden die Neu-

rone lysiert, um die Proteine zu extrahieren (siehe Kapitel 2.3.1).  

Der erste Schritt des CDK5 Kinase Assays war eine Immunopräzipitation gegen CDK5. Alle 

Inkubationsschritte erfolgten bei 4°C. Die eingesetzte Proteinmenge betrug 500 µg. Die 

Immunopräzipitation erfolgte mittels Protein A beschichteten Sepharosekügelchen 

(ProteinA-Sepharose®4B conjugate, Zymed Laboratories, San Francisco). Protein A ist ein 

Bestandteil der Zellwand von Streptokokken-Stämmen und bindet mit hoher Spezifität an 

die Fc-Region der meisten Säugetier-Immunglobuline. Um unspezifisch an den CDK5 Anti-

körper bindende Proteine zu entfernen, erfolgte zunächst eine Vorinkubation des Protein-

lysates mit 30 µl in Lysepuffer vorgewaschen Protein-A-Sepharosekügelchen. Die 

Sepharosekügelchen wurden nach 1 h abzentrifugiert (5 min, 6000 rpm, 4°C) und verworfen. 

Der Überstand wurde mit 10 µl unverdünnter CDK5 Antikörperlösung (Tabelle 6) 1 h rotie-

rend inkubiert. Dem Ansatz wurden dann 30 µl in Lysepuffer vorgewaschen 

Protein-A-Sepharosekügelchen zugegeben und er wurde erneut für 1 h rotierend inkubiert, 

wobei CDK5 über den Antikörper an Sepharosekügelchen gebunden wird. Nach drei Wasch-

schritten mit Lysepuffer (5 min, 6000 rpm, 4°C) und drei Waschschritten mit Kinase-Puffer 

(5 min, 6000 rpm, 4°C) erfolgte die eigentliche Kinasereaktion. Dazu wurden die 

Sepharosekügelchen zentrifugiert (5 min, 6000 rpm, 4°C), der Überstand verworfen und das 

Pellet in 20 µl Kinase-Puffer aufgenommen. Es wurden 2µl Histon H1-Lösung (5 µg/µl 

Sigma, Steinheim) sowie 0,5µl 32P-ATP (10 µCi/µl Amersham Biosciece, Europa) hinzu-

gefügt und der Ansatz über 30 min bei 30°C (Thermostat plus, Eppendorf, Hamburg) inku-

biert. Histon H1 wird durch CDK5 mit dem zugesetzten 32P-ATP phosphoryliert, so dass die 

Radioaktivität des Histon H1 als Maß für die CDK5- Aktivität genutzt werden kann. Nach 

der Zentrifugation der Proben (5 min, 6000 rpm, 4°C) wurde 10 µl SDS Probenpuffer zuge-

geben und die Proben 5 min bei 95°C denaturiert (Thermostat plus, Eppendorf, Hamburg). 

Die Proben wurden über ein 10 % SDS-Polyacrylamid-Gel innerhalb von 1,5 h bei 100 V 

aufgetrennt (siehe Kapitel 2.3.3). Nach dem SDS-PAGE (siehe Kapitel 2.3.3.1) wurde das 

Sammelgel entfernt. Das Trenngel wurde zunächst für eine Stunde mit Fixierungslösung bei 

Raumtemperatur fixiert und zweimal 10 min mit destilliertem Wasser gewaschen.  
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Über Nacht erfolgte eine Anfärbung des Gels mit Coomassie-Färbelösung bei Raum-

temperatur. Anschließend wurde das Gel mit 1 % Essigsäure entfärbt, so dass alle nicht ge-

bundenen Coomasie Partikel entfernt wurden. Die Coomassiefärbung diente als Nachweis, 

dass in allen Bedingungen die gleiche Menge CDK5 durch die Immunopräzipitation isoliert 

wurde (Ladekontrolle) und die Phosphorylierungsunterschiede von Histon H1 somit nicht 

auf unterschiedlicher CDK5 Konzentration beruhten. Zur Dokumentation der Coomassiefär-

bung wurde das getrocknete Gel fotografiert.   

Zum Nachweis des phosphorylierten Histon H1 wurde das getrocknete und gefärbte Gel vier 

Stunden lang direkt auf Phosphorimaging-Platten (Fujifilm) exponiert und die Intensität der 

radioaktiv markierten Proteinbanden mit einem Phosphorimager (BAS-5000, Fujifilm) 

bestimmt. Die densiometrische Auswertung der Proteinbanden erfolgte in Matlab (Version 

6.0, eigenes Skript). Hierzu wurden die Grauwerte pixelweise über die Bandenbreite ge-

mittelt. Die sich ergebenden Profile wurden in Längsrichtung an Hand der Maxima/Banden 

ausgerichtet und der jeweilige Hintergrund von den Profilen substrahiert. Anschließend 

wurde die Fläche unter den Banden bestimmt. Sie stellt ein Maß für die Strahlungsmenge der 

Bande dar, die wiederum durch die CDK5- Aktivität bestimmt ist.  

2.4 Zellbiologische Methoden 

2.4.1 Vorbehandlung der Neurone 

TAT-Bcl-xL 

TAT-Bcl-xL gehört zu der Familie der anti- apoptotischen Proteine. Es wurde im Kultur-

medium zu einer Endkonzentration von 500 nM verdünnt. Um sicherzugehen, dass der 

Effekt nicht auf den Puffer, in dem das TAT-Bcl-xL gelöst war zurückzuführen ist, wurde 

als Kontrolle das entsprechende Volumen des TAT-Bcl-xL-Puffers in Kulturmedium ver-

dünnt. Mit beiden Medien wurden die dCSM14.1 Neurone zwei Stunden lang unter üblichen 

Bedingungen kultiviert. 

Indolinon A 

Für die Hemmung von CDK5 wurde Indolinon A (Boehringer Ingelheim) verwendet. Im 

Kulturmedium wurde es zu einer Endkonzentration von 250 nM verdünnt. Die Neurone 

wurden 24 Stunden lang mit dem Indolinon A haltigen Kulturmedium unter normalen Be-

dingungen kultiviert.  

Für Zeitreihenaufnahmen dagegen wurden die Neurone 60 min vor dem Beginn der Auf-

nahme mit Indolinon A in gleicher Konzentration behandelt. Das Medium blieb die gesamte 

Beobachtungsdauer auf den Zellen. 
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zVAD-fmk 

Der Caspase Inhibitor zVAD-fmk (Bachem, Bubendorf, Schweiz) wurde im Kulturmedium 

zu einer Endkonzentration von 100 µM verdünnt. Die Neurone wurden 24 Stunden lang mit 

dem zVAD-fmk -haltigen Kulturmedium unter normalen Bedingungen kultiviert. 

Cytochalasin D und Nocodazol 

In Experimenten in denen der Einfluss des Zytoskeletts untersucht werden sollte, wurde 

dieses durch die Zugabe der Substanzen Nocodazol (10 µg/ml, Sigma, Steinheim) und 

Cytochalasin D (10 µg/ml, Alexis, Grünberg) zerstört. Hierfür wurde zunächst das Kultur-

medium von den Neuronen entfernt, diese einmalig mit PBS gewaschen und die Zytoskelett 

zerstörenden Substanzen in der angegebenen Endkonzentration im Kulturmedium verdünnt 

zugegeben. Die Behandlung der Neurone erfolgte 30 min vor Beginn der Zeitreihenauf-

nahme unter üblichen Kulturbedingungen. Das Medium wurde die komplette Beobachtungs-

dauer auf den Zellen gelassen.  

2.4.2 Apoptoseinduktion 
Apoptose wurde in der vorliegenden Arbeit mit drei verschiedenen Apoptose auslösenden 

Substanzen induziert. Am häufigsten wurde Staurosporin (1 µM, Sigma, Steinheim) genutzt. 

Staurosporin wird aus Streptomyces staurosporeus Bakterien isoliert und gilt als Induktor 

des intrinsischen, mitochondrialen Apoptoseweges (Chae et al. 2000). Da es sich bei den 

verwendeten Neuronen (siehe Kapitel 2.1) um dopaminerge Zelltypen handelt wurde Des 

Weiteren MPP+ (1 mM, Sigma, Steinheim) verwendet. MPP+ ist ein Metabolit des 

Neurotoxins MPTP, welches selektiv dopaminerge Neurone durch die Blockade der mito-

chondrialen Atmungskettenenzyme schädigt und zur Apoptose führt. Ebenso kam das 

Calciumionophor A23187 (50 nM, Alexis, Grünberg) zum Gebrauch, welches die Frei-

setzung von Ca2+ induziert. Eine erhöhte Calciumkonzentration aktiviert den intrinsischen 

Apoptoseweg (siehe Kapitel 1.1.2.2) innerhalb der Zelle. 

Die Induktion der Apoptose erfolgte nach Abnahme des Kulturmediums und einem Wasch-

schritt mit PBS. Die Apoptose induzierenden Substanzen wurden wie oben angegeben in 

Kulturmedium verdünnt. Die Dauer der Inkubation mit dem Apoptose induzierenden 

Kulturmedium unter den üblichen Kulturbedingungen variierte je nach Versuchsablauf und 

ist daher bei den Versuchsbeschreibungen angegeben.  
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2.4.3 Apoptosenachweis  

2.4.3.1 Messung der Cytochrom c Freisetzung 
Ein weiterer messbarer Apoptoseindikator ist die Cytochrom c Freisetzung. Für die Analyse 

wurden dCSM14.1 Neurone auf Deckgläschen in 24-well Platten ausplattiert. Nach erfolg-

reicher Transfektion der Neurone (siehe Kapitel 2.2.2 und Kapitel 2.2.2.1.2) und Einleitung 

der Apoptose durch Behandlung mit Staurosporin (siehe Kapitel 2.4.2) wurde das Medium 

von den Neuronen entfernt und diese mit 4 % PFA fixiert. Danach erfolgte die immuncyto-

chemische Färbung gegen Cytochrom c. Die Neurone wurden dazu zunächst mit 0,1 %Triton 

X-100 in PBS permeabilisiert. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden sie 30 min in 5 % 

NGS (normal goat serum, PAA, Cölbe) bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische 

Bindungen des Antikörpers zu reduzieren. Nach der Überführung der Deckgläschen in eine 

wasserdampf-gesättigte Atmosphäre (feuchte Kammer) wurden diese mit Cytochrom c Anti-

körperlösung (siehe Tabelle 6) bedeckt und für 12 Stunden bei 4°C inkubiert. Nach waschen 

mit PBS erfolgte die einstündige Inkubation mit dem sekundären Antikörper (siehe 

Tabelle 7) bei Raumtemperatur. Nach abermaligem waschen mit PBS wurden die Deck-

gläschen mit DABCO (Fluka, Steinheim) eingedeckt. Alle Proben wurden bei 4°C bis zur 

mikroskopischen Auswertung gelagert.  

Die mikroskopische Auswertung fand an einem inversen Fluoreszenzmikroskop 

(Axiovert200, Zeiss, Göttingen) mittels eines Öl-Objektives (63x, Zeiss, Göttingen) statt. 

Nach der Überprüfung der Expression des transfizierten Plasmids, wurde die Cytochrom c 

Verteilung klassifiziert. Zwei verschiedene Klassen wurden genutzt. Die erste genutzte 

Klasse von Neuronen wies eine in den Mitochondrien lokalisierte Cytochrom c Färbung auf, 

wohingegen die zweite Klasse durch ein diffuses Cytochrom c Verteilungsmuster charakteri-

siert war. Mischformen traten nicht auf. 

2.4.3.2 Studien zur Kernmorphologie 
Die Studien der Kernmorphologie dienten ebenfalls der Beurteilung der Apoptose. Bei 

Apoptose kondensiert Chromatin und es bilden sich Ausstülpungen der Kernmembran, die 

sich als sogenannte „apoptotische Körperchen“ abschnüren. Diese konnten durch fluoreszie-

rende Kernfärbungen mit 4,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI, Sigma, Steinheim) sichtbar 

gemacht werden.  

Die Neurone wurden mit den entsprechenden Substanzen vorbehandelt, deren Auswirkungen 

auf die Apoptose untersucht werden sollte (siehe Kapitel 2.4.1). In allen Versuchen wurde 

im Anschluss das Kulturmedium abgesaugt und die Neurone einmalig mit PBS gewaschen, 
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bevor die Apoptose induziert wurde (siehe Kapitel 2.4.2). Die Inkubationsdauer mit dem 

Apoptose induzierenden Substanzen variierte von 30 min bis zu 12 Stunden und wurde 

durch Austausch des Apoptose induzierenden Kulturmediums gestoppt. Nach einem PBS 

Waschschritt erfolgte die Fixierung der Neurone mit 4 % PFA bei Raumtemperatur, so dass 

die räumliche Ordnung der zellulären Proteine erhalten blieb. Nach abermaligem waschen 

mit PBS wurden die Zellen mit DAPI (2µg/ml) inkubiert. Die auf Deckgläschen gewach-

senen Neurone wurden abermals mit PBS gewaschen, aus den 24 well Platten entnommen 

und mit DABCO eingedeckt. Die Beurteilung der Kernmorphologie erfolgte an einem 

Fluoreszenzmikroskop (Axioplan, Zeiss, Göttingen). Die DAPI-Färbung der Kerne wurde 

mit 358 nm angeregt und bei 461 nm betrachtet. Die Neurone wurden auf Grund der Mor-

phologie ihrer Zellkerne visuell zwei Kategorien (gesund oder pyknotisch/apoptotisch) zu-

geteilt.  

2.4.4 Beurteilung der Mitochondrienmorphologie an fixierten Zellen  
Für die Studien der Mitochondrienmorphologie wurden Neurone transfiziert (siehe Kapitel 

2.2.2) und die Apoptose induziert (siehe Kapitel 2.4.2). Die Dauer der Inkubation mit dem 

Apoptose induzierenden Substanzen variierte wie bei den Studien zur Kernmorphologie 

(siehe Kapitel 2.4.3.2) von 30 min bis zu 12 Stunden, wonach es ausgetauscht wurde. Die 

Neurone wurden einmalig mit PBS gewaschen und mit 4 % PFA 15 min bei Raum-

temperatur fixiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die auf Deckgläser 

gewachsenen Neurone aus den 24 well Platten entnommen und mit DABCO (Fluka, Stein-

heim) eingedeckt. Die Beurteilung der Mitochondrienmorphologie erfolgte mittels eines 

Öl-Objektives (Zeiss 63x) an einem Fluoreszenzmikroskop (Axioplan200, Zeiss, Göttingen). 

Dabei wurden die Neurone nach ihrer vorherrschenden mitochondrialen Morphologie visuell 

in zwei Kategorien (elongiert/tubulär oder fragmentiert/punktförmig) eingeteilt.  

2.4.5 Beurteilung der Mitochondrienmorphologie an lebenden Zellen 
Um ein quantitatives Maß zur Veränderung der Mitochondrienmorphologie zu erhalten, 

wurden Zeitreihenaufnahmen der transfizierten dCSM14.1 Zellen sowie der primären 

Mittelhirnneurone genutzt. Mit dieser Methode war es möglich über eine Zeitspanne von bis 

zu 2,5 Stunden die Dynamik der Mitochondrien zu untersuchen. Hierzu wurden die Neurone 

in Acht-well Platten kultiviert und wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben transfiziert. Durch die 

Verwendung von Acht-well Platten konnten je vier wells parallel unter gleichen experi-

mentellen Bedingungen beobachtet werden. Die Zellen wurden stellenweise wie unter 

Kapitel 2.4.1 beschrieben vorbehandelt. Sofern eine Kotransfektion vorlag, wurde jeweils zu 
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Beginn der Sequenzaufnahmen überprüft, ob die zu filmende Zelle das zu untersuchende 

Protein exprimierte. Die Neuronen wurden in einer auf dem Mikroskoptisch aufgesetzte 

Klimakammer (Zeiss, Göttingen) überführt. Diese erlaubte die Beobachtung der Neurone 

über einen längern Zeitraum hinweg. Die Kulturbedingungen innerhalb der Klimakammer 

entsprachen den ansonsten üblichen Bedingungen mit entweder 39°C und 5 % CO2 für die 

dCSM14.1 Neurone oder 37°C und 5 % CO2 für die primären Mittelhirnneurone. Die Regu-

lation der Beiheizung des Mikroskoptisches erfolgte über einen Temperaturregler (Temp-

Controler 37-2 digital, Zeiss, Göttingen). Ebenso wurde die CO2 Konzentration in der 

Klimakammer reguliert (CTI-Controler 3700 digital, Zeiss, Göttingen). 

Die Zeitreihenaufnahme der Neurone erfolgte meist alle 10 min mit Hilfe eines Ölobjektives 

(63x, Zeiss Göttingen) an einem inversen Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 200, Zeiss). Die 

Gesamtdauer der Zeitreihenaufnahmen betrug maximal 2,5 Stunden. Es wurde nur der 

Fluoreszenzkanal in welchem die Mitochondrien sichtbar waren aufgezeichnet. Nach 30 min 

wurde in das Kulturmedium der Neurone die Apoptose induzierenden Substanzen (siehe 

Kapitel 2.4.2) appliziert.  

Nach Abschluss der Sequenzaufnahmen wurde in jedem aufgenommenen Bild die Länge 

von 10 Mitochondrien vermessen (Software Axiovison, Zeiss, Göttingen). Die Auswahl der 

Mitochondrien erfolgte stochastisch gleichverteilt über das gesamte Zytoplasma der zu ana-

lysierenden Zelle. Die Auswahl variierte von Sequenz zu Sequenz, so dass nicht in jedem 

Bild die Länge des gleichen Mitochondriums vermessen wurde, was meist wegen der starken 

Veränderung der Mitochondrien generell nicht möglich war. 

Um sicherzustellen, das die morphologische Veränderung der Mitochondrien nicht auf die 

Inkubation der Neurone in der Klimakammer oder anderen Faktoren zurückzuführen sind, 

wurden Kontrollaufnahmen durchgeführt. In diesen wurde auf die Applikation der Apoptose 

induzierenden Substanz verzichtet (siehe Abbildung 12). Auch in der Kontrollbedingung 

zeigt sich eine schwache Längenreduktion der Mitochondrien, was vermutlich auf die nicht 

optimalen Kulturbedingungen in der Messkammer zurückzuführen ist. Um diesen Effekt aus 

den Messungen zu eliminieren wurde die Mitochondrienlänge auf die Veränderungen der 

Kontrollzellen normiert.  

Um die zeitliche Entwicklung der Mitochondrienlänge zu charakterisieren, wurde versucht, 

sie durch einen exponentiellen Zerfall zu beschreiben. Zunächst wurde die durchschnittliche 

Mitochondrienlänge vor Apoptoseinduktion auf eins normiert, so dass alle Messkurven ver-

gleichbar sind. Als Ausgleichsfunktion wurde die Exponentialfunktion: 

mit L = rel. Mitochondrienlänge, L∞ = Endlänge der Mitochondrien, ∞
−

∞ +−= LeLL tλ)1(
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λ  = Zerfallskonstante verwendet, diese Funktion beschreibt einen Zerfall vom 

Ausgangswert 1 auf L∞. Die beiden Parameter der Exponentialfunktion (L∞ und λ) wurden 

so gewählt, dass die Summe der Abstandquadraten zu den Messwerten minimal wurde 

(Matlab). Die Exponentialfunktion nähert so optimal die Daten an und der Parameter L∞ 

nähert die vermutliche Endlänge der Mitochondrien an (nach langer Inkubation), während 

λ die Zerfallsgeschwindigkeit (bei Inkubationsstart) beschreibt. Anstelle der 

Zerfallskonstante wird meist die Zeit angegeben in der sich die Mitochondrienlänge halbiert 

(Halbwertszeit λτ
∞

∞

−
−

=
L

L
5,0

1ln
2

1 ), diese Angabe ist allerdings nur möglich, wenn die 

Mitochondrien in der jeweiligen Versuchsbedingung tatsächlich ihre durchschnittliche Länge 

mindestens halbieren.  

Die einzelnen Bildaufnahmen wurden zu kleinen Filmsequenzen zusammengefügt (Matlab 

6.5, eigenes Skript), um die Dynamik der Veränderung zu untersuchen. 
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Abbildung 12: Kontrollmessung. 

Dargestellt ist die Mitochondrienlänge (Ordinate) in Abhängigkeit von der Aufnahmedauer (Abszisse). Die 
Messwerte und Standardfehler ermitteln sich aus der Vermessung von je zehn Mitochondrien dreier einzelner 
dCSM14.1 Neurone. Die Mitochondrien waren durch pDsRed2-Mito Transfektion markiert.  
Im Zeitverlauf ist eine geringfügige Längenreduktion der Mitochondrien erkennbar, die durch die nicht opti-
malen Inkubationsbedingungen erklärbar ist. Der Zerfall ist in dem betrachteten Zeitinterfall annähernd linear, 
die Regressionsgerade fällt mit 0,13 % je Minute (r2 = 0,6). Alle durchgeführten Messungen wurden auf diese 
Vergleichswerte normiert.  

2.4.6 Zytoskelettstudien 
Zur Bestimmung des Einflusses des Zytoskeletts auf die mitochondrialen Zerteilungs-

vorgänge und die Apoptose dienten Studien zur Mitochondrien- und Kernmorphologie unter 

Ausschaltung des Zytoskeletts (siehe Kapitel 2.4.3.2 und 2.4.4). Die dCSM14.1 Neurone 

wurden auf Deckgläschen kultiviert, transfiziert (siehe Kapitel 2.2.2) und die Überexpression 
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der Proteine wurde mittels  Fluoreszenzmikroskopie sichergestellt. Danach wurden die 

Zellen wie in Kapitel 2.4.1 beschrieben mit Cytochalasin D oder Nocodazol behandelt.  

Um die Zerstörung des Zytoskeletts beurteilen zu können, wurde das Aktinzytoskelett 

mittels der hochspezifischen Bindung von Phalloidin (Molecular Probes, Karlsruhe) einem 

primär aus Amanita phalloides isoliertem Peptidtoxin an Aktin angefärbt. Im Gegensatz zur 

Visualisierung des Aktins erfolgt die Detektion der Mikrotubuli mit spezifischen Anti-

körpern. Die Färbung erfolgte wie unter Kapitel 2.4.3.1 beschrieben.  

Die Dokumentation des zerstörten Aktin- bzw. Tubulinzytoskeletts erfolgte mit Hilfe eines 

Fluoreszenzmikroskops (Axioplan200, Zeiss, Göttingen). Das Excitations-/Emissions-

maximum von Alexa-Fluor-488-konjugiertem Phalloidin beträgt 495/519 nm. 
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2.5 Medien und Puffer 
Die verwendeten Feinchemikalien und Lösungsmittel wurden, wenn im Text nicht anders 

angegeben, im Reinheitsgrad "zur Analyse" oder reiner Qualität von den Firmen Biometra 

(Göttingen), Boehringer (Mannheim), Merck (Darmstadt), Gibco BRL (Eggenstein) oder 

Sigma (Steinheim) bezogen. 

2.5.1 Medien für Bakterien 
Alle Medien für die Arbeiten mit Bakterien wurden autoklaviert. 

 

LB-Medium (Luria-Bertani):  10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl 

LB-Platte:  LB-Medium, 2 % (m/v) Agar 

SOC-Medium: 20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 10 mM 

MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM Glucose 

Einfrierlösung:  15 % Glycerin, 50 mM CaCl2 versetzt 

2.5.2 Medien für CSM14.1 Neurone  
Kulturmedium: DMEM (Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium, PAA, 

Cölbe), 10 % (v/v) FCS, 5000 U/ml Penicillin/ 5000 µg/ml 

Streptomycin 

Einfrier-Medium: 10 % DMSO in FCS 

2.5.3 Medien für primäre Mittelhirnneurone 
Mittelhirn-Kulturmedium: DMEM F12, 2,5 g/l BSA, 2 mM α-Glutamin, 0,9 % Glucose, 

5 mg/l Insulin, 1 % (w/v) N1, 5000 U/ml Penicillin/ 

5000 µg/ml Streptomycin, 5 % (v/v) DMEM-F12 ohne 

Glutamin 

CMF-Medium: 90 % (v/v) destilliertes Wasser, 10 %(v/v) HBSS 

2.5.4 Puffer 
Coomassie-Färbelösung: 0,1 % (w/v) Coomassie Brillant Blue G250, 2 % (w/v) ortho-

Phosphosäure, 10 %(w/v) Ammoniumsulfat, 20 %(v/v) 

Methanol 

Elektrophorese-Puffer: 25 mM Tris, 0,2 mM Glycin, 0,1 % (v/v) SDS 

Fixierungs-Lösung: 40 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsäure 
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Kinase-Puffer: 0,5 mM DTT, 5 mM MgCl2, 25 mM Hepes (pH 7,0), 0,5 µM 

ATP 

Lyse-Puffer:  1 % (v/v) Triton-X, 50 mM Tris HCl, 150 mM NaCl, 5 mM 

EDTA, 10 mM NaF, 2,5 mM Na2PP, 1 mM NaOV, 1 mM 

PMSF, 1 mM DTT, 1 x Protease Inhibitor  

PBS:   137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM 

KH2PO4 

Sammelgel-Puffer: 0,5 M Tris (pH 6,8), 0,4 % (m/v) SDS 

SDS-Probenpuffer: 2 % (m/v) SDS, 60 mM Tris (pH 6,8), 10 % (v/v) Glyzerin, 

5 % (v/v) ß-Mercaptoethanol, 0,02 % (m/v) Bromphenolblau 

TAT-BcLxl- Puffer: 10 mM Tris (pH 10), 50 % (v/v) Glycerol, 0,1 mM EDTA, 

0,1 % (v/v) pluronic, 0,02 % Tween-80 

TBS-T-Puffer: 10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1 % (v/v) Tween20 

Transfer-Puffer: 2,5 mM Tris, 19 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol 

Trenngel-Puffer: 1,5 mM Tris (pH 8,8), 0,4 % (m/v) SDS 

2.5.5 Antikörper  
Primärantikörper Spezies (Hersteller) Arbeitskonzentration

Cytochrom c Maus (BD)  1:1000 

ß-Tubulin Maus (Sigma) 1:250 

CDK5 (C-8) Kaninchen (Santa Cruz) 1:500 

p35 (C-19) Kaninchen (Santa Cruz) 1:1000 

Drp1 Maus (BD) 1:1000 

Tabelle 6: Verwendete Primärantikörper. 

 
Sekundärantikörper gekoppelt an Spezies (Hersteller) Arbeitskonzentration 

CyTM3 ZiegeαKaninchen (Dianova) 1:1000 

CyTM3 ZiegeαMaus (Dianova) 1:1000 

HRP ZiegeαMaus (Santa Cruz) 1:2000 

HRP ZiegeαKaninchen (Santa Cruz) 1:2000 

Tabelle 7: Verwendete Sekundärantikörper. 
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3 Ergebnisse 
Mitochondrien sind hochdynamische Organellen, die einer ständigen Zerteilung und Ver-

schmelzung unterliegen. Auf innere und äußere Signale ihrer Umwelt können sie mit mor-

phologischen Veränderungen reagieren. Während der Apoptose verlagert sich das Gleich-

gewicht aus Zerteilungs- und Verschmelzungsraten stark zur Zerteilung (Bossy-Wetzel et al. 

2003). Der Zusammenhang zwischen vermehrter mitochondrialer Zerteilung und der Apop-

tose ist bis zum heutigen Zeitpunkt nicht gänzlich aufgeklärt. So sind nur wenige Faktoren 

bekannt, die den Prozess der mitochondrialen Zerteilung regulieren (siehe Kapitel 1.1.5.1).  

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zur Aufklärung der Zusammenhänge zwischen 

vermehrter mitochondrialer Zerteilung, den daran beteiligten Proteinen und der Apoptose 

liefern.  

3.1 dCSM14.1 Neurone 
Die grundlegenden Untersuchungen zur Mitochondrienmorphologie fanden an Kulturen 

dopaminerger Neurone (dCSM14.1) statt. Zur Visualisierung der Morphologie müssen die 

Mitochondrien der Neurone markiert werden. Zunächst wurde versucht einen spezifischen 

mitochondrialen Farbstoff (MitoTrackerTMorange) zu verwenden. Die Markierung erwies 

sich jedoch als zu unspezifisch, da auch nicht mitochondriale Membranen stark angefärbt 

wurden. Gute mitochondriale Markierungen wurden dagegen durch transiente Transfek-

tionen mit pDsRed2-Mito (siehe Kapitel 2.2.2.1) erzielt. Sie resultierten in einer hochspezi-

fischen stark fluoreszierenden mitochondrialen Markierung.  

Alle in der vorliegenden Arbeit dargestellten Experimente nutzten transiente Transfektionen 

mit pDsRed2-Mito, um die Morphologie der Mitochondrien zu untersuchen.  

Apoptoseinduktion erfolgte durch die Applikation verschiedener Apoptose induzierender 

Substanzen (siehe Kapitel 2.4.2). Verwendet wurden Staurosporin, ein Proteinkinase Inhibi-

tor, der mit der ATP Bindungsstelle der Proteinkinasen interagiert (Tamaoki et al. 1986), 

MPP+ der aktive Metabolit des Neurotoxins MPTP, welches spezifisch in dopaminergen 

Neuronen die mitochondrialen Atmungskettenenzyme schädigt und daher bei in vivo 

Parkinson Modellen zum Einsatz kommt (Meuer et al. 2006). Ebenso ein Calciumionophor 

(A23187), das eine erhöhte Calciumkonzentration im Zytoplasma herbei führt (Abbott et al. 

1979). Alle drei Substanzen induzieren den intrinsischen Apoptoseweg (siehe Abbildung 2). 
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3.1.1 Mitochondrienmorphologie während der Apoptose 
In nicht apoptotischen Neuronen besitzen die Mitochondrien eine elongierte Form (siehe 

Abbildung 13). Wird jedoch durch Staurosporinbehandlung Apoptose induziert, zeigen sich 

die Mitochondrien als kleine runde Strukturen, die vermehrt um den Zellkern lokalisiert sind 

(siehe Abbildung 13). Die Morphologie der Mitochondrien verändert sich während der 

Apoptose stark, das ansonsten vorherrschende Gleichgewicht aus Verschmelzung- und Zer-

teilungsvorgängen ist gestört. Die schnelle Veränderung der mitochondrialen Morphologie 

nach Apoptoseinduktion wurde vermutlich durch eine erhöhte Zerteilungsrate der Mito-

chondrien verursacht (siehe Abbildung 14). In vielen Einzelfällen konnten Zerteilungen der 

Mitochondrien beobachtet werden, wobei die Dauer eines Zerteilungsvorganges unter einer 

Minute (minimaler Bildabstand) liegt. 

 

Abbildung 13: Neuronen mit und ohne Staurosporinbehandlung. 

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Mitochondrien von zwei pDsRed2-Mito transfizier-
ten dCSM14.1 Neuronen.  
Die Mitochondrien der unbehandelten Zelle (links) besitzen eine elongierte Form. Die durchschnittliche Länge 
der Mitochondrien betrug 4,9 µm ± 1,1 µm (siehe Abbildung 21). Nach zweistündiger Behandlung mit 1µM 
Apoptoseinduktor Staurosporin (rechts) sind die Mitochondrien von kleiner runder Form und häufig vermehrt 
um den Zellkern lokalisiert. Es sind kaum noch Fortsätze erkennbar. 

 

Abbildung 14: Mitochondriale Fragmentation bei Apoptose. 

Die dargestellten Mitochondrien eines mit 1µM Staurosporin behandelten dCSM14.1 Neurons wurden in 
1 Minuten Abständen (von links) beginnend abgelichtet. Sie sind durch Transfektion mit pDsRed2-Mito 
markiert. 
Das Mitochondrium oben rechts teilt sich in drei Fragmente, die Zerteilungspositionen sind durch weiße Pfeile 
hervorgehoben. 
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3.1.2 Dynamik der mitochondrialen Zerteilung 
Die morphologische Veränderung der Mitochondrien während der Apoptose ist ein 

dynamischer Prozess, der in Zeitreihenaufnahmen von Neuronen (siehe Kapitel 2.4.5) ana-

lysiert wurde. Die Methode der Zeitreihenaufnahme ermöglicht es in einzelnen lebenden 

Zellen Vorgänge wie die mitochondriale Formveränderung während der Apoptose direkt 

über einen längeren Zeitraum zu untersuchen.  

Nach Apoptoseinduktion setzten morphologische Veränderungen der Mitochondrien ein, die 

immer alle Mitochondrien einer Zelle betrafen (siehe Abbildung 15). Die Mitochondrien ver-

änderten ihre Morphologie von einer elongierten zu einer fragmentierten Form. Ungefähr 

eine Stunde nach Apoptoseinduktion wurden ausschließlich Mitochondrien von kleiner 

runder Form gefunden (siehe Abbildung 15). 

    

MPP+ Inkubation:  

 0 min 30 min 60 min   90 min 

Abbildung 15: Morphologische Veränderung der Mitochondrien während der Apoptose.  

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Mitochondrien einer pDsRed2-Mito transfizierten 
dCSM14.1 Zelle. Die Zeitangaben geben die Beobachtungsdauer einer Zeitreihenaufnahme (siehe Kapitel 2.4.5) 
wieder. Nach der ersten Aufnahme (Zeitpunkt 0) wurde durch Zugabe von 1 mM MPP+  Apoptose induziert. 
Das linke Bild zeigt Mitochondrien (unbehandelt) mit einer elongierten Morphologie. Schon nach halb stündiger 
Inkubation mit MPP+ ändern die Mitochondrien ihre Morphologie von einer elongierten zu einer fragmentierten 
Form. Nach 90 min MPP+ Inkubation sind alle Mitochondrien des Neurons kleine runde Strukturen. 
Das Zellvolumen, in dem sich die Mitochondrien verteilen verringert sich im Verlauf der MPP+ Inkubation, so 
dass sich die Mitochondrienfragmente zum Zellkern hin verlagern (rechts). 
 

Da die morphologischen Veränderungen der Mitochondrien während der Apoptose durch 

Fragmentation dominiert waren, konnte die Mitochondrienlänge als Parameter für die 

Formveränderung genutzt werden. Direkt nach der Apoptoseinduktion setzte eine Abnahme 

der durchschnittlichen mitochondrialen Länge ein (siehe Abbildung 16). Der Abfall ähnelt 

einem exponentiellen Zeitverlauf, dies deutet darauf hin, dass alle Mitochondrien einer kon-

stanten Zerfallswahrscheinlichkeit unterliegen.  
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Bedingung Lend

[%]
τ1/2

[min] r2

STS 32,6% 21,3 0,954
A23187 16,1% 22,4 0,969
MPP+ 30,3% 26,3 0,968  

Abbildung 16: Reduktion der mitochondrialen Länge nach Apoptoseinduktion.  

Dargestellt ist die durchschnittliche Mitochondrienlänge in Abhängigkeit von der Inkubationsdauer Apoptose 
induzierender Substanzen. Auf der Abszisse ist die Messdauer aufgetragen. Zum Zeitpunkt 0 wurde die Apop-
tose induzierende Substanz (rot: 1 µM Staurosporin (STS), blau: 100 nM A23187 oder grün: 1 mM MPP+) 
appliziert. Die Mitochondrien waren durch pDsRed2-Mito Transfektion markiert. Die Messwerte und Standard-
fehler ermitteln sich aus der Vermessung von je zehn Mitochondrien aus je drei einzelnen dCSM14.1 Neuronen. 
Die Messwerte wurden auf die entsprechende Längenmessung einer Kontrollgruppe ohne Apoptoseinduktion 
normiert (siehe Abbildung 12). Neben den Messpunkten ist in gleicher Farbe eine exponentielle Ausgleichs-
kurve dargestellt (durchgezogene Linie, siehe Kapitel 2.4.5). Die optimierten Parameter (τ1/2 : Halbwertszeit in 
Minuten und Lend: relative Endlänge, r2: Regressionskoeffizient) aller Ausgleichskurven sind der rechts darge-
stellten Tabelle zu entnehmen. 
Nach Zugabe der Apoptose induzierenden Substanz ist eine Verkürzung der Mitochondrienlänge sichtbar. Dieser 
Effekt ist unabhängig von der Apoptose induzierenden Substanz. Alle Regressionskoeffizienten sind größer als 
0,95 (siehe Tabelle), daher kann hier ein Zerfallsprozess angenommen werden. Die Zerfallsgeschwindigkeiten 
haben bei allen Apoptose induzierenden Substanzen die gleiche Größenordnung. In dCSM 14.1 Neuronen liegt 
die Halbwertszeit der mitochondrialen Fragmentation während der Apoptose somit durchschnittlich bei 23 min. 
Dies deutet daraufhin, dass die Geschwindigkeit der mitochondrialen Fragmentation während der Apoptose nicht 
von der Apoptose induzierenden Substanz abhängt, sondern einmal induziert mit konstanter Geschwindigkeit 
abläuft. 

3.1.3 Bedeutung von Fis1 und Drp1 in der neuronalen Apoptose 

3.1.3.1 Regulation der mitochondrialen Morphologie 
Die Mechanismen der mitochondrialen Zerteilung während der neuronalen Apoptose sind 

weitgehend unbekannt und in den hier verwendeten neuronalen Zellen noch nicht untersucht. 

Daher wurde zunächst die Funktion der Drp1 und Fis1 Proteine (siehe Kapitel 1.1.5.1), die 

bekanntermaßen die mitochondriale Fragmentation ausführen, in dopaminergen Neuronen 

untersucht.  

51 



Ergebnisse 

 

 

Abbildung 17: Fis1 und Mitochondrien. 

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer pDsRed2-mito (links) und Fis1-GFP (Mitte) 
kotransfizierten dCSM14.1 Zelle. Die Mitochondrien waren durch Transfektion mit pDsRed2-mito markiert, die  
Überexpression von Fis1 resultiert in einer kolokalisierten Markierung nach Doppeltransfektion (rechts). Fis1 ist 
spezifisch in den Mitochondrien lokalisiert. Die Mitochondrien sind teilweise deutlich vergrößert und weisen 
eine alternierende gelb/grün Streifung auf.  
 

Abbildung 18: Fis1 Überexprimierung.  

Abgebildet sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Fis1-GFP transfizierten dCSM14.1 Zellen. Rechts 
ist eine Detailvergrößerung des mittlern Bildes (weißer Rahmen) dargestellt. Im Gegensatz zu diesem Neuron 
(Fluoreszenzmikroskopie) wurde das Neuron in Bild links durch konfokale Lasermikroskopie abgetastet.  
Fis1 ist in den Mitochondrien lokalisiert, dies zeigen auch obige Abbildungen. Bei Überexpression von Fis1 
bilden sich komplexe Mitochondrien, die vorwiegend um den Zellkern angeordnet sind (Mitte). Diese Komplexe 
besitzen einen deutlich größeren Durchmesser als unbehandelte Mitochondrien. In ihren Proportionen sind sie 
gestaucht. Die Struktur dieser mitochondrialen Gebilde weist eine auffällige Querstreifung auf, die auf umlau-
fende Fis1-Ringe hindeutet. Neben diesen anomalen Mitochondrien existieren auch wenige elongierte Mito-
chondrien in der Zelle. Diese scheinen in ihrer Morphologie den Mitochondrien nicht apoptotischer Zellen zu 
ähneln.  
 

Fis1 ist ein mitochondriales Transmembranprotein (siehe Kapitel 1.1.5.1), die Transfek-

tionen mit Fis1-GFP resultieren in einer spezifischen Markierung der Mitochondrien (siehe 

Abbildung 17). Nach Überexpression von Fis1 besitzen die Mitochondrien eine abnormale 

Form und Lokalisation (siehe Abbildung 18). Fis1 ist an der Formgestaltung der Mitochond-

rien in dopaminergen Zellen beteiligt, es verändert die mitochondriale Morphologie bereits 

ohne Apoptose Induktion wesentlich. Es bilden sich größere Konglomerate, die mit umlau-

fenden Fis1 Ringen (Streifen) ausgestattet sind (siehe Abbildung 18). Die Anomalie ist nicht 

identisch mit den ansonsten während der Apoptose stattfindenden Veränderungen der 

Mitochondrien. Es kommt nicht zu einer typischen Fragmentation und die Zellen begeben 

sich durch die abnormalen Mitochondrien nicht in die Apoptose (siehe Abbildung 29). Diese 
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Konglomerate zeigten sich lediglich nach Fis1 Überexpression und nie im physiologisch 

unmodifizierten Zustand bzw. während der Apoptose.  

 

Abbildung 19: Endogen exprimiertes Drp1. 

Dargestellt ist eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer dCSM14.1 Zelle. Drp1 wurde immunzyto-
chemisch angefärbt, der Sekundärantikörper ist Cy3 markiert (siehe Tabelle 7).  
Drp1 ist endogen im Zytoplasma vorhanden (weiße, punktförmige Strukturen), wobei das Protein nicht frei im 
Zytoplasma diffundiert. Es ist in kleinen spezifischen Einheiten organisiert, die im gesamten Zytoplasma vor-
handen sind. Es ist unklar was die Ursache dieser Verteilung ist und ob die Einheiten an zelluläre Strukturen 
gekoppelt sind.  
 

       

Abbildung 20: Drp1 Lokalisation. 

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von dCSM14.1 Zellen ohne (links) und mit zwei-
stündiger Staurosporinbehandlung (1µM, rechts). Die Mitochondrien sind durch Transfektion mit mt-GFP (grün) 
markiert. Endogenes Drp1 wurde immunzytochemisch angefärbt, der Sekundärantikörper ist Cy3 (rot) markiert.  
In nicht apoptotischen Zellen (links) ist das endogene Drp1 im Zytoplasma lokalisiert und es scheint selten 
Kolokalisation mit Mitochondrien zu geben. Während der Apoptose (rechts) ist hingegen häufig Kolokalisation 
mit Mitochondrien beobachtbar. Dies betrifft insbesondere die meist noch geringer fragmentierten Mitochond-
rien in der Zellperipherie. Häufig ist keine Überlagerung, sondern eine direkte Nachbarschaft zu beobachten 
(siehe Detailvergrößerung). 
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Durch immunzytochemische Färbung konnte gezeigt werden, dass dCSM14.1 Neurone Drp1 

endogen exprimieren und dieses nicht diffus im Zytoplasma vorliegt, sondern in engbe-

grenzten Strukturen (siehe Abbildung 19). Da Drp1 räumlich von Fis1 und den Mitochond-

rien separiert ist, muss es über noch unbekannte Mechanismen während der Apoptose zu den 

Mitochondrien transportiert werden (siehe Abbildung 20 und Abbildung 32), um dort mit 

Fis1 einen an ein Mitochondrium gekoppelten Komplex zu bilden, der die Zerteilung des 

Mitochondriums verursacht (siehe Kapitel 1.1.5.1). 
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Abbildung 21: Durchschnittliche Mitochondrienlänge. 

Dargestellt ist die Mitochondrienlänge (Ordinate) in Abhängigkeit von verschiedenen überexprimierenden 
Plasmiden (Abszisse). Die Messwerte und Standardfehler ermitteln sich aus der Vermessung von je zehn Mito-
chondrien fünf einzelner fixierter dCSM14.1 Neurone. Die Mitochondrien waren durch pDsRed2-Mito Trans-
fektion markiert (Kontrolle), zusätzlich exprimierten die Neurone Drp1, Drp1K38A oder CDK5N144. 
Nach der Markierungstransfektion wurde die durchschnittlich Länge der Mitochondrien zu 4,9 µm ± 1,1 µm 
bestimmt, auf eine Aussage bezüglich des Mitochondriendurchmessers wird bewusst verzichtet, da diese Größe 
nahe an der Auflösungsgrenze eines Lichtmikroskops lag. Die durchschnittliche Länge der Mitochondrien wird 
im Vergleich zur Kontrolle nicht durch Überexpression von Drp1 oder Drp1K38A signifikant beeinflusst, sie lag 
weiter bei 5,1 µm ± 1,1 µm bzw. 5,0 µm ± 1,0 µm. Die Überexpression von CDK5N144 führt zu geringfügig 
kürzeren Mitochondrien mit einer Länge von 4,5 µm ± 0,4 µm.  
 

Die Überexpression von Drp1 übt im Gegensatz zu der Fis1 Überexpression keine ersicht-

liche Wirkung auf die Mitochondrien aus. Die Mitochondrien zeigen annähernd die gleiche 

elongierte Form und Länge (siehe Abbildung 21). Wenn Drp1 für die mitochondriale Zertei-

lung notwendig ist, sind weitere Faktoren oder Proteine während der Apoptose notwendig, 

um die Zerteilung der Mitochondrien zu veranlassen. Drp1 müsste zunächst aktiviert 

und/oder zu den Mitochondrien transportiert werden. Auch während der Apoptose gab es 

keine signifikant unterschiedliche Reduktion der durchschnittlichen Mitochondrienlänge in 

Kontrollzellen und Drp1 überexprimierenden Zellen (siehe Abbildung 22). Die 

mitochondrialen Zerfallsgeschwindigkeiten der Kontrollzellen und Drp1 überexprimierenden 
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Zellen wiesen unabhängig von der Apoptose induzierenden Substanz keine bedeutsamen 

Abweichungen auf.  

Ebenso zeigen die Mitochondrien wenig Veränderungen bei Hemmung des Drp1 Proteins 

(siehe Abbildung 21). Hierzu wurde die Drp1 Funktionalität durch Überexpression der 

dominant negativen Mutante Drp1K38A (siehe Tabelle 3) gehemmt. Dominant negative 

Mutanten werden in der Zelle exprimiert und nehmen die Position des nicht mutierten 

Proteins ein, sind jedoch durch die Mutation nicht mehr funktionsfähig. Drp1K38A kann auf 

Grund der Punktmutation in der GTPase Domäne kein GTP mehr binden.  

 

 

Bedingung Lend

[%]
τ1/2

[min] r2

STS 32,6% 21,3 0,954

Drp1+STS 25,8% 16,3 0,984

A23187 16,1% 22,4 0,969

Drp+A23187 30,0% 24,0 0,978
MPP+ 30,3% 26,3 0,968
Drp1+MPP+ 21,8% 11,7 0,982

Abbildung 22: Drp1 und mitochondriale Fragmentation.  

Dargestellt ist die durchschnittliche Mitochondrienlänge in Abhängigkeit von der Inkubationsdauer Apoptose 
induzierender Substanzen. Auf der Abszisse ist die Messdauer aufgetragen, zum Zeitpunkt 0 wurde die Apoptose 
induzierende Substanz (rot/magenta: STS, blau/cyan: A23187 oder grün/schwarz: MPP+) appliziert. Weitere 
Erläuterungen zur Darstellung siehe Abbildung 16. Die mit Standardfehler eingezeichneten Messpunkte 
(magenta, cyan und schwarz) wurden an Neuronen ermittelt die mit Drp1 transient kotransfiziert waren. Die 
gleichfarbigen gestrichelten Linien geben den angenäherten Zeitverlauf dieser Messungen wieder, während die 
durchgezogenen Linien als Vergleich die genäherte Reaktion auf den Apoptose Stimulus allein wiedergeben 
(vergleiche Abbildung 16).  
Die Überexpression von Drp1 (gestrichelt) beeinflusst unabhängig vom Apoptosestimulus die Verkürzung der 
Mitochondrien nur unwesentlich. Die Messwerte zeigen wiederum einen annähernd exponentiellen Zerfall 
(Regressionskoeffizienten > 0,95, siehe Tabelle) auf ca. ein fünftel ihrer Ursprungslänge, die Halbwertszeiten 
fallen bei Drp1 Überexpression tendenziell (MPP+ und STS) geringfügig kürzer aus. 
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Die Überexpression von Drp1K38A zeigte jedoch einen beachtenswerten Effekt auf die Mor-

phologie der Mitochondrien während der Apoptose (siehe Abbildung 23). Sie führte zur 

einer Verzögerung der mitochondrialen Fragmentation (siehe Abbildung 24). Der Effekt der 

Hemmung ist unabhängig von der Apoptoseinduktion.  

 

Abbildung 23: Drp1k38A Überexpression und mitochondriale Fragmentation. 

Abgebildet sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zweier dCSM14.1 Neurone. Die Mitochondrien sind 
durch pDsRed2-Mito Transfektion markiert, zusätzlich exprimierten die Zellen Drp1K38A.  
Unbehandelt (links) besitzen die Mitochondrien eine elongierte Form. Nach zweistündiger Behandlung mit 1µM 
Staurosporin (STS, rechts) zeigen die Mitochondrien trotz der Apoptoseinduktion eine elongierte Form und 
gleichen somit den Mitochondrien der unbehandelten Zelle. Die üblichen apoptotischen Merkmale treten nur 
abgeschwächt in Erscheinung (vergleiche mit Abbildung 13 nach Staurosporinbehandlung). 
 

Die bisher vorgestellten Daten basieren auf Zeitreihenaufnahmen, bei denen maximal vier 

Neurone parallel ausgewertet werden konnten. Somit war es möglich, das zeitliche Verhalten 

einzelner Zellen nicht jedoch die mittlere Reaktion einer großen Neuronenpopulation der 

selben Transfektionsreihe zu bestimmen. Ein weiterer Nachteil der Zeitreihenaufnahme ist 

die relativ kurze Beobachtungsdauer der Neurone, bedingt durch nicht optimale 

Bedingungen in der Klimakammer (siehe Kapitel 2.4.5). Daher wurden Untersuchungen zu 

Drp1 und Fis1 auch an fixierten dCSM14.1 Zellen ausgewertet. Mit diesen Messungen ist es 

möglich große Neuronenpopulationen unter gleichen Versuchsbedingungen zu bewerten, 

allerdings können zeitliche Veränderungen einzelner Mitochondrien nicht untersucht 

werden.  

Bei der Klassifizierung der Neurone mit fragmentierten Mitochondrien ist auffällig, dass 

bereits ohne Apoptoseinduktion ein nennenswerter Anteil an Neuronen fragmentierte Mito-

chondrien zeigt (siehe Abbildung 25). Dies ist vermutlich auf die leichte Toxizität der Trans-

fektion bzw. die weitere Behandlung der Zellen bedingt, könnte aber auch das normale 
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Gleichgewicht von Zerteilung und Verschmelzung wiederspiegeln. Überexpression von Fis1 

führt, wie bereits erläutert, zu einem hohen Anteil abnormaler Mitochondrien.  

 

 

Bedingung
Lend

[%]
τ1/2

[min] r2

Drp1+STS 25,8% 16,3 0,984

Drp+A23187 30,0% 24,0 0,978
Drp1+MPP+ 21,8% 11,7 0,982

Drp1K38A+STS 45,5% 118 0,918

Drp1K38A+A23187 0,0% 243 0,663

Drp1K38A+MPP+ 0,2% 1707 0,187

Abbildung 24: Drp1K38A verzögert die mitochondriale Fragmentation innerhalb der Apoptose. 

Dargestellt ist die durchschnittliche Mitochondrienlänge in Abhängigkeit von der Inkubationsdauer Apoptose 
induzierender Substanzen, zur genaueren Erläuterung siehe Abbildung 16. Die Messpunkte geben mit Standard-
fehlern die mittlere Mitochondrienlänge in Drp1K38A transfizierten Neuronen unter Einwirkung unterschiedlicher 
Apoptose induzierender Substanzen (magenta, cyan, schwarz, siehe Legende) an. Die Linien geben die ange-
näherten Zerfallskurven der Messwerte bzw. Vergleichsmessungen an Drp1 transfizierten Neuronen (aus 
Abbildung 22) wieder.  
Bei Überexpression von Drp1K38A zeigen die Mitochondrien keinen deutlichen exponentiellen Zerfall (kleinere r2 
Werte in der Tabelle). Im Vergleich zu den Messungen mit Überexpression von Drp1 (durchgezogen) wird 
unabhängig vom Apoptosestimulus die Verkürzung der Mitochondrien durch Überexpression von Drp1K38A 
deutlich verzögert (gestrichelt). Halbwertszeiten erreichen selbst bei STS Behandlung mehr als 118 min. Die 
Mitochondrien bleiben länger.  
 

Es bestätigte sich, dass die Formveränderung der Mitochondrien durch Apoptoseinduktion 

unmittelbar einsetzt. Der Anteil an Neuronen mit fragmentierten Mitochondrien nimmt 

generell mit andauernder Staurosporininkubation zu. Ebenso ließ sich bestätigen, dass die 

Formveränderung der Mitochondrien unabhängig vom Drp1 Expressionslevel ist, die 

Hemmung von Drp1 durch Drp1K38A Überexpression jedoch zu einer Verminderung der 

mitochondrialen Fragmentation führt. Es scheint hierbei nicht nur eine verminderte 

Zerfallsgeschwindigkeit vorzuliegen, sondern Drp1K38A konnte die Mitochondrien dauerhaft 

vor Fragmentation schützen. Dies zeigt, dass Drp1 für den Ablauf der mitochondrialen 
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Zerteilung während der Apoptose notwendig, aber für die Induktion der Teilung nicht 

ausreichend ist. 
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Abbildung 25: Beeinflussung der mitochondrialen Fragmentation durch die bekannten Fissionsproteine. 

Die Anzahl der Neurone mit fragmentierten Mitochondrien (Abszisse) wurde nach unterschiedlichen 
Inkubationsdauern (Ordinate) mit 1µM Staurosporin durch Klassifizierung von 384 Neuronen (100 %) aus drei 
unabhängigen fixierten Kulturen für jeden Messpunkt ermittelt. Die Mitochondrien aller Neurone waren durch 
pDsRed2-Mito Transfektion markiert. Außer der Kontrollbedingung (hellgrau) wurden Kotransfektionen mit 
Fis1 (weiß), Drp1 (dunkelgrau) und Drp1K38A (schwarz) untersucht.  
Im Verlauf der Apoptose induzierenden Staurosporininkubation nimmt der Anteil der Kontrollneurone mit 
fragmentierten Mitochondrien zu. Bei Überexpression von Fis1 besitzen die Mitochondrien eine abnormale 
Form (siehe Abbildung 18) und werden als fragmentiert gewertet, so dass nahezu alle Zellen bereits ohne Apop-
toseinduktion fragmentierte Mitochondrien aufweisen (weiße Balken), wodurch allerdings nicht der program-
mierte Zelltod eintritt (Abbildung 29). Die Überexpression von Drp1 führt dagegen nicht zu einer signifikanten 
Veränderung in Relation zur Kontrolle. Die Hemmung der Drp1 Aktivität durch Expression von Drp1K38A zeigt 
allerdings eine signifikant verminderte Fragmentation der Mitochondrien (Zeitverläufe durch Linien her-
vorgehoben, *: p<0,05, studentischer t-Test). Es scheint sich ein dauerhafter Schutz in 53 % der Neurone gegen 
mitochondriale Fragmentation einzustellen. 

3.1.3.2 Einfluss von Drp1 und Fis1 auf den neuronalen Zelltod 
Es ist bekannt, dass die mitochondriale Fragmentation während des Apoptoseprozesses statt-

findet (Bossy-Wetzel et al. 2003), so wie es in den vorangehenden Experimenten beschrie-

ben wurde. Es ist jedoch ungeklärt in welchem Zusammenhang die mitochondriale Frag-

mentation zur Apoptosekaskade steht. Insbesondere ist nicht bekannt, ob bei Apoptose die 

Mitochondrien notwendigerweise fragmentieren oder ob umgekehrt der Zerfall der Mito-

chondrien zur Apoptose der Zelle führen muss. Aus den vorangegangen Resultaten stellt sich 
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sogar die Frage, ob die Apoptose durch Hemmung der mitochondrialen Fragmentation 

blockiert werden kann oder ob es sich lediglich um zwei parallel ablaufende Prozesse 

handelt. 

Die Apoptose resultiert aus einer Verkettung vieler verschiedener zellulärer Ereignisse, 

bekannt sind zum Beispiel die Cytochrom c Freisetzung, die Aktivierung der Caspasen 

sowie schließlich das Schrumpfen des Zellkerns und Kondensation des Chromatins (siehe 

Kapitel 1.1.2.2). Die Freisetzung des Cytochrom c aus den Mitochondrien in das Zytoplasma 

ist ein frühes Ereignis lange vor der Kondensation des Chromatins während der 

Apoptosekaskade (siehe Abbildung 2). Das freigewordene Cytochrom c bildet zusammen 

mit Apaf1 und Procaspase 9 das Apoptosom, welches weitere Caspasen aktiviert. Am Ende 

der Apoptosekaskade steht die Kondensation des Chromatins (apoptotische Körperchen) im 

Zellkern. Apoptotische Körperchen ließen sich in neuronalen dCSM14.1 Zellen nach 

Apoptoseinduktion feststellen (siehe Abbildung 26) und wurden daher als endgültiger 

Apoptosemarker genutzt.  

 

Abbildung 26: Kernmorphologie. 

Dargestellt sind die DAPI gefärbten Kerne einer normalen (links) und einer apoptotischen Zelle (rechts). Die 
Induktion der Apoptose erfolgte 2 h Stunden vor Bildaufnahme durch Staurosporininkubation (1µM). 
Der Zellkern der apoptotischen Zelle ist in viele apoptotische Körperchen zerfallen. Apoptotische Zellkerne 
zeigten eine wesentlich stärkere DAPI-Fluoreszenz, so dass im Kern keine Struktur mehr sichtbar ist.  
 

Um zu überprüfen, ob Drp1K38A neben der hemmenden Wirkung auf die mitochondriale 

Fragmentation auch einen Einfluss auf die Apoptose ausübt, wurde die Cytochrom c Frei-

setzung aus den Mitochondrien als Apoptosemarker unter Drp1K38A Überexpression ana-

lysiert. Die Neurone wurden immunzytochemisch gegen Cytochrom c gefärbt (siehe 

Abbildung 27, Abbildung 28). Das Cytochrom c Verteilungsmuster ist in nicht apoptotischen 

Neuronen durch abgrenzbare Strukturen charakterisiert (siehe Abbildung 28). Dies resultiert 

aus der Lokalisation des Cytochrom c im Intermembranraum der Mitochondrien. Nach 

Apoptoseinduktion konnte die Ausschüttung des Cytochrom c durch das daraus resultierende 
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diffuse Cytochrom c Verteilungsmuster im Zytoplasma (siehe Abbildung 27, Abbildung 28) 

nachgewiesen werden. Die Zerstörung der mitochondrialen Organisation geht mit der Frei-

setzung des Cytochrom c aus den Mitochondrien in das Zytoplasma einher.  
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 Abbildung 27: Cytochrom c Verteilungsmuster. 

Links sind drei fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (CLSM) von Cytochrom c Antikörperfärbungen an 
dCSM14.1 Zellen dargestellt.  
Bei nicht apoptotischen Zellen ist das Cytochrom c in abgrenzbaren Strukturen lokalisiert (links). Während der 
Apoptose (2 Stunden, 1µM Staurosporin) kommt es zur Freisetzung von Cytochrom c und einer daraus resultie-
renden diffusen Färbung des Zytoplasmas (Mitte). Die Ausschüttung von Cytochrom c wird durch Drp1K38A 
Überexpression verhindert (rechts).  
Im unten dargestellten Diagramm wurde die Anzahl der Neurone mit diffusem Cytochrom c Verteilungsmuster 
(Abszisse) mit und ohne Apoptoseinduktion durch Klassifizierung von jeweils 384 Neuronen (100 %) aus drei 
unabhängigen Kulturen für jeden Messpunkt ermittelt.  
Neben unbehandelten Neuronenpopulationen (Kontrolle) wurde die Wirkung Apoptose induzierender 
Substanzen (grau) unter Drp1K38A Überexpression untersucht. Die Apoptoseinduktion (grau) resultiert in einem 
vermehrten Anteil an Neuronen mit diffusem Cytochrom c Verteilungsmuster. Durch Expression von Drp1K38A 
ist dieser Anstieg allerdings signifikant reduziert (*: p<0,05), so dass nicht mehr 56 % der Neurone, sondern nur 
noch 27 % eine Cytochrom c Freisetzung aus ihren Mitochondrien erfahren. Ohne Apoptoseinduktion (schwarz) 
hat die Transfektion mit Drp1K38A keinen Einfluss auf das Cytochrom c Verteilungsmuster, der Anteil an Neu-
ronen mit diffusem Cytochrom c Verteilungsmuster ist in beiden Bedingungen annähernd gleich niedrig. 
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Die Hemmung der mitochondrialen Fragmentation durch Drp1K38A verhindert die Cyto-

chrom c Freisetzung ins Zytoplasma nach Apoptoseinduktion. Somit scheint die 

Fragmentation der Mitochondrien die Cytochrom c Freisetzung zu fördern. Dies konnte auch 

durch Klassifizierung einer großen Neuronenpopulation auf Grund ihres Cytochrom c 

Verteilungsmuster bestätigt werden (siehe Abbildung 27). Bei der Klassifizierung der 

Cytochrom c Freisetzung in großen Neuronenpopulationen wurde der Anteil dieser Neurone 

durch Überexpression von Drp1K38A halbiert. 

 

Abbildung 28: Drp1K38A und Cytochrom c Freisetzung. 

Links (a) ist eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von Drp1K38A transfizierten dCSM14.1 Neuronen darge-
stellt (Pfeile). Das Drp1K38A-ECFP Plasmid wurde durch transiente Transfektion in die Zelle eingebracht. Da die 
Transfektionseffizienz begrenzt ist, exprimieren nicht alle Neurone des Sichtfeldes Drp1K38A (Dreiecke). Die 
sichtbaren und mit Pfeilen markierten Zellen exprimieren Drp1K38A. Das Protein liegt diffus verteilt im ge-
samtem Zytoplasma und den Zellfortsätzen vor. 
Rechts (b) ist im gleichen Sichtfeld die immunzytochemische Färbung gegen Cytochrom c nach zweistündiger 
Behandlung mit Staurosporin (1µM) abgebildet. Da die Cytochrom c Färbung alle Neurone erfasst sind zwei 
weitere Neurone, die kein Drp1K38A exprimieren, sichtbar (Dreiecke).  
Drp1K38A überexprimierende Neurone (Pfeile) zeigen Cytochrom c in abgrenzbaren intrazellulären Strukturen 
(Mitochondrien), wohingegen die nicht transfizierten Neurone (Dreiecke) unter Staurosporinbehandlung ein 
diffuses Verteilungsmuster aufweisen.  
 

Um zu verifizieren, dass die Hemmung der Cytochrom c Freisetzung aus den Mitochondrien 

auch einen neuroprotektiven Effekt hat, wurde ebenfalls die Wirkung von Drp1K38A Über-

expression auf die Kernmorphologie nach Apoptoseinduktion untersucht. 

Bereits ohne Apoptoseinduktion wurde ein geringer Anteil an Neuronen mit fragmentierten 

Kernen ermittelt (siehe Abbildung 29), der wie der leicht erhöhte Anteil an Neuronen mit 

fragmentierten Mitochondrien (siehe Abbildung 25) auf die geringfügige Toxizität der 

Transfektion zurück zuführen sein könnte. Die Transfektion mit Drp1 oder ihrer dominant 

negativen Mutante zeigt keinen Einfluss auf den spontanen Zelltod. Im Gegensatz hierzu 

führte die Fis1 Überexpression zu einer geringfügig erhöhten spontanen Todesrate. Aller-
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dings sind bemerkenswerter Weise trotz der anormalen Mitochondrienmorphologie (siehe 

Kapitel 3.1.3.1) 88 % der Zellen nicht apoptotisch. 
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Abbildung 29: Einfluss der bekannten mitochondrialen Fissionsproteine auf die Apoptose. 

Die Anzahl der apoptotischen Neurone (fragmentierte Nuclei, Abszisse) wurde nach unterschiedlichen Inkuba-
tionsdauern (Ordinate) mit 1µM Staurosporin durch Klassifizierung von 384 Neuronen (100 %) aus drei unab-
hängigen Kulturen für jeden Messpunkt ermittelt. Alle dCSM14.1 Neurone wurden einer Transfektion mit 
pDsRed2-Mito unterzogen, je nach Versuchsbedingung erfolgten Kotransfektionen mit Fis1 (weiß), Drp1 
(dunkelgrau) oder Drp1K38A (schwarz).  
Staurosporin induziert Apoptose (Kontrolle), diese Induktion wird durch Überexpression von Fis1 oder Drp1 
kaum beeinflusst. Fis1 verstärkt dennoch in diesen Neuronen die Morphologieänderung der Mitochondrien be-
trächtlich (vergleiche Abbildung 25). Im Gegensatz zur Überexpression von Drp1, die keinen deutlichen Einfluss 
auf die Apoptoserate ausübte, führt eine Unterdrückung durch Expression von Drp1K38A in den Neuronen signi-
fikant (t-Test, *: p<0,05) zu deutlich verringerten Apoptoseraten (Zeitverläufe durch Linien hervorgehoben). 
 

Die Induktion der Apoptose führte zu einem Anstieg an Neuronen mit fragmentierten Zell-

kernen. Der Anstieg der Neurone mit fragmentierten Mitochondrien während der Apoptose 

(siehe Abbildung 25) erfolgte schneller und früher als der Anstieg der Neurone mit apop-

totischen Zellkernen (siehe Abbildung 29). Während die mitochondriale Fragmentation nach 

ca. einer Stunde Staurosporininkubation nahezu alle Neurone erfasste sind die meisten 

Zellkerne erst nach ca. vier Stunden zerfallen. Die Überexpression von Drp1K38A zeigte 

einen neuroprotektiven Effekt. Die mitochondriale Fragmentation unter Drp1K38A Über-

expression setzt erst nach ca. 30 min ein, die Fragmentation der Kerne wird sogar für vier 

Stunden fast gänzlich unterdrückt. Bei ca. 50 % der Neurone wird die Fragmentation beider 

Zellorganellen selbst durch 24 h Staurosporininkubation komplett unterbunden. Die Hem-

mung von Drp1 scheint neuroprotektiv zu wirken.  
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Die vermehrte Zerteilung der Mitochondrien ist ein früh stattfindender Prozess innerhalb der 

Apoptose, der für den ungestörten Ablauf der Apoptosekaskade notwendig ist. 

3.1.4 Mitochondriale Fragmentation unter Tat Bcl-xL 
Die Hemmung von Drp1 durch die Überexpression von Drp1K38A verzögert die mitochondri-

ale Zerteilung (siehe Abbildung 24 und Abbildung 25) während der Apoptose wie auch die 

Apoptose selbst (siehe Abbildung 28 und Abbildung 29). Es ist unklar, ob die beiden Pro-

zesse kausal nacheinander bzw. zeitlich gleichzeitig stattfinden müssen. Ebenso ist der Zer-

fall der Mitochondrien nicht selbstverständlich unabhängig von dem unumkehrbaren Ablauf 

der Apoptose. Somit ist zu prüfen, ob die beiden Zerfallsprozesse unabhängig voneinander 

stimuliert bzw. unterdrückt werden können.  
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Abbildung 30: Effekte von Tat-Bcl-xL. 

In obigen Diagrammen wurden je Messpunkt 384 Neurone (100 %) aus drei unabhängigen Kulturen nach ihrer 
Fragmentation der Mitochondrien (a), Cytochrom c Freisetzung (b) bzw. dem Apoptosestatus (c) klassifiziert. 
Die Mitochondrien waren durch Transfektion mit pDsRed2-Mito markiert. Der Anteil apoptotischer Neurone 
oder fragmentierter Mitochondrien (Abszissen) wurde mit (grau) und ohne (schwarz) Apoptoseinduktion 
ermittelt. Neben dem Effekt einer Behandlung mit Tat-Bcl-xL sind als Referenz die Resultate unbehandelter 
Neurone dargestellt, Artefakte des Tat-Bcl-xL Lösungspuffers können durch die entsprechende Messungen 
ausgeschlossen werden.  
Staurosporin induziert einen Anstieg der Kontrollneurone mit zellulärer Cytochrom c Freisetzung (b), fragmen-
tierten Nuclei (c) und Mitochondrien (a). Die Behandlung mit Tat-Bcl-xL hat eine signifikante neuroprotektive 
Wirkung (b und c, t-test, *: p<0,05), jedoch kaum Einfluss auf die mitochondriale Zerteilung während der 
Apoptose. 
 

Die Proteine der Bcl-2- Familie nehmen eine herausragende Bedeutung innerhalb der Steue-

rung der mitochondrial vermittelten Apoptose ein. Durch sie erfolgt eine Integration 

verschiedener auf die Zelle einwirkender Überlebens- und Todessignale (Adams und Cory 

2001). Somit sind sie mögliche Kandidaten für die Regulation der Mitochondrienform. Die 

Familie teilt sich in zwei Unterklassen, die anti- apoptotischen Proteine, welche die Zelle vor 
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der Apoptose schützen, und die pro-apoptotischen, die den Ablauf der Apoptose fördern 

(Antonsson 2001). Eine wichtige Funktion der Mitglieder der Bcl-2 Familie ist die Kontrolle 

der mitochondrialen Membranpermeabilität.  

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde das anti- apoptotische Bcl-xL Protein genutzt, 

welches die mitochondriale Permeabilität blockiert (Adams und Cory 2001, Antonsson 

2001). Es war mit einer Tat-Protein Transduktionsdomäne (Tat-Domäne) fusioniert, die es 

Proteinen fast jeglicher Größe und biochemischer Eigenschaften ermöglicht Zellmembranen 

zu passieren (Dietz und Bahr 2004). Der anti- apototische Effekt von Tat-Bcl-xL ist bekannt 

(Dietz et al. 2002). Er wurde in dieser Arbeit mittels Klassifizierung der verwendeten 

dopaminergen Neurone an Hand ihrer Kernmorphologie und Cytochrom c Verteilungs-

muster erneut verifiziert (siehe Abbildung 30).  

Nach Apoptoseinduktion steigt der Anteil an Neurone mit fragmentierten Mitochondrien in 

Tat-Bcl-xL behandelten Neuronen an. Obwohl die Apoptosekaskade zumindest ab der 

Freisetzung des Cytochrom c aus den Mitochondrien gehemmt oder unterbunden ist, wird 

die Zerteilung der Mitochondrien von Tat-Bcl-xL nicht beeinflusst (siehe Abbildung 30). 

Somit ist der neuroprotektive Effekt von Tat-Bcl-xL nicht über Beeinflussung der mito-

chondrialen Zerteilungsvorgängen innerhalb der Apoptose vermittelt.  

Bcl-xL interferiert auf dem Level der Cytochrom c Freisetzung während der 

Apoptosekaskade, hat aber keinen Einfluss auf die Zerteilungsvorgänge der Mitochondrien. 

Der finale Ablauf der Apoptose und die Cytochrom c Ausschüttung aus den Mitochondrien 

sind daher nicht notwendige physiologische Grundlage der apoptotischen mitochondrialen 

Zerteilung.  

3.1.5 Bedeutung des Zytoskeletts für die mitochondriale Zerteilung 
Mitochondrien werden durch Zytoskelettstrukturen innerhalb der Zelle gerichtet transportiert 

(siehe Kapitel 1.1.4). Drp1 befindet sich während der frühen Apoptose an den Mito-

chondrien und ist dort an der Regulation der mitochondrialen Fragmentation in 

dopaminergen Neuronen beteiligt (siehe Kapitel 3.1.3.1). Es ist unklar durch welche 

Mechanismen es dorthin transportiert wird und wie der Transport reguliert wird. Es ist 

jedoch vorstellbar, dass die Strukturen des Zytoskeletts hierbei eine Funktion übernehmen. 

So wurde die Beteiligung der Aktin- und Tubulinstrukturen am Transport von Drp1 während 

der Apoptose durch die Behandlung der Neurone mit Cytochalasin D und Nocodazol über-

prüft. Die beiden Substanzen depolymerisieren das entsprechende Zytoskelett und führen zu 

einer vollständigen Zerstörung der entsprechenden Strukturen (siehe Abbildung 31). Die 

Behandlung der Zellen mit Cytochalasin D führt zu stark verästelten Aktinstrukturen, die 
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spindelförmig zum Zellkern ausgerichtet sind, wohingegen die Behandlung mit Nocodazol 

in einer Zerteilung der Tubulinstrukturen resultiert. 

 

Abbildung 31: Zerstörung des Zytoskeletts. 

Die dargestellten dCSM14.1 Zellen sind immunzytochemisch gegen Aktin (a und b) oder Tubulin (c und d) 
gefärbt. Die Neurone rechts wurden vor der Bildaufnahme mit 10 µg/ml Cytochalasin D (b) oder 10 µg/ml 
Nocodazol (d) für eine Stunde inkubiert.  
Die unbehandelten Zellen (a und c) weisen ein intaktes Zytoskelett auf. Durch die Behandlung mit 
Cytochalasin D verschwindet die deutliche Längsstreifung des Aktinskeletts. Die Aktinfilamente depolymeri-
sieren und verlaufen nun zur Zellmitte.  
Die Behandlung mit Nocodazol führt zu einer vollständigen Zerstörung des Tubulinskeletts. Die Tubulin-
strukturen liegen als kleine Bruchstücke diffus im Zytoplasma vor. Das Zellsoma ist deutlich verkleinert, die 
Zelle besitzt keine Fortsätze mehr. 
 

Die Zerstörung des Zytoskeletts verhindert den Transport von Drp1 zu den Mitochondrien 

(siehe Abbildung 32). Die Drp1 Proteine befinden sich nach Depolymerisierung der Zyto-

skelettstrukturen trotz Apoptose diffus verteilt im Zytoplasma und nicht konzentriert bzw. 
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transloziert an den Mitochondrien. Dieser Effekt ist sowohl bei Zerstörung der Aktin- wie 

auch Tubulinstrukturen sichtbar, was darauf schließen lässt, dass der Drp1 Transport vom 

Zytoplasma zu den Mitochondrien während der Apoptose von einem intakten Zytoskelett 

abhängig ist. Bei zerstörtem Zytoskelett ist die Fragmentation der Mitochondrien während 

der Apoptose gestört (siehe Abbildung 34). Dies verdeutlicht abermals, dass Drp1 für die 

Regulation der mitochondrialen Zerteilung verantwortlich ist.  

Bei der Analyse der durchschnittlichen Mitochondrienlängen im Verlauf der Apoptose zeigt 

sich, dass die Fragmentation der Mitochondrien nach Zerstörung des Zytoskeletts verlang-

samt ist im Vergleich zu Neuronen mit intaktem Zytoskelett (siehe Abbildung 33). Die 

Reduktion war sowohl bei Zerstörung der Aktin- wie auch Tubulinstrukturen vorhanden. Die 

gleichzeitige Zerstörung beider Zytoskelettstrukturen zeigte einen additiven Effekt, so dass 

ein Zerfall der Mitochondrien kaum noch nachweisbar ist (siehe Abbildung 33). 

  

Abbildung 32: Drp1 Lokalisation während der Apoptose bei zerstörtem Zytoskelett.  

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von fixierten dCSM14.1 Zellen nach zweistündiger 
Staurosporinbehandlung (1µM). Das Zytoskelett der Neurone wurde durch Behandlung mit Cytochalasin D 
(Aktinskelett, 10 µg/ml, rechts) oder Nocodazol (Tubulinskelett, 10 µg/ml, links) zerstört. Die Mitochondrien 
sind durch Transfektion mit mt-GFP markiert. Endogenes Drp1 wurde immunzytochemisch angefärbt, der 
Sekundärantikörper ist mit Cy3 (rot) markiert.  
Nach Zerstörung des Zytoskeletts befindet sich das Drp1 trotz Apoptoseinduktion nicht an den Mitochondrien 
(vergleiche Abbildung 20). Der Effekt ist unabhängig davon, welche Strukturen des Zytoskeletts zerstört 
wurden. Der Transport der Drp1-Cluster erfolgt Zytoskelett-abhängig. 
 

Im Gegensatz zu dem drastischen Einfluss auf die Fragmentation der Mitochondrien scheint 

das Zytoskelett für den erfolgreichen Abschluss der Apoptose nicht von Bedeutung zu sein. 

Die Zellen zeigen nach Depolymerisation ihrer Zytoskelettstrukturen zwar eine deutlich 

abnormale Morphologie, dennoch wird durch diese Behandlung der programmierte Zelltod 

nicht oder nur mit mehr als zwei stündiger Verzögerung ausgelöst. Nach Inkubation mit 

einem Apoptoseinduktor wird der apoptotische Prozess ausgelöst (siehe Abbildung 35). Dies 

ist umso erstaunlicher, da wie beschrieben die apoptotische Zerteilung der Mitochondrien 

völlig aussetzt. Die Apoptoserate ist ohne Zytoskelett lediglich geringfügig vermindert, so 

dass unter Umständen ein schwacher Effekt der blockierten mitochondrialen Zerteilung 
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sichtbar ist. Die Apoptose ist beachtenswerter Weise weiterhin mit einer Freisetzung von 

Cytochrom c aus den Mitochondrien verbunden. Somit ist eine vollständige Zerteilung der 

Mitochondrien für die Apoptose nicht notwendig. 

Bedingung Lend

[%]
τ1/2

[min] r2

STS 32,6% 21,3 0,954

Noco+STS 81,8% ∞ 0,829
CytD+STS 80,3% ∞ 0,533
Noco+CytD
  +STS 95,7% ∞ 0,063

 

Abbildung 33: Hemmung der mitochondrialen Fragmentation durch die Zerstörung des Zytoskeletts. 

Dargestellt ist die normierte Mitochondrienlänge in Abhängigkeit von der Staurosporininkubationsdauer, weitere 
Erläuterungen siehe Abbildung 16. Neurone wurden zuvor nicht (rot), mit Cytochalasin D (10 µg/ml, grün), mit 
Nocodazol (10 µg/ml, blau) oder mit beiden Substanzen (magenta) behandelt. Die gestrichelte rote Linien gibt 
die genäherte Reaktion der unbehandelten Neurone auf den Apoptose Stimulus wieder, während die 
andersfarbigen gestrichelten Linien die genäherten Reaktionen der behandelten Neuronen angeben.  
Im Vergleich zu den Messungen an unbehandelten Zellen (rot) führte eine Zerstörung des Zytoskeletts zu 
wesentlich geringeren Fragmentationsraten der Mitochondrien (unendliche Halbwertszeiten, siehe Tabelle). 
Hierbei war der Einfluss des Aktinskeletts (grün) und der Mikrotubuli (blau) annähernd vergleichbar. Die 
kleinen Regressionskoeffizienten der genäherten Reaktionen behandelter Zellen lassen vermuten, dass kein 
natürlicher Zerfall mehr stattfindet. Die Zerstörung beider Zytoskelettstrukturen zeigt eine Verstärkung des 
protektiven Effektes. Trotz Apoptoseinduktion zeigen die Mitochondrien fast das gleiche Verhalten wie die 
Kontrollneurone, in denen weder Apoptose induziert noch das Zytoskelett zerstört wurde. Ohne intaktes 
Zytoskelett findet praktisch keine mitochondriale Fragmentation statt.  
Der Transport von Drp1 zu den Mitochondrien scheint für die Fragmentation der Mitochondrien während der 
Apoptose notwendig zu sein. Hierzu sind die beiden Zytoskelettstrukturen Aktin und Tubulin notwendig. 
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Abbildung 34: Zerstörung des Zytoskeletts und mitochondriale Fragmentation.  

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von dCSM 14.1 Neuronen vor (links) und nach Apop-
toseinduktion (rechts, 2 h Staurosporininkubation, 1 µM). Die Mitochondrien sind durch Transfektion mit 
pDsRed2-Mito markiert. In den unteren Abbildungen (Mitte und unten) wurde das Zytoskelett durch einstündige 
Inkubation mit den angegebenen Substanzen zerstört.  
Im Vergleich zur Kontrolle (oben) werden Neurone bei Zerstörung des Zytoskeletts durch Behandlung mit 
Cytochalasin D (10 µg/ml) oder Nocodazol (10 µg/ml) vor apoptotischen mitochondrialen Zerfall geschützt. Die 
Mitochondrien der behandelten Zellen (Mitte und unten) weisen im Gegensatz zu den Mitochondrien der unbe-
handelten Zellen (Kontrolle) nach Apoptoseinduktion weiterhin eine elongierte Form auf. Die morphologischen 
Veränderungen der Mitochondrien während der Apoptose sind in der Kontrollbedingung (oben rechts) wesent-
lich stärker als nach Zerstörung des Zytoskeletts. 
Auch die morphologischen Veränderungen der Zellen durch Zerstörung des Zytoskeletts sind sichtbar, so sind 
die Mitochondrien nach Zerstörung der Tubulinstrukturen auf ein kleineres Zellsoma begrenzt (unten rechts). 
Nach Zerstörung der Aktinstrukturen zeigen sich filigrane Zellfortsätze, in denen Mitochondrien lokalisiert sind.  
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Abbildung 35: Apoptose ohne Zytoskelett. 

Dargestellt ist der Anteil an Zellen mit fragmentierten Mitochondrien (links), Cytochrom c freisetzender 
Neurone (Mitte) bzw. die Zelltodrate (rechts) bei Auswertung von je 384 dCSM14.1 Neuronen pro Versuchs-
bedingung. Die Messungen wurden jeweils an drei Versuchsgruppen durchgeführt, weiß ist eine Kontrollgruppe 
ohne Apoptoseinduktion, während schwarze Balken die Wirkung der Apoptoseinduktion durch 2h Staurosporin-
inkubation zeigen. Der jeweils linke schwarze Balken bezieht sich wiederum auf eine Kontrollgruppe, die vor 
Apoptoseinduktion lediglich eine Transfektion zur Markierung der Mitochondrien erfuhr. Die rechten Balken 
zeigen Resultate von Neuronen, deren Zytoskelettstrukturen kurz vor Apoptoseinduktion zerstört wurden. Zum 
Abbau des Aktinskelettes diente 10 µg/ml Cytochalasin D, während die Mikrotubuli durch 10 µg/ml Nocodazol 
zerstört wurden. 
Obwohl die Zerstörung des Zytoskelettes einen heftigen Eingriff in die Zellintegrität darstellt und es individuell 
zu starken Schwankungen kommt, zeigen die Zellen ähnliche Apoptoseraten (rechts). Die Zerstörung der 
Skelettstrukturen induzierte selbst keinen Zelltod, auch nach künstlicher Induktion scheint der Kernzerfall fast 
unbeeinflusst zu sein. Die Ausschüttung von Cytochrom c ist unabhängig von Strukturen des Zytoskelettes. Die 
Fragmentation der Mitochondrien während der Apoptose wird allerdings bei Zerstörung des Zytosklettes 
signifikant blockiert (t-test, *: p<0,05). In diesem Zustand weisen Neurone mit intakten Mitochondrien dennoch 
ein diffuses Cytochrom c Verteilungsmuster auf, wodurch der nachfolgende Zelltod ausgelöst wird.  

3.1.6 Einfluss der Cyclin- abhängigen Kinase 5 auf die Mitochondrien 
Fis1 und Drp1 sind die wichtigsten Proteine, die direkt an der Regulation der mitochondri-

alen Zerteilung bei Säugetieren beteiligt sind (Chan 2006). Fis1 steuert den Zerteilungs-

prozess vermutlich nicht, da es als Transmembranprotein immobil in der Membran verankert 

ist und durch Überexpression eine Anomalie der Mitochondrienform hervorruft (siehe 

Abbildung 18). Die mitochondriale Zerteilung wird vermutlich mittels Drp1 initiiert. Drp1 

wird im Verlauf der Apoptose durch Strukturen des Zytoskeletts zu den Mitochondrien 

transportiert (siehe Abbildung 20), wo es an Fis1 bindet und die Zerteilung der Mitochond-

rien auslöst. Der Transport von Drp1 zu den Mitochondrien könnte durch verschiedene 

Regelmechanismen gesteuert werden, z.B. durch Modifikationen des Transportsystems oder 

der beteiligten Transportproteine (Strukturen des Zytoskeletts). Weiterhin könnte Drp1 

selbst modifiziert werden z.B. durch eine während der Apoptose induzierte Konformations-

änderung. Eine solche Konformationsänderung könnte durch Aktivierung von Drp1 (z.B. 

durch Phosphorylierung) oder durch eine Komplexbildung mit weiteren Faktoren verursacht 

werden. Eine Phosporylierungsreaktion könnte auch die benötigte Energie für die Zerteilung 

bereitstellen.  
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Die rezeptorgesteuerte Endocytose ist ein der mitochondrialen Zerteilung ähnelnder zellu-

lärer Prozess, da es hier ebenfalls zur Abschnürung von Membranvesikeln kommt. Ein 

Regulatorprotein der rezeptorgesteuerten Endocytose ist Dynamin (Takei et al. 2005). 

Dynamin erkennt spezifisch das Phosphoinositol der Membran. Die Dynaminmoleküle 

liegen wie die Drp1 Moleküle bei der mitochondrialen Zerteilung als rechtsgewundene Helix 

um die Abschnürstelle der Vesikel. Die Ursache für die Abstoßung des Vesikels von der 

Membran basiert auf einer Konformationsänderung des Dynamins, welche durch die 

Hydrolyse von GTP ermöglicht wird. Dadurch könnte die Ganghöhe der Dynaminhelix 

ansteigen (Stowell et al. 1999) oder eine Verringerung des Helixdurchmessers (Sweitzer und 

Hinshaw 1998) erreicht werden. 

Analogien zur mitochondrialen Zerteilung sind neben der generellen Abschnürung und 

Komplexbildung eines mobilen und membrangebundenen Proteins, die Ausbildung von 

Dynamin Helices (siehe Kapitel 1.1.5.1), die den bekannten Drp1 Anordnungen bei der 

mitochondrialen Zerteilung ähneln. Des Weiteren nimmt Fis1 bei der Fragmentation der 

Mitochondrien eine dem Phosphoinositol analoge Funktion ein.  

Dynamin besitzt weiterhin eine hohe Sequenzhomologie zu Drp1 (siehe Abbildung 64). Die 

Dynaminaktivität wird in der rezeptorgesteuerten Endocytose durch CDK5 vermittelte 

Phosphorylierung reguliert (Tomizawa et al. 2003). Wegen der hohe Sequenzhomologie und 

funktionellen Analogie könnte CDK5 ebenfalls in der Regulation von Drp1 beteiligt sein. 

Weitere Indizien für eine mögliche Beteiligung von CDK5 liefern die Ergebnisse aus Kapitel 

3.1.5. Dort wurde der Zusammenhang zwischen einem intakten Zytoskelett und der mito-

chondrialen Zerteilung während der Apoptose aufgezeigt. CDK5 ist an der Regulierung des 

Aktin- und Tubulinzytoskeletts beteiligt (Dhavan und Tsai 2001) und übernimmt regulato-

rische Funktionen innerhalb der Membranumstrukturierung bei der Migration von Neuronen 

(siehe Kapitel 1.2). Es existieren Hinweise für eine mögliche Interaktion von CDK5 mit dem 

mitochondrialen Zerteilungsprozess. 

3.1.6.1 Einfluss von CDK5 auf die mitochondriale Morphologie 
CDK5 besitzt zwei spezifische Aktivatorproteine p39 und p35 (siehe Kapitel 1.2.1). p35 

kann durch Calpain gespalten werden, so dass unter anderem p25 entsteht. In der vorliegen-

den Arbeit wurde ausschließlich das p25 Protein verwendet um CDK5 zu aktivieren, da der 

p25/CDK5 Komplex hochaktiv und langlebiger ist als das p35/CDK5 oder p39/CDK5 Dimer 

(Dhavan und Tsai 2001). In Abwesenheit der Aktivatorproteine besitzt CDK5 keine enzyma-

tische Aktivität. Zur Klärung des generellen Einflusses von CDK5 auf die Mito-

chondrienform wurden dCSM14.1 Neurone mit CDK5 und p25 transfiziert. 
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Die Überexpression von p25/CDK5 resultierte in einer veränderten Mitochondrienform 

(siehe Abbildung 36). Die Mitochondrien waren von kleiner runder Form und häufig 

vermehrt um den Zellkern lokalisiert. Die Mitochondrienmorphologie ähnelte stark der nach 

Apoptoseinduktion vorherrschenden mitochondrialen Form (siehe Abbildung 13). Die Mito-

chondrien unterliegen bedingt durch die Überexpression von p25/CDK5 einer vermehrten 

Zerteilungsrate. Diese Zerteilung geht ebenfalls mit dem Transport von Drp1 aus dem 

Zytoplasma zu den Mitochondrien einher (siehe Abbildung 37), was auf den gleichen Zertei-

lungsmechanismus hinweist.  

   

Kontrolle p25/CDK5 p25/CDK5/Drp1K38A 

Abbildung 36: p25/CDK5 und mitochondriale Fragmentation. 

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Mitochondrien von dCSM 14.1 Neuronen. Die 
Mitochondrien sind durch pDsRed2-Mito Transfektion markiert, zusätzlich exprimieren die Zellen p25/CDK5 
(Mitte) oder p25/CDK5/Drp1K38A (rechts). Die Aufnahmen erfolgten 24 Stunden nach der Transfektion. 
Die Mitochondrien des Kontrollneurons (links) weisen eine physiologisch elongierte Form auf, wohingegen die 
Überexpression von p25/CDK5 (Mitte) in spontan fragmentierten Mitochondrien von runder Form resultiert. Die 
durch p25/CDK5 Überexpression induzierte mitochondriale Zerteilung wird durch gleichzeitige Expression von 
Drp1K38A vermindert (rechts).  
 

Um zu prüfen, ob der durch p25/CDK5 hervorgerufene und der durch Apoptosestimulus 

induzierte mitochondriale Zerfall die gleichen Proteine nutzt, wurde die Wirkung von 

Kotransfektionen mit Drp1K38A untersucht. 

Die Mitochondrien der Neurone, die p25/CDK5/Drp1K38A überexprimierten behielten ihre 

natürliche elongierte Form und waren weiterhin im gesamten Zytoplasma verteilt (siehe 

Abbildung 36). Die durch Überexpression von p25/CDK5 induzierte mitochondriale 

Fragmentation scheint somit genauso wie der Zerfall der Mitochondrien während der 

Apoptose  durch Drp1 vermittelt zu sein. Durch eine noch unbekannte Wechselwirkung ist 

p25/CDK5 in der Lage diesen Mechanismus zu aktivieren.  

71 



Ergebnisse 

 

Abbildung 37: Drp1 Lokalisation bei p25/CDK5 Überexpression. 

Abgebildet ist eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer p25/CDK5 überexprimierenden dCSM14.1 
Zelle. Die Mitochondrien sind durch Transfektion mit mt-GFP (grün) markiert, endogenes Drp1 wurde immun-
zytochemisch mit einem Cy3 (rot) markiertem Sekundärantikörper angefärbt. Die Aufnahme erfolgte 24 Stunden 
nach Transfektion.  
Die durch Überexpression von p25/CDK5 verursachte Fragmentation der Mitochondrien ist großteils bereits 
abgeschlossen. Bei noch nicht vollständiger Fragmentation der Mitochondrien liegt eine verstärkte Kolokali-
sation von Drp1 und den Mitochondrien vor (siehe Detailvergrößerung), meist scheint sich Drp1 an die Mito-
chondrien anzulagern.  
 

Zur Verifizierung der Beobachtung wurden Neuronenpopulationen nach ihrer Mitochond-

rienform klassifiziert (siehe Abbildung 41). Es bestätigte sich, dass die Mitochondrien der 

p25/CDK5 überexprimierenden Neurone im Vergleich zu nicht p25/CDK5 überexpri-

mierenden Zellen vorwiegend in kleine Bruchstücke fragmentiert waren. Durch gleichzeitige 

Überexpression von Drp1K38A konnte dieser Effekt mehr als halbiert werden (siehe 

Abbildung 41). Auch hier resultierte die Zerstörung des Zytoskeletts in einer deutlich 

verminderten Fragmentation der Mitochondrien durch den p25/CDK5 Komplex. Die durch 

den p25/CDK5 Komplex induzierte mitochondriale Zerteilung benötigt ebenfalls den 

Zytoskelett abhängigen Drp1 Transport zu den Mitochondrien. 

3.1.6.2 Regulation der CDK5- Aktivität bei Apoptoseinduktion  
Mit Hilfe der Western Blot Analyse war es möglich nachzuweisen, dass dCSM14.1 Neurone 

CDK5 endogen exprimieren (siehe Abbildung 38, 0h Staurosporin). Ebenso konnte gezeigt 

werden, dass die verwendeten Zellen kein endogenes p35 besaßen, sondern p39 (siehe 

Abbildung 39). Die Expression von p35 wurde auch nicht durch Apoptoseinduktion ange-

schaltet.  
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Abbildung 38: CDK5 Expression. 

Abgebildet ist die Western Blot Analyse der CDK5 Proteinexpression nach unterschiedlichen Staurosporininku-
bationszeiten (1 µM). Je Versuchsbedingung wurden 20 µg Zelllysat von dCSM14.1 Neuronen eingesetzt. Zur 
Detektion wurde ein polyklonaler Antikörper gegen CDK5 (siehe Tabelle 6) verwendet, welcher eine Bande bei 
35 kDa erkennt (Größenstandard nicht dargestellt).  
Die Zellen exprimieren endogen CDK5 (Zeitpunkt 0). Während der durch Staurosporin induzierten Apoptose 
variiert die CDK5 Expression kaum. 
 
 p35 Überexpression unbehandelt p35 Überexpression unbehandelt   

 

p35 

(35 kDa) 
  

 

p39 

(39 kDa) 

ß-

Tubulin 

(55 kDa) 
  

ß-

Tubulin 

(55 kDa) 

Abbildung 39: Endogene Aktivatoren von CDK5. 

In den beiden oberen Zeilen ist die Western Blot Analyse der p35 (links) und der p39 Proteinexpression (rechts) 
sowie die zugehörigen Ladekontrollen (ß-Tubulin) dargestellt. Vor der Lyse wurden die Kontrollkulturen mit 
p35 transient transfiziert, um eine entsprechende Kontrolle zu generieren. Zur Detektion wurde ein polyklonaler 
Antikörper gegen p35 bzw. p39 (siehe Tabelle 6) verwendet, welcher eine Bande bei 35 kDa bzw. 39 kDa 
erkennt (Größenstandard nicht dargestellt). Je Versuchsbedingung wurden 20µg Zelllysat verwendet.  
Das p35 Protein war nur bei künstlich erzeugter Überexpression nachweisbar, was daraufhin deutet, dass die 
Neurone p35 nicht endogen exprimieren.  
 

CDK5 induziert mitochondriale Fragmentation, da es über unbekannte Mechanismen den 

Transport von Drp1 zu den Mitochondrien beeinflusst. Die rezeptorvermittelnde Endocytose 

wird durch die CDK5 abhängige Aktivierung von Dynamin induziert (Takei et al. 2005). 

Möglicherweise wird Drp1 ebenfalls durch CDK5 aktiviert, wodurch der Transport zu den 

Mitochondrien begünstigt werden könnte oder aber analog zu Dynamin die nötige Energie, 

um die Mitochondrien durchzuschnüren. Wenn Drp1 Aktivierung ein limitierender Faktor 

wäre müsste die Aktivierungsrate während der Apoptose erhöht sein. Dies könnte durch ein 

höheres Expressionslevel erreicht werden. Die Western Blot Analyse ergab allerdings, dass 

sich das CDK5 Expressionslevel während der Apoptose nicht verändert (siehe 

Abbildung 38). Sogar 12 Stunden nach Apoptoseinduktion war das Expressionslevel von 
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gleicher Größe wie in nicht apoptotischen Zellen. Die CDK5 Protein Expression reguliert 

somit nicht die Aktivierung von Drp1, daher könnte eine veränderte CDK5 Enzymaktivität 

als Regulator fungieren.   

Die enzymatische Aktivität von CDK5 kann über den Phosporylierungsgrad eines geeig-

neten Substrates bestimmt werden. Die Aktivität von CDK5 wurde durch Verwendung eines 

etablierten in vitro Aktivitäts-Tests bestimmt (siehe Kapitel 2.3.4). Dabei wird Histon H1 

durch CDK5 phosphoryliert. Die Phosphorylierungsmessungen nach Staurosporininkubation 

zeigen eine deutlich verstärkte Phosphorylierung des Histon H1 durch CDK5 bereits kurz 

nach Apoptoseinduktion (sieheAbbildung 40). Durch Bestimmung der CDK5 Proteinmenge 

ist sichergestellt, dass dieser Effekt auf einer Aktivitätsänderung der CDK5’s beruht und 

nicht auf die CDK5 Konzentration selbst zurück zuführen ist.  

Der schnelle Anstieg der CDK5 Aktivierungspotenz zu Beginn der Apoptose sowie der 

darauffolgende Abfall auf das Grundaktivitätslevel erfolgt analog zu der schnell einsetzen-

den Fragmentation der Mitochondrien nach Apoptoseinduktion. Somit kann CDK5 während 

der Apoptose die verstärkte Aktivität von Drp1 und folglich auch den mitochondrialen 

Zerfall steuern.  

 
0

1

2

3

4

5

6

7

8

0 20
t [min]

C
D

K
5 

A
kt

iv
itä

t (
w

ill
k.

 E
in

h.
)-

40

 

Abbildung 40: CDK5- Aktivität. 

Das obere rechte Bild zeigt eine Autoradiographie von phosphoryliertem Histon H1. Für jede Probe wurde 
500 ng Proteinlysat von mit 1µM Staurosporin behandelten Neuronen (Inkubationsdauer siehe Bild) eingesetzt. 
Nachdem in Kapitel 2.3.4 beschriebenen Verfahren wurde aufgereinigtes Histon H1 zugegeben, welches durch 
das im Zelllysat befindliche CDK5 mit radioaktiv markierten ATP phosphoryliert wurde. Unter der Autoradio-
graphie ist die Coomassiekontrollfärbung des SDS-Gels dargestellt.  
Das Diagramm links gibt die gesamte Phosphorylierung der Histon H1 Banden der Proben in Abhängigkeit von 
der Staurosporininkubationsdauer wieder (Analyseverfahren siehe Kapitel 2.3.4).  
Staurosporinbehandlung induziert mittelbar einen Anstieg der CDK5 gesteuerten Phosphorylierung des 
Histons H1. Da in jeder Versuchsbedingung die Menge an CDK5 konstant ist (Ladekontrolle), kann ausge-
schlossen werden, dass die verschiedenen Phosphorylierungsstärken des Histons auf ungleicher CDK5 Konzen-
tration beruhen. Zu Beginn der Apoptose wird somit die Aktivität von CDK5 erhöht. 
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3.1.6.3 Toxische Wirkung von CDK5 auf Mitochondrien und Zellkerne 
Überexpression von p25/CDK5 führt zu einer verstärkten Fragmentation der Mitochondrien, 

der dem Effekt des mitochondrialen Zerfalls bei der Apoptose ähnelt. Der Zerfall der Mito-

chondrien könnte wiederum auslösend für den programmierten Zelltod sein. 
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Abbildung 41: p25/CDK5 und Zerfall der Zellorganelle. 

Links ist der Anteil der Neurone dargestellt, die bei p25/CDK5 Überexpression (weiß) und mit kotransfizierten 
Drp1K38A (hellgrau) bzw. Caspaseinhibitor (grau) oder zerstörtem Zytoskelett (dunkelgrau) zerfallene 
Mitochondrien aufzeigen. Rechts ist der Anteil der Neurone dargestellt, die unter gleichen Bedingungen apop-
totische Nuclei aufweisen. Beide Diagramme zeigen zur Beurteilung der Effekte eine Kontrollmessung unbe-
handelter Neurone (schwarz).  
p25/CDK5 Überexpression induziert einen deutlichen Anstieg an Neuronen mit fragmentierten Mitochondrien 
und apoptotischen Zellkernen. Durch die parallele Überexpression von Drp1K38A können diese Effekte signifi-
kant in ca. 2/3 der betroffenen Neurone (t-Test, *: p<0,05) eliminiert werden. Die durch p25/CDK5 induzierte 
mitochondriale Fragmentation ist caspaseunabhängig.  
 

Bei Überexpression von p25/CDK5 konnte ein vermehrter Anteil an Neuronen mit apop-

totischen Kernen festgestellt werden (siehe Abbildung 41). Die Wirkung von p25/CDK5 

ähnelt in vielen Aspekten der Zellreaktion bei Apoptoseinduktion, so ist der Zerfall der Zell-

kerne wiederum nicht vom Zytoskelett abhängig, wohl aber von einer nicht gehemmten 

Drp1 Aktivität. Die durch p25/CDK5 Überexpression induzierte mitochondriale Fragmen-

tation ist Caspase unabhängig (siehe Abbildung 41). Dies deckt sich mit den Ergebnissen aus 

Kapitel 3.1.4, in dem sich bereits heraus kristallisierte, dass die mitochondriale Zerteilung 
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unabhängig von oder ursächlich für die Apoptose ist und somit nicht selbst durch apop-

totische Proteine reguliert wird.  

Der neurotoxische Effekt der p25/CDK5 Überexpression konnte durch die gleichzeitige 

Überexpression von Drp1K38A vermindert werden. Dies ist wiederum ein Indiz für eine 

apoptotische Wirkung der mitochondrialen Fragmentation selbst. Die Daten weisen darauf 

hin, dass der Mitochondrienzerfall durch p25/CDK5 das bekannte mitochondriale Zertei-

lungsprotein Drp1 verwendet und für die apoptotische Wirkung von p25/CDK5 notwendig 

ist.  

3.1.6.4 Bedeutung des endogenen CDK5 für die mitochondriale Zerteilung 
Bei den vorherigen Kapitel wurde CDK5 exogen überexprimiert. Daher ist es nicht klar, ob 

endogenes CDK5 ebenso die Mitochondrienzerteilung beeinflusst. Die Bedeutung von 

CDK5 für die mitochondriale Zerteilung bzw. den Ablauf der Apoptose wurde durch Inhibi-

tion des endogenen CDK5’s untersucht. Hierbei kamen unterschiedliche Hemmungsver-

fahren zum Einsatz. 

3.1.6.4.1 Hemmung von CDK5 durch CDK5N144 
CDK5 wurde zunächst durch Überexpression einer dominant negativen Mutante (CDK5N144) 

gehemmt. Die Überexpression von CDK5N144 hatte keinen Einfluss auf die Form der Mito-

chondrien nicht apoptotischer Zellen (Abbildung 42). Sie besaßen weiterhin eine elongierte 

Form und wiesen keine nennenswert veränderte Länge auf.  

Wurde dagegen Apoptose induziert verminderte die Expression von CDK5N144 die 

Fragmentation der Mitochondrien (siehe Abbildung 43). Die Inhibition von CDK5 scheint 

allerdings nicht zu einem dauerhaften Schutz der Mitochondrien zu führen, wie es z.B. bei 

Zerstörung der Zytoskelettstrukturen vorzufinden war. Die gleichzeitige Überexpression von 

Drp1 hebt den Effekt der CDK5 Hemmung auf (siehe Abbildung 43). Die mitochondriale 

Längenreduktion der mit CDK5N144 und Drp1 kotransfizierten Neurone glich der während 

der Apoptose stattfindenden Längenreduktion unter Kontrollbedingung (ohne CDK5 

Inhibition). 
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Abbildung 42: Überexpression von CDK5N144. 

Dargestellt ist eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme zweier dCSM14.1 Neurone, die pDsRed2-Mito und 
CDK5N144-GFP überexprimieren. Die Überexpression von pDsRed2-Mito resultiert in einer spezifischen Markie-
rung der Mitochondrien, wohingegen die Überexpression von CDK5N144 durch diffuse grüne Fluoreszenz im 
Zytoplasma charakterisiert ist.  
Die Überexpression von CDK5N144 hat keinen offensichtlichen Einfluss auf die Form der Mitochondrien, sie 
weisen eine natürlich elongierte Morphologie auf. Auch der Gesamteindruck der transfizierten Neurone zeigt 
keine Anomalien. 

 

Bedingung Lend

[%]
τ1/2

[min] r2

STS 32,6% 21,3 0,954
CDK5N144

 +STS 0,0% 81,2 0,961
CDK5N144

 +Drp+STS 13,9% 19,7 0,983
 

 

Abbildung 43: Mitochondriale Fragmentation bei CDK5N144 Überexpression. 

Dargestellt ist die normierte Mitochondrienlänge in Abhängigkeit von der Staurosporininkubationsdauer, nähere 
Beschreibungen siehe Abbildung 16. Die Messwerte mit Standardfehlern stammen von Neuronen, die mit 
CDK5N144 alleine (blau) oder mit CDK5N144 und Drp1 (grün) kotransfiziert sind. Die durchgezogene rote Linie 
gibt die genäherte Reaktion der ausschließlich mit pDsRed2-Mito transfizierten Neurone auf den Apoptose-
stimulus wieder, während die gestrichelten Linien den Zeitverlauf aus den dargestellten Messwerten nähern.  
Die Überexpression von CDK5N144 vermindert die Abnahme der mitochondrialen Länge auf die achtfache 
Halbwertszeit (siehe Tabelle rechts). Allerdings scheint der Zerfall der Mitochondrien letztendlich nicht völlig 
verhindert zu werden.  
Der schützende Effekt kann allerdings durch die gleichzeitige Überexpression von Drp1 aufgehoben werden, 
was sich in einer deutlich verringerten Halbwertszeit wiederspiegelt.  
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Abbildung 44: Drp1 Lokalisation und CDK5 Hemmung. 

Abgebildet ist eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer CDK5N144 überexprimierenden dCSM14.1 Zelle 
nach zweistündiger Behandlung mit Stauosporine [1µM]. Die Mitochondrien sind durch Transfektion mit 
mt-GFP markiert (grün), das endogene Drp1 ist immunzytochemisch angefärbt (rot).  
Die Apoptoseinduktion führt zu einer verstärkten Kolokalisation von Drp1 mit den Mitochondrien (siehe Detail-
vergrößerung, vergleiche Abbildung 20 ohne Apoptoseinduktion). 
  
Der Effekt der CDK5 Hemmung ließ sich durch Klassifizierung des mitochondrialen 

Fragmentierungszustandes von Neuronenpopulationen verifizieren (siehe Abbildung 45). 

Der innerhalb der Apoptose stattfindende Anstieg an Neuronen mit fragmentierten Mito-

chondrien konnte durch die Hemmung von CDK5 reduziert werden. Da bei Überexpression 

von Drp1 wieder der während der Apoptose übliche Zerfall der Mitochondrien auftritt 

scheint das endogene Drp1 durch CDK5N144 an einer Aktivierung gehindert zu werden, so 

dass es zwar mit Fis1 an den Mitochondrien in Kontakt kommt, jedoch nicht die 

Abschnürung ausführen kann (siehe Abbildung 44). Überschüssiges Drp1 ist zwar auf Grund 

von CDKN144 Überexpression weniger aktiv, jedoch scheint der Überschuss an Drp1 die 

gehemmte Funktion von CDK5 auszugleichen.  

Die an Neuronenpopulationen gewonnen Daten deuten allerdings im Gegensatz zu den 

Messungen an einzelnen Mitochondrien auf einen stärkern protektiven Effekt der CDK5 

Hemmung hin, wenn auch der Anteil der Neurone mit fragmententierten Mitochondrien nur 

zu ca. 25 % verringert bleibt.  

78 



Ergebnisse 

0

20

40

60

80

100

0 0,5 1 2 4 6

Staurosporin Inkubation [h]Ze
lle

n 
m

it 
fr

ag
m

en
tie

rte
n 

M
ito

ch
on

dr
ie

n 
[%

]
__

Kontrolle
CDK5         +Drp1

CDK5
Drp1

N144

N144 

 

Abbildung 45: CDK5N144 und mitochondriale Fragmentation.  

Die Anzahl der Neurone mit fragmentierten Mitochondrien (Abszisse) wurde nach unterschiedlichen 
Inkubationsdauern (Ordinate) mit 1µM Staurosporin durch Klassifizierung von 384 Neuronen (100 %) aus drei 
unabhängigen Kulturen für jeden Messpunkt ermittelt. Die Mitochondrien aller Neurone waren durch 
pDsRed2-Mito Transfektion markiert. Außer der Kontrollbedingung (weiß) wurden Kotransfektionen mit Drp1 
(dunkelgrau), CDK5N144 (schwarz) und Drp1 und CDK5N144 (hellgrau) untersucht.  
Im Verlauf der Apoptose nimmt der Anteil der Kontrollneurone mit fragmentierten Mitochondrien zu. Die Über-
expression von Drp1 resultiert nicht in einer signifikanten Veränderung in Relation zur Kontrolle. Überexpres-
sion von CDK5N144  dagegen führt zu einer signifikanten Verminderung der mitochondrialen Fragmentation 
(Zeitverläufe durch Linien hervorgehoben, *: p<0,05, t-Test), welche durch die gleichzeitige Expression von 
Drp1 allerdings aufgehoben wird. Die Expression von CDK5N144 scheint bei langer Staurosporininkubation 34 % 
der Neurone vor Zerfall der Mitochondrien zu schützen. Ohne Hemmung von CDK5 besitzen lediglich 10 % der 
Neurone intakte Mitochondrien. 
 

Die Expression von CDK5 fördert neben der mitochondrialen Fragmentation auch den 

Ablauf des programmierten Zelltodes. Bisher wurde gezeigt, dass im Apoptoseprozess die 

Hemmung der CDK5- Aktivität zu einer verminderten Zerfallsrate der Mitochondrien führt. 

Die Auswirkungen einer CDK5 Hemmung auf den Statuts der gesamten Zelle wurde 

wiederum durch Bestimmung der Cytochrom c Freisetzung und dem Anteil apoptotischer 

Kerne untersucht. 

Überexpression von CDK5 führt neben der beschriebenen verminderten Zerteilungsrate der 

Mitochondrien auch zu einer verminderten Cytochrom c Freisetzung aus den Mitochondrien 

(siehe Abbildung 46). Dies führt vermutlich zu einer geringeren Effektivität der Apoptose-

kaskade was sich in der verminderten Zellkernfragmentation äußert (siehe Abbildung 47). 
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Die durch Überexpression von CDK5 nachgewiesenen Effekte können bei Apoptose-

induktion durch Expression der dominant negativen Mutante gehemmt werden.  
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Abbildung 46: Cytochrom c Freisetzung unter CDK5N144 Überexpression. 

Dargestellt ist der Anteil der Neurone die ein diffuses Cytochrom c Verteilungsmuster (Abszisse) mit (grau) und 
ohne Apoptoseinduktion (schwarz) zeigen. Jeder Messwert resultiert aus der Klassifizierung von 384 Neuronen 
(100 %) aus drei unabhängigen Kulturen. Die Neurone exprimierten pDsRed2-Mito (Kontrolle) und zusätzlich 
CDK5N144 bzw. CDK5N144 und Drp1.  
Ohne Apoptoseinduktion (schwarz) ist der Anteil an Neuronen mit diffusem Cytochrom c Verteilungsmuster 
durch CDK5N144/Drp1 Überexpression nicht beeinflussbar. Diese Cytochrom c Freisetzung betrifft weniger als 
10 % der Neurone und ist vermutlich durch die nicht optimalen Kulturbedingungen im Experiment verursacht. 
Die zweistündige Staurosporininkubation (grau) induziert einen Anstieg der Kontrollneurone mit zellulärer 
Cytochrom c Freisetzung. Dieser Anstieg wird durch Überexpression von CDK5N144 signifikant (t-Test, 
*: p<0,05) vermindert. Bei gleichzeitiger Expression von Drp1 zeigt sich wieder der Cytochrom c Freisetzungs-
grad der unbehandelten Neurone. 
 

Die Apoptoserate kann somit durch die Überexpression von CDK5N144 reduziert werden, 

was CDK5 als notwendiges Protein für die Apoptose bestätigen. CDK5 scheint über Modifi-

kationen an den Mitochondrien mit der Apoptosekaskade zu interagieren, da die Hemmung 

von CDK5 bereits in einer verminderten Cytochrom c Freisetzung resultiert, die verminderte 

Zellkernfragmentation kann als Folgeresultat der verminderten Cytochrom c Freisetzung 

interpretiert werden. Die vermehrte Zerteilung der Mitochondrien ist wie die Cytochrom c 

Freisetzung ein dem Zerfall der Kerne zeitlich vorgelagerter Prozess innerhalb der Apoptose 

(vergleiche Abbildung 45 und Abbildung 47). Ebenso wie für die Mitochondrien wird auch 

der neuroprotektive Effekt von CDK5N144 auf die nucleäre Fragmentation durch Überex-

pression von Drp1 aufgehoben (siehe Abbildung 47). Der wieder verstärkte mitochondriale 

Zerfall bei Drp1 Expression geht ebenfalls mit einer fast völligen Anhebung der 

Cytochrom c Freisetzung auf das normal apoptotische Niveau einher (siehe Abbildung 46). 

80 



Ergebnisse 

0

20

40

60

80

100

0 0,5 1 2 4 6
Staurosporin Inkubation [h]

Ze
lle

n 
m

it 
ap

op
to

tis
ch

en
 N

uc
le

i [
%

]
__

Kontrolle
CDK5         +Drp1
CDK5   
Drp1

N144

N144

 

Abbildung 47: Neuroprotektiver Effekt von CDK5N144. 

Im obigen Diagramm wurden nach unterschiedlichen Inkubationsdauern (Ordinate) mit 1µM Staurosporin je 
Messpunkt 384 Neurone (100 %) aus drei unabhängigen Kulturen nach ihrem Apoptosestatus (apoptotische 
Zellkerne, Abszisse) klassifiziert. Alle dCSM14.1 Neurone wurden einer Transfektion (pDsRed2-Mito) unter-
zogen, je nach Versuchsbedingung erfolgten Kotransfektionen mit Drp1 (dunkelgrau), CDK5N144 (schwarz) oder 
CDK5N144/Drp1 (hellgrau). Im Verlauf der induzierten Apoptose nimmt der Anteil der Kontrollneurone (weiß) 
mit apoptotischen Nuclei zu. Überexpression von CDK5N144  führt zu einer signifikanten Verminderung der 
apoptotischen Neurone (Zeitverläufe durch Linien hervorgehoben, *: p<0,05, t-Test). Der Anteil apoptotischer 
Neurone scheint ein Plateau bei 29 % der Neurone zu erreichen. Dieser neuroprotektive Effekt von CDK5N144 
wird durch die parallele Überexpression von Drp1 eliminiert. Die Expression von Drp1 alleine führt nicht zu 
einer vermehrten Apoptose, so dass die Aufhebung nicht auf die alleinige Expression von Drp1 zurückzuführen 
ist. 

3.1.6.4.2 Hemmung von CDK5 durch Indolinon A  
Zur Bestätigung der mit CDK5N144 erhobenen Effekte wurde CDK5 zusätzlich pharmako-

logisch inhibiert. Dafür wurde die Substanz Indolinon A (IC50: 5nM) verwendet, die sehr 

spezifisch für CDK5 ist und erst ab hohen Konzentrationen über 1 µM andere Zelltod 

fördernde Kinasen wie z.B. JNK beeinflusst (Weishaupt et al. 2003). Indolinon A wurde von 

Boeringer Ingelheim KG produziert. Es ist bekannt, dass Indolinon A mit ATP um die 

Bindungsstelle von CDK5 konkurriert (Weishaupt et al. 2003). Durch Indolinon A können 

die Resultate bei Verwendung einer dominant negativen Mutante verifiziert und unter 

Umständen präzisiert werden. Die Hemmung von CDK5 durch die Behandlung der Neurone 

mit Indolinon A resultierte in einer verminderten mitochondrialen Fragmentation (siehe 

Abbildung 48). Es handelt sich wiederum um eine Verminderung der mitochondrialen 

Zerteilungsrate.  

81 



Ergebnisse 

Bedingung Lend

[%]
τ1/2

[min] r2

STS 32,6% 21,3 0,954
IndA+STS 73,7% ∞ 0,745
IndA+Drp1
   +STS 25,1% 29,9 0,820

 

Abbildung 48: Apoptotische Fragmentation der Mitochondrien bei Indolinon A Behandlung. 

Dargestellt ist die normierte Mitochondrienlänge in Abhängigkeit von der Staurosporininkubationsdauer, nähere 
Details siehe Abbildung 16. Die Messwerte mit Standardfehlern geben die mitochondriale Länge von Neuronen, 
die mit Drp1 kotransfiziert (grün) oder nur mit pDsRed2-mito transfiziert (blau) sind. Die Neurone wurden 12 
Stunden vor Aufnahmebeginn mit Indolinon A behandelt. Die durchgezogene rote Linie gibt die genäherte 
Reaktion unbehandelter Neurone, die gestrichelten Linien Indolinon A behandelter Zellen wieder.  
Die Behandlung mit dem chemischen CDK5 Inhibitor Indolinon A vergrößert die Halbwertszeit der mito-
chondrialen Fragmentationsgeschwindigkeit stark (vergleiche Tabelle). Der Effekt der Hemmung von CDK5 
kann durch die gleichzeitige Überexpression von Drp1 aufgehoben werden (grün). Durch die gleichzeitige 
Expression von Drp1 stellt sich wieder ein exponentieller Zerfall der Mitochondrien ein (vergleiche Tabelle). 
 

Die Klassifizierung nach dem Fragmentationsgrad zeigt eine Plateaubildung, so dass von 

einem langanhaltenden neuroprotektiven Effekt ausgegangen werden kann (siehe 

Abbildung 49). In beiden Experimenten wird der Indolinon A induzierte Effekt durch 

Überexpression von Drp1 vermindert. Beachtenswert ist allerdings, dass Überexpression von 

Drp1 in apoptotischen Neuronen zu keiner verstärkten mitochondrialen Zerteilung führt 

(siehe Abbildung 25 und Abbildung 49).  
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Abbildung 49: Indolinon A und Fragmentation der Mitochondrien. 

Der Anteil der Neurone mit fragmentierten Mitochondrien (Abszisse) wurde nach unterschiedlichen Inkubations-
dauern (Ordinate) mit 1µM Staurosporin durch Klassifizierung von je 384 Neuronen (100 %) aus drei unabhän-
gigen Kulturen für jeden Messpunkt ermittelt. Die Mitochondrien aller Neurone waren durch pDsRed2-Mito 
Transfektion markiert. Neben unbehandelten (weiß, Kontrolle) und Drp1 transfizierten Neuronen (dunkelgrau) 
wurde der Effekt der Indolinon A Behandlung (siehe Kapitel 2.4.1) mit (hellgrau) und ohne (schwarz) Drp1 
Kotransfektion untersucht. 
Im Verlauf der Apoptose nimmt der Anteil der Kontrollneurone mit fragmentierten Mitochondrien zu. Die Über-
expression von Drp1 resultiert nicht in einer signifikanten Veränderung dieses Verhaltens.  
Die Behandlung mit Indolinon A führt zu einem signifikant niedrigeren Fragmentationsanteil (38 % statt 97 %) 
(Zeitverläufe durch Linien hervorgehoben, *: p<0,05, t- Test), welcher durch die gleichzeitige Expression von 
Drp1 aufgehoben wird.  
 

Die bekannten Effekte der CDK5N144 Überexpression auf die Apoptose können mit 

Indolinon A verifiziert werden (siehe Abbildung 50 und Abbildung 51). Die Behandlung der 

Neurone mit Indolinon A zeigt einen vergleichbaren neuroprotektiven Effekt. Bei 

gleichzeitiger Überexpression von Drp1 konnte der neuroprotektive Effekt ebenfalls nicht 

aufrecht erhalten werden, die Neurone waren nicht mehr vor der Apoptose geschützt.  

Die starke Ähnlichkeit der Ergebnisse bei unterschiedlicher Beeinflussung von CDK5 

(Indolinon A und CDK5N144) bestätigt die Funktion von CDK5 als ein regulatorisches 

Protein während der apoptotischen mitochondrialen Zerteilung und neuronalen Apoptose. 

Allerdings ist beachtenswert, dass Indolinon A, obwohl es nach Herstellerangaben spezifisch 

CDK5 direkt inaktiviert, ebenfalls durch Drp1 Überexpression abgeschwächt werden kann.  
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Abbildung 50: Cytochrom c Freisetzung unter Indolinon A Behandlung. 

Dargestellt ist der Anteil der Neurone die ein diffuses Cytochrom c Verteilungsmuster (Abszisse) mit (grau) und 
ohne Apoptoseinduktion (schwarz) zeigen. Jeder Messwert resultiert aus der Klassifizierung von 384 Neuronen 
(100 %) aus drei unabhängigen Kulturen. Die Neurone exprimierten pDsRed2-Mito (Kontrolle) und zusätzlich 
Drp1. Der Effekt der Indolinon A Behandlung wurde sowohl in Drp1 exprimierenden Zellen wie auch nicht 
Drp1 exprimierenden Zellen untersucht.  
Ohne Apoptoseinduktion (schwarz) ist der Anteil an Neuronen mit diffusem Cytochrom c Verteilungsmuster 
durch Indolinon A Behandlung bzw. zusätzlicher Drp1 Überexpression nicht beeinflussbar. Diese Cytochrom c 
Freisetzung betrifft weniger als 9 % der Neurone und ist vermutlich durch die nicht optimalen Kulturbedingun-
gen im Experiment verursacht. Die zweistündige Staurosporininkubation (grau) induziert einen Anstieg der 
Kontrollneurone mit zellulärer Cytochrom c Freisetzung. Dieser Anstieg wird durch die Behandlung mit 
Indolinon A signifikant (t-Test, *: p<0,05) vermindert. Bei gleichzeitiger Expression von Drp1 wird der Effekt 
der CDK5 Inhibition auf die Cytochrom c Freisetzung teilweise aufgehoben.   
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Abbildung 51: Indolinon A und Apoptose. 

Im obigen Diagramm wurden nach unterschiedlichen Inkubationsdauern (Ordinate) mit 1µM Staurosporin je 
Messpunkt 384 Neurone (100 %) aus drei unabhängigen Kulturen nach ihrem Apoptosestatus (apoptotische 
Zellkerne, Abszisse) klassifiziert. Alle dCSM14.1 Neurone wurden einer Transfektion (pDsRed2-Mito) unter-
zogen. Als Kontrollen wurden Neurone genutzt, die entweder pDsRed2-Mito (weiß) oder zusätzlich Drp1 
(dunkelgrau) exprimierten. Der Effekt der Indolinon A Behandlung wurde für beide Bedingungen untersucht 
(schwarz und hellgrau). Im Verlauf der Apoptose nimmt der Anteil der Kontrollneurone (weiß) mit 
apoptotischen Nuclei zu. Die Überexpression von Drp1 veränderte die Apoptoserate nicht signifikant. Inkubation 
mit Indolinon A führt dagegen zu einer signifikanten Verminderung der apoptotischen Neurone (Zeitverläufe 
durch Linien hervorgehoben, *: p<0,05, t-Test). Die durch die Behandlung mit Indolinon A verringerte 
Apoptoserate wird durch die parallele Überexpression von Drp1 wieder etwas erhöht, erreicht allerdings nicht 
ganz das Ausgangsniveau (Kontrolle). Drp1 exprimierende Neurone zeigen geringe Veränderungen der 
Apoptosereaktion bei Zugabe von Indolinon A.  

3.1.6.4.3 Herabregulation von CDK5 durch siRNS  
Die CDK5 Hemmung erfolgte bisher durch eine dominant negative Mutante von CDK5 und 

einen pharmakologischen CDK5 Inhibitor. Um mögliche Artefakte auszuschließen, die bei 

Hemmung der endogenen CDK5’s auftreten könnten (z.B. Co-Hemmung anderer Kinasen), 

wurde das CDK5 Proteinexpressionslevel zusätzlich durch siRNS Transfektionen herabre-

guliert (siehe Abbildung 52). Das Verfahren der siRNS Transfektion ist wesentlich spezi-

fischer für CDK5 und schließt weitere CDK5 beeinflusste Effekte gänzlich aus, da CDK5 

bereits endogen in geringeren Maßen translatiert wird. Weder die Morphologie der Zelle 

noch der Mitochondrien wurde durch Transfektion mit siRNS gegen CDK5 verändert (siehe 

Abbildung 52), so dass die Neurone ohne Apoptoseinduktion eine natürliche Morphologie 

zeigten.  
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Abbildung 52: siRNS Transfektionen. 

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer Zelle, deren Mitochondrien durch mt-GFP 
markiert sind (links, grün). Die siRNS gegen CDK5 ist mit Cy3 markiert (Mitte, rot). Rechts ist die Überlager-
ung der beiden Aufnahmen dargestellt.  
Nicht alle Neurone sind mit mt-GFP und siRNS kotransfiziert (Pfeil). Die transfizierten Neurone zeigen keine 
morphologischen Anomalien. Die Fluoreszenz-markierte siRNS war im gesamten Zytoplasma punktiert und 
diffus nachweisbar. Allerdings war die Transfektionseffizienz gering, für die weiteren Experimente wurden 
ausschließlich Neurone verwendet, die sowohl mt-GFP und siRNS exprimierten. 
 

Die Transfektion mit siRNS gegen CDK5 erwies sich als erfolgreich. Densiometrische 

Auswertungen von Western Blot Analysen ergaben eine Reduktion des CDK5 Expressions-

levels um 62 % (siehe Abbildung 53). Die Herabregulierung von CDK5 auf mRNS Ebene 

resultierte ebenso wie die anderen CDK5 Inhibitionsformen in einer verminderten 

Fragmentation der Mitochondrien und Zellkerne (siehe Abbildung 54 und Abbildung 55) 

während der Apoptose. Der Effekt ist mit siRNS sogar deutlich stärker als bei den vorange-

gangenen Experimenten. Die Daten der siRNS Transfektionen bestätigen, dass CDK5 ein 

Regulator der mitochondrialen Zerteilung ist.  

 

Abbildung 53: CDK5 Proteinexpression bei siRNS. 

Abgebildet ist eine Western Blot Analyse der CDK5 Expression nach siRNS Transfektionen sowie die dazuge-
hörige Ladekontrolle (ß-Tubulin). Pro Versuchsbedingung wurden 20µg Zelllysat genutzt. Zur Detektion wurde 
ein polyklonaler Antikörper gegen CDK5 (siehe Tabelle 6) verwendet, welcher eine CDK5-Bande wie erwartet 
bei 35 kDa erkennt.  
Die Transfektion mit siRNS (anti CDK5) regulierte das CDK5 Proteinlevel auf 38 % der Kontrolltransfektion 
(anti EGFP) herab (densiometrische Auswertung, siehe Kapitel 2.3.4). 
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Bedingung Lend

[%]
τ1/2

[min] r2

STS 32,6% 21,3 0,954
siRNS(anti 
   CDK5)+STS 0,0% 369 0,739

siRNS (anti 
   GFP)+STS 14,6% 23,4 0,983

 

Abbildung 54: Apoptotische mitochondriale Fragmentation in Abwesenheit von CDK5. 

Dargestellt ist die normierte Mitochondrienlänge in Abhängigkeit von der Staurosporininkubationsdauer, weitere 
Erläuterung siehe Abbildung 16. Die Neurone wurden mit 33nM anti GFP siRNS (grün) oder mit 33nM anti 
CDK5 siRNS (blau) transfiziert. Die durchgezogene rote Linie gibt die genäherte Reaktion der unbehandelten 
Neurone auf den Apoptosestimulus, die gestrichelten Linien geben die genäherten Reaktionen der siRNS 
transfizierten Neurone wieder. 
Die Expression der anti CDK5 siRNS erhöht die Halbwertzeit der mitochondrialen Fragmentation auf das 
17-fache, wohingegen die Halbwertszeit bei Expression von anti GFP siRNS nur unwesentlich beeinflusst wird 
(siehe Tabelle). 
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Abbildung 55: siRNS und der Zerfall der Zellorganelle. 

Rechts ist der Anteil apoptotischer Neurone bei siRNS (anti-CDK5) Transfektion mit (hellgrau) und ohne (weiß) 
kotransfiziertem Drp1 dargestellt. Links ist der Anteil der Neurone dargestellt, die unter gleichen Bedingungen 
zerfallene Mitochondrien aufzeigen. Beide Diagramme haben zur Beurteilung der Effekte eine Kontrollmessung 
nicht siRNS exprimierender Neurone mit (schwarz) und ohne Apoptoseinduktion (dunkelgrau).  
Die Herabregulation von CDK5 durch siRNS weist einen signifikant verminderten Anstieg an Neuronen mit 
fragmentierten Mitochondrien und apoptotischen Zellkernen auf (t-Test, *: p<0,05), der durch die parallele 
Überexpression von Drp1 nicht aufgehoben wird.  
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3.2 Primäre Mittelhirnneurone 
Die bisher vorgestellten Daten wurden an einer immortalen Zelllinie (dCSM14.1 Neurone) 

erhoben. Diese Neurone sind auf Grund ihres großen Zytoplasmas und der hohen Transfek-

tionseffizienz prädestiniert für Beobachtung intrazellulärer Prozesse mit hoher räumlicher 

Auflösung. Um mögliche Artefakte auszuschließen, wurden die grundlegendsten 

Experimente jedoch an Kulturen primärer Mittelhirnneurone wiederholt und verifiziert.  

Die Mittelhirnneurone entsprechen weitgehend den Neuronen im intakten Organismus und 

sind im Gegensatz zu den Neuronen der dCSM14.1 Zelllinie direkt aus dem Gehirn isoliert 

(siehe Kapitel 2.1.2) und genetisch nicht modifiziert, sie unterliegen allerdings auch Einflüs-

sen aus ihrer Kultivierung. dCSM14.1 Neurone und primäre Mittelhirnneurone gehören zu 

den dopaminergen Neuronen. Diese Neurone sind besonders relevant, um Rückschlüsse auf 

verschiedene Krankheitsbilder zu ziehen.  

 

Abbildung 56: Primäre Mittelhirnneurone vor und nach Apoptoseinduktion. 

Dargestellt sind zwei fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Mitochondrien von einem pDsRed2-Mito 
transfizierten Neuron. Das Neuron stammt aus dem Mittelhirn einer embryonalen Ratte (E14) und war zum Zeit-
punkt der Aufnahme zwei Tage in Kultur (siehe Kapitel 2.1.2). Nach der Bildaufnahme links wurde die Zelle für 
2 h mit 1 µM Staurosporin inkubiert, die apoptotischen Veränderungen der Mitochondrien sind rechts sichtbar. 
Die Mitochondrien der unbehandelten Zelle (links) besitzen eine elongierte Form mit einer durchschnittlichen 
Länge von 5,7 µm ±1,8 µm. Die Messwerte und Standardfehler ermitteln sich aus der Vermessung von je zehn 
Mitochondrien fünf einzelner fixierter primärer Mittelhirnneurone. Nach Apoptoseinduktion (rechts) sind die 
Mitochondrien von kleiner runder Form und das Zellvolumen ist verringert. 
 

Die Mitochondrien der primären Mittelhirnneurone wiesen eine elongierte Form auf, die sich 

während der Apoptose analog zu den Mitochondrien der dCSM14.1 Neurone veränderte 

(siehe Abbildung 56). Im Gegensatz zu den Mitochondrien der dCSM14.1 Neurone befan-

den sich die Mitochondrienfragmente der primären Mittelhirnneurone während der Apoptose 

auch in den Fortsätzen.  
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3.2.1 Zeitverlauf des mitochondrialen Zerfalls  
Die Formveränderung der Mitochondrien nach Apoptoseinduktion basierte ebenfalls auf 

einer erhöhten Zerteilungsrate (siehe Abbildung 57). Infolgedessen wurde wiederum die 

Mitochondrienlänge als Parameter für die mitochondriale Formveränderung genutzt. Die 

Vermessung der Mitochondrienlänge zu verschiedenen Zeitpunkten der Apoptose ergab ein 

den dCSM14.1 Neuronen ähnlichen exponentiellen Zerfall (siehe Abbildung 58), der annä-

hernd die gleiche Zerfallsgeschwindigkeit aufweist. Die Extrapolation des Zerfalls in 

primären Mittelhirnneuronen zeigt eine kürzere Endlänge der Mitochondrien als in 

dCSM14.1 Neuronen. 

  
0 min 30 min 

  
60 min 90 min 

Abbildung 57: Morphologische Veränderung der Mitochondrien während der Apoptose.  

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Mitochondrien eines pDsRed2-Mito transfizierten 
primären Mittelhirnneurons, welches sich seit zwei Tagen in Kultur befand. Die Zeitangaben geben die Beob-
achtungsdauer einer Zeitreihenaufnahme (siehe Kapitel 2.4.5) an, nach der ersten Aufnahme (Zeitpunkt 0) wurde 
durch Zugabe von 1 µM Staurosporin Apoptose induziert. Der Bildausschnitt (oben rechts) zeigt die vergrößerte 
Darstellung eines Mitochondriums im Verlauf der Apoptose.  
Das obere linke Bild zeigt Mitochondrien (unbehandelt) von elongierter Form. Schon nach halb stündiger 
Staurosporininkubation ändern die Mitochondrien des Neurons ihre Morphologie von einer elongierten zu einer 
fragmentierten Form. Die Ausschnittsvergrößerung zeigt exemplarisch die Zerteilung eines Mitochondriums in 
zwei Fragmente. Nach 90 min Staurosporininkubation sind die Mitochondrien des Neurons kleine, runde 
Strukturen (rechts unten). Im Gegensatz zu den dCSM14.1 Zellen (siehe Abbildung 15) sammeln sich die 
fragmentierten Mitochondrien nicht vorwiegend um den Zellkern, sondern verbleiben auch in den Fortsätzen des 
primären Mittelhirnneurons.  
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Bedingung Lend

[%]
τ1/2

[min] r2

STS (dCSM) 32,6% 21,3 0,954
STS (PZ) 13,9% 26,4 0,997

Abbildung 58: Kinetik der mitochondrialen Fragmentation in Mittelhirnneuronen. 

Dargestellt ist die normierte Mitochondrienlänge in Abhängigkeit von der Staurosporininkubationsdauer. Nähere 
Beschreibung siehe Abbildung 16. Die Messwerte mit Standardfehlern stammen von je zehn Mitochondrien aus 
je drei einzelnen primären Mittelhirnneuronen (blau) und dCSM Zellen (rot). Die durchgezogenen Linien geben 
die genäherten Reaktionen der Neurone auf die Staurosporininduktion (STS) durch einen exponentiellen Abfall 
wieder.  
Die Mitochondrienlänge beider Neuronentypen reagiert auf den Apoptosestimulus ähnlich. Die Zerfallsge-
schwindigkeit ist bei den primären Mittelhirnneuronen annähernd gleich zu den dCSM 14.1 Zellen (vergleiche 
rechte Tabelle). 

3.2.2 Drp1 in Mittelhirnneuronen  
Drp1 konnte als notwendiger Faktor für die mitochondriale Fragmentation in dCSM14.1 

Neuronen identifiziert werden. Durch Drp1 Hemmung wurde die mitochondriale Fragmen-

tation während der Apoptose vermindert (siehe Abbildung 24). Analog dazu resultierte die 

Überexpression von Drp1K38A in primären Mittelhirnneuronen auch in einer verminderten 

mitochondrialen Fragmentation (siehe Abbildung 59). Durch Klassifizierung der Neurone 

nach ihrer Mitochondrienform konnte dies quantifiziert werden (siehe Abbildung 60). Unbe-

handelte Neurone zeigen in beiden Neuronentypen einen sehr ähnlichen Anstieg der 

Neurone mit fragmentierten Mitochondrien. Diese Ähnlichkeit ist auch in den Messungen 

des Anteils apoptotischer Neurone erkennbar, allerdings scheinen primäre Neurone auf 

Staurosporinbehandlung etwas später als dCSM Neurone zu reagieren. Der Anteil an 

Neuronen mit fragmentierten Mitochondrien erhöhte sich unter Drp1K38A Einwirkung nach 

einer Stunde Staurosporinbehandlung bei dCSM14.1 Zellen schneller als bei primären 

Mittelhirnneuronen. So erhöht sich der Anteil in dCSM14.1 Neuronen von 11,9 auf 43,2 %, 
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in Primärzellen jedoch nur von 14,7 auf 18,24 %. Während dCSM14.1 Neurone nach dieser 

schnellen Fragmentation nur noch langsame Änderungen zeigen, steigt der Anteil an 

Neuronen mit fragmentierten Mitochondrien in den primären Mittelhirnneuronen stark an 

(73,4 % nach zwei Stunden Apoptoseinduktion). Dieser hohe Messwert lässt auf einen 

verzögerten und nicht dauerhaft unterdrückten Zerfall der Mitochondrien in primären 

Mittelhirnneuronen schließen.  

Die mitochondriale Fragmentation während der Apoptose scheint in dopaminergen 

Neuronen generell von Drp1 abhängig zu sein. 

       

Abbildung 59: Drp1K38A Überexpression und mitochondriale Fragmentation. 

Abgebildet sind zwei fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines primären Mittelhirnneurons. Die Mitochond-
rien sind durch pDsRed2-Mito Transfektion markiert, zusätzlich exprimiert die Zelle Drp1K38A.  
Unbehandelt (links) besitzen die Mitochondrien eine elongierte Form. Nach zweistündiger Behandlung mit 1 µM 
Staurosporin (rechts) zeigen die Mitochondrien weiterhin eine elongierte Form und ähneln den Mitochondrien 
der Zelle vor Apoptoseinduktion. Wie bei den dCSM14.1 Neuronen hemmt die Überexpression von Drp1K38A 
die Fragmentation der Mitochondrien während der Apoptose.  
 

Neben der Funktion für die mitochondriale Zerteilung besitzt Drp1K38A in dCSM14.1 Zellen 

einen neuroprotektiven Effekt (siehe Abbildung 29). Dieser Effekt war in primären 

Mittelhirnkulturen ebenfalls vorhanden. Neurone besitzen bei Drp1K38A Überexpression 

weitaus weniger apoptotische Zellkerne als nicht Drp1K38A überexprimierende Neurone 

(siehe Abbildung 60). Der schützende Effekt der Drp1K38A Überexpression auf die Morpho-

logie der Zellkerne ist bei dCSM14.1 Neuronen (vergleiche Abbildung 29) und primären 

Mittelhirnneuronen nach einer Stunde Apoptoseinduktion annähernd gleich groß (10,4 % vs. 

14,1 %), nach zwei Stunden Apoptoseinduktion ist der höhere Apoptoseanteil der Mittel-

hirnneurone etwas deutlicher (9,3 % vs. 17,1 %). Der geringe Anstieg des Anteils apop-

totischer Neurone nach einer bzw. zwei Stunden Apoptoseinduktion ist analog zu Mess-
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werten an dCSM14.1 Neuronen. Dort sind die Messwerte in Drp1K38A überexprimierenden 

Neuronen bei kurzen Staurosporininkubationszeiten annähernd konstant und erst ab einer 

Inkubationszeit von ca. vier Stunden ist ein deutlicher Anstieg des Anteils mit apoptotischer 

Zellkerne zu verzeichnen (siehe Abbildung 29). Die primären Mittelhirnneurone wiesen 

bereits ohne Apoptoseinduktion einen größeren Anteil von Neuronen mit apoptotischen Zell-

kernen auf, was durch deren Empfindlichkeit auf die Transfektion bedingt sein könnte.  

Die Funktion von Drp1 in dCSM14.1 Zellen und primären Mittelhirnneuronen zeigt Paral-

lelen, was die Funktion des Drp1 bei der mitochondrialen Zerteilung wie auch innerhalb der 

Apoptosekaskade in dopaminergen Neuronen bestätigte. 
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Abbildung 60: Drp1K38A und Zerfall der Zellorganelle. 

Der Anteil der Neurone mit fragmentierten Mitochondrien und apoptotischen Zellkernen (Abszisse) wurde nach 
unterschiedlichen Inkubationsdauern (Ordinate) mit 1µM Staurosporin durch Klassifizierung von jeweils 210 
Neuronen (100 %) aus je drei unabhängigen Kulturen für jeden Messpunkt ermittelt. Die Mitochondrien aller 
Neurone waren durch pDsRed2-Mito Transfektion markiert. Neben den unbehandelten Kulturen (schwarz) 
wurden Kotransfektionen mit Drp1K38A (grau) untersucht.  
Im Verlauf der Apoptose nimmt der Anteil der Kontrollneurone mit fragmentierten Mitochondrien und Zell-
kernen zu. Die Überexpression von Drp1K38A zeigt eine signifikant verminderte Fragmentationsrate der Mito-
chondrien und Zellkerne (*: p<0,05, t-Test). 

3.2.3 CDK5 in Mittelhirnneuronen 
Die Ergebnisse der dCSM14.1 Neurone zeigen die Beteiligung von CDK5 an der mito-

chondrialen Zerteilung (siehe Kapitel 3.2.3). Der Drp1 Effekt scheint zumindest teilweise 

durch Drp1 vermittelt zu werden. Primäre Mittelhirnneurone zeigen wie die Zelllinien-

neuronen eine spontane Fragmentation der Mitochondrien bei Überexpression von 

p25/CDK5 (siehe Abbildung 61). Ebenfalls führt die Überexpression von p25/CDK5 zu 
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einem vermehrten Anteil an Neuronen mit apoptotischen Nuclei (siehe Abbildung 62), die 

primären Neurone weisen eine größere Sensibilität als dCSM Neurone auf (siehe 

Abbildung 41). Die gleichzeitige Überexpression von Drp1 verminderte den Effekt der 

p25/CDK5 Überexpression, eine Interaktion zwischen CDK5 und Drp1 existierte ebenfalls 

in primären Mittelhirnneuronen, wobei die Minderung der mitochondrialen Fragmentation in 

Primärzellen schwächer ist.  
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Abbildung 61: CDK5 und Apoptose. 

In obigen Diagrammen wurden je Messpunkt 210 Neurone (100 %) aus drei jeweils unabhängigen Kulturen nach 
ihrer Mitochondrienform (rechts) bzw. ihrem Apoptosestatus (links) klassifiziert. Die Mitochondrien waren 
durch Transfektion mit pDsRed2-Mito markiert. Neben unbehandelten Zellen (Kontrolle) wurden p25/CDK5 
(weiß) oder p25/CDK5/Drp1K38A überexprimierenden Zellen untersucht (hellgrau). 
p25/CDK5 Überexpression induziert in primären Mittelhirnneuronen einen Anstieg der Neuronen mit fragmen-
tierten Mitochondrien und apoptotischen Zellkernen. Der Anstieg der beiden Messgrößen wird durch die paral-
lele Überexpression von Drp1K38A signifikant (*: p<0,05, t-Test) vermindert, so dass der Anteil der Neurone mit 
fragmentierten Mitochondrien auf 46 % der mit apoptotischen Kernen auf 23 % sinkt. 
 

Um den Einfluss von endogenem CDK5 auf den mitochondrialen Zerteilungsapparat exem-

plarisch in primären Mittelhirnneuronen zu verifizieren, wurde das endogene CDK5 durch 

die Überexpression von CDK5N144 inhibiert. Die Hemmung resultierte in einer verminderten 

Längenreduktion der Mitochondrien während der Apoptose (siehe Abbildung 62), die sogar 

stärker gehemmt ist als bei den Zelllinienneuronen. Die Halbwertszeit des mitochondrialen 

Zerfalls ist mehr als doppelt so groß im Vergleich zu dCSM14.1 Neuronen (Halbwertszeit: 

dCSM14.1=81 min, PZ=224 min).  
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Bedingung Lend

[%]
τ1/2

[min] r2

STS (PZ) 13,9% 26,4 0,997
CDK5N144

  (PZ)+STS 0,0% 224 0,884

CDK5N144

  (dCSM)+STS 0,0% 81 0,961

Abbildung 62: Dynamik des mitochondrialen Zerfalls bei CDK5 Hemmung. 

Dargestellt ist die normierte Mitochondrienlänge in Abhängigkeit von der Staurosporininkubationsdauer, nähere 
Beschreibung siehe Abbildung 16. Die Messwerte mit Standardfehlern stammen von primären Mittelhirn-
neuronen, die entweder mit pDsRed2-mito (blau) oder zusätzlich mit CDK5N144 (rot) transfiziert sind. 
Zum direkten Vergleich ist der genäherte exponentielle Zerfall der CDKN144 überexprimierenden dCSM14.1 
Neuronen dargestellt (grün). Die durchgezogene blaue Linie zeigt die genäherte exponentielle Zerfallskurve der 
unbehandelten primären Mittelhirnneurone bei Staurosporinbehandlung.  
Die Abnahme der mitochondrialen Länge bei CDK5N144 Überexpression erfolgt bei achtfacher Halbwertszeit 
(siehe Tabelle). Die Zerfallsgeschwindigkeit ist somit durch CDK5N144 Überexpression bei den primären Mittel-
hirnneuronen noch stärker vermindert als bei dCSM14.1 Zellen (siehe Abbildung 43). Wie bei den Zelllinien-
neuronen scheint CDK5N144 Überexpression in primären Neuronen keinen dauerhaften protektiven Effekt auf die 
Mitochondrien auszuüben.  
 
Die Ähnlichkeit der Reaktionen beider Zelltypen (dCSM14.1 Neurone und primäre Mittel-

hirnneurone) verdeutlicht eine allgemeine Funktion von CDK5 in dopaminergen Neuronen 

und zeigt, dass die an dCSM14.1 Neuronen gewonnenen Daten ebenso auf Kulturen 

primärer Mittelhirnneurone übertragen werden können. 
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4 Diskussion 

4.1 Mitochondriale Morphologie 
Die natürliche Morphologie der Mitochondrien beruht auf einem Gleichgewicht zwischen 

Zerteilungs- und Verschmelzungsvorgängen (Bossy-Wetzel et al. 2003). In dieser Arbeit 

wurden elongierte Mitochondrien in dCSM14.1 Neuronen sowie in primären Mittelhirn-

neuronen nachgewiesen. Mitochondrien mit vergleichbarer Morphologie sind auch in 

anderen Zelltypen üblich. So konnten unter anderem in kortikalen Neuronen (Yuan et al. 

2006), Cos-7 Zellen, HeLa Zellen und humanen Fibroblasten (Karbowski et al. 2002) sowie 

in Hefen (Messerschmitt et al. 2003) elongierte Mitochondrien nachgewiesen werden. Die 

durchschnittliche Länge der Mitochondrien konnte in dopaminergen dCSM 14.1 und Mittel-

hirnneuronen mit ca. 5 µm (siehe Abbildung 13 und Abbildung 56) bestimmt werden. In 

anderen Zelltypen wurden meist ähnliche Mitochondrienlängen ermittelt. So beträgt die 

durchschnittliche Mitochondrienlänge in primären kortikalen Neuronen 2-4 µm (Rintoul et 

al. 2003).  

Die Morphologie der Mitochondrien änderte sich auffällig durch Apoptoseinduktion. In der 

vorliegenden Studie wurden drei unterschiedliche Apoptosestimuli eingesetzt. Alle drei Sub-

stanzen induzieren den intrinsischen Apoptoseweg, wenn sie dem Kulturmedium in geeig-

neter Konzentration zugesetzt werden. A23187 ist ein Calciumionophor, welches die 

Calciumkonzentration im Zytosol erhöht (Petersen et al. 2000). Es kommt dabei zur Ausbil-

dung einer mitochondrialen Permeabilitätspore, die zu einer Öffnung der inneren und 

äußeren Membran führt (Green und Kroemer 2004). Durch die Permeabilisierung der 

Membran werden apoptotische Proteine wie z.B. Cytochrom c ins Zytosol freigesetzt und 

der Apoptoseprozess aktiviert. Auch Staurosporin induziert den Apoptoseweg, indem es 

Caspase-3 aktiviert (Ceccatelli et al. 2004). MPP+ ein nigrostriales Toxin, hemmt den 

Komplex-I der Elektronentransportkette der Atmungskette (Kotake und Ohta 2003). Die 

Hemmung ist auf dopaminerge Neurone beschränkt und resultiert in einer verminderten 

ATP-Produktion. Ein zweiter Effekt der Komplex-I Blockade ist die erhöhte Produktion 

reaktiver Sauerstoffverbindungen, die zur DNS Schädigungen führen. Es kommt zur 

Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien und zur intrinsischen Aktivierung der 

Apoptosekaskade (Fiskum et al. 2003).  

Morphologische Veränderungen der Mitochondrien konnten auch mit anderen Apoptose-

stimuli in einer Vielzahl anderer Zelltypen beobachtet werden. Als weitere apoptoseinduzie-

rende Substanzen die morphologische Veränderungen der Mitochondrien verursachen sind 

zum Beispiel Ceramide (Pinton et al. 2001), NO (Barsoum et al. 2006), Etoposid (Sugioka et 
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al. 2004) und Glutamat (Rintoul et al. 2003) bekannt. Ebenso induziert die Überexpression 

von pro- apoptotischen Proteinen wie z.B. Bax und Bid (Arnoult et al. 2005) und auch mito-

chondrialen Influenza A Proteinen (Chen et al. 2001) sowie humanen mitochondrialen Cyto-

megalviren Proteinen (Chen et al. 2001, McCormick et al. 2003) mitochondriale 

Fragmentation. Die Vielzahl der beschriebenen Apoptose fördernden Substanzen, die zu 

einer Fragmentation der Mitochondrien beitragen, deuten darauf hin, dass ein genereller 

Zusammenhang zwischen mitochondrialer Zerteilung und Apoptose vorliegt, der nicht vom 

Stimulus abhängt. Die in dieser Arbeit genutzte Hemmung der ATP Synthese durch MPP+ 

führte in kortikalen Neuronen nicht zu einer veränderten mitochondrialen Morphologie, 

sondern lediglich zu einer Hemmung der Mitochondrienbewegung (Rintoul et al. 2003). 

Dies könnte auf eine Besonderheit der dopaminergen Neurone hindeuten.  

In der vorliegenden Studie zeigten dopaminerge Neurone unter Einfluss von drei unter-

schiedlichen Apoptoseinduktoren eine deutliche Verkürzung der durchschnittlichen Mito-

chondrienlänge. Alle drei Stimuli überführten die elongierte Form der Mitochondrien zu 

kleinen runden Strukturen, deren Länge um mindestens 60 % vermindert ist (siehe 

Abbildung 16). Die mitochondriale Fragmentation während der Apoptose ist für verschie-

dene Zelltypen innerhalb der Literatur beschrieben. In COS-7 Zellen zeigt sich eine Verän-

derung der Mitochondrienmorphologie während der Apoptose (Frank et al. 2001). Auch in 

primären kortikalen Neuronen (Barsoum et al. 2006) und in primären Neuronen des basalen 

Vorderhirns (Rintoul et al. 2003) wurden solche morphologischen Veränderungen der Mito-

chondrien während der Apoptose beobachtet. In Myoblasten, Astrocyten und HeLa Zellen 

wurde eine mitochondriale Fragmentation nach erhöhter Calciumkonzentration beschrieben 

(Duncan et al. 1980, Pinton et al. 2001). Neben den Beobachtungen in vitro beschreibt die 

Literatur sogar in niederen Lebewesen wie Caenorhabditis elegans eine Zerteilung der 

Mitochondrien während der in der Entwicklung stattfindenden Apoptose (Jagasia et al. 

2005). Die in dieser Studie bei Apoptose beschriebene Verlagerung der 

Mitochondrienfragmente zum Zellkern bestätigten die Experimente anderer Autoren (De 

Vos et al. 1998). Die beobachteten Veränderungen der Mitochondrienmorphologie innerhalb 

der Apoptose sind vom Apoptosestimulus unabhängig. Die drei genutzten Stimuli führen zu 

ähnlichen Zerfallskurven (siehe Abbildung 16). In allen drei Fällen zeigt sich ein 

exponentieller Zerfall mit fast gleicher Halbwertszeit auf einen ähnlichen Endwert. Wenn die 

Schwelle zur Apoptoseinduktion überschritten ist, scheint ein stereotyper Prozess 

stattzufinden, vergleichbar mit der Cytochrom c Freisetzung. Die hohen Regressionswerte an 

einen exponentiellen Zerfall sind durch eine konstante Zerteilungswahrscheinlichkeit und 

begrenzte Anzahl an Zerteilungsstellen erklärbar. So ist auch erklärbar warum die 



Diskussion 

97 

Mitochondrien selbst nach vollzogenen Zelltod eine minimale Größe nicht unterschreiten. 

Die Zerteilungsstellen könnten mit den in Kapitel 1.1.5.1 beschriebenen 

Matrixkonstriktionen bzw. Ansammlungen des Fis1 Proteins identisch sein.  

In den verwendeten dopaminergen dCSM14.1 Zellen konnte die mitochondriale Fragmenta-

tion bei Apoptoseinduktion bereits nach einer Minute nachgewiesen werden (siehe 

Abbildung 14). Diese schnelle Reduktion der Mitochondrienlänge nach Apoptoseinduktion 

deckt sich mit Angaben aus der Literatur. In kortikalen Neuronen wurde ein Zerfall der 

Mitochondrien in den ersten 10 min nach NO-Behandlung beschrieben (Barsoum et al. 2006, 

Yuan et al. 2006). In Kulturen von basalen Vorderhirnneuronen wurde sogar bereits nach 

fünfminütiger Glutamatbehandlung von einer drastischen morphologischen Veränderung 

berichtet (Rintoul et al. 2003).  

Die morphologische Veränderung der Mitochondrien während der Apoptose ist somit in ver-

schiedenen Zelltypen bzw. Lebewesen ein weit verbreitetes Phänomen. Eine mögliche Erklä-

rung für den Ursprung und die Bedeutung der starken morphologischen Veränderungen der 

Mitochondrien während der Apoptose könnte die Sporenbildung bei Bakterien aufzeigen. 

Mitochondrien sind mit α-Proteobakterien verwandt, von denen sie evolutionär abstammen 

(Endosymbiontentheorie). Bakterien reagieren als Stressantwort auf äußere Signale bzw. 

extreme Störung mit Sporulation, die analog zu der Fragmentation der Mitochondrien ab-

läuft (Frank et al. 2003). Da die Sporulation von Bakterien ein Anpassungsmechanismus auf 

die Umwelt darstellt, könnte die vermehrte Teilung der Mitochondrien ebenfalls als eine 

Anpassung an veränderte Umgebungsbedingungen angesehen werden. Die Fragmentation 

wäre somit ursprünglich eine Art Schutzfunktion, um auf Defizite im Energiehaushalt mit 

erhöhter Mitochondrienzahl zu reagieren. Während der Apoptose könnte diese Fähigkeit der 

Mitochondrien eine neue funktionelle Bedeutung bekommen haben.  

Die Veränderung der Mitochondrienmorphologie könnte auf prinzipiell unterschiedliche 

Mechanismen zurückzuführen sein. Neben einer erhöhten Zerteilungsrate könnte das 

Gleichgewicht zwischen Zerteilung und Verschmelzung durch eine verminderte Fusionsrate 

gestört sein. Weiterhin ist es denkbar, dass Mitochondrien durch Stoffwechselprozesse 

abgebaut werden oder ihre elongierte Form durch Anschwellen verlieren.  

Das Prinzip der morphologischen Veränderung der Mitochondrien ist aktuell in der Literatur 

umstritten. Viele Studien gehen ebenfalls von einer Erhöhung der Zerteilungsrate während 

der Apoptose aus. So wurden beispielsweise in primären kortikalen Neuronen nach 

Glutamatbehandlung von einer Abnahme der durchschnittlichen Länge berichtet (Rintoul et 

al. 2003). Im Gegensatz hierzu stehen Beobachtungen, dass die Verschmelzung der 

Mitochondrien innerhalb der Apoptose blockiert ist (Karbowski et al. 2004). 
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Formveränderungen von Mitochondrien ohne Volumenänderung konnten bisher nicht 

nachgewiesen werden. In einzelnen Untersuchungen konnte ein Anschwellen der 

Mitochondrien zwar nachgewiesen werden (Rintoul et al. 2003), hierauf folgt allerdings 

meist ein Zerteilungsvorgang. Einzelne Studien weisen darauf hin, dass Mitochondrien im 

Verlauf der Apoptose aufgelöst werden, wobei dieser Abbauprozess selbst Caspase 

unabhängig verläuft (Skulachev 2002, Tolkovsky et al. 2002). Diese Autophagie scheint 

allerdings, ein der mitochondrialen Zerteilung nachgelagerter Prozess zu sein, da er durch 

bekannte Zerteilungsproteine beeinflussbar ist (Xue et al. 2001). Obwohl die 

mitochondrialen Veränderungen auf vielen Mechanismen beruhen könnten, scheint eine 

Störung des Gleichgewichtes von Zerteilungs- und Verschmelzungsraten der vorherrschende 

Auslöser zu sein.  

In den Untersuchungen dieser Studie konnte eine Häufung von Zerteilungsvorgängen nach 

Apoptoseinduktion beobachtet werden. Eine gleichzeitig verminderte Fusionsrate kann nicht 

völlig ausgeschlossen werden. Dieser Mechanismus ist allerdings weniger wahrscheinlich, 

da die morphologischen Veränderungen durch die Überexpression von Drp1K38A fast voll-

ständig unterdrückt wurden.  

4.2 Funktion von Drp1 und Fis1  
Es existiert eine Modellvorstellung des molekularen Ablaufes der mitochondrialen Zertei-

lung (Bossy-Wetzel et al. 2003). Vermutlich nehmen Drp1 und Fis1 eine Schlüsselrolle ein 

(siehe Abbildung 5). Der Zerfall der Mitochondrien ist ein sehr schnell ablaufender Prozess 

der sofort nach Induktion der Apoptose einsetzt. Daher müssen die bei der Fragmentation 

beteiligten Proteine stetig in der Zelle vorhanden und jederzeit aktivierbar sein.  

In dieser Studie konnte belegt werden, dass Drp1 endogen in dopaminergen Neuronen 

vorhanden ist (siehe Abbildung 20). Dabei wurde gezeigt, dass Drp1 (ohne Apoptose-

induktion) in einem spezifischen Verteilungsmuster vorliegt und nicht kolokalisiert mit den 

Mitochondrien ist. Der Lokalisationsort konnte allerdings keiner zellulären Struktur zuge-

ordnet werden. Andere Studien konnten eine Kolokalisation mit dem endoplasmatischen 

Retikulum (Yoon et al. 1998) oder aber den Peroxisomen (Li und Gould 2003) zeigen. Eine 

solche Assoziation ist in dopaminergen Neuronen ebenso vorstellbar, da sie mit dem 

endogenen Drp1 Verteilungsmuster vereinbar ist (siehe Abbildung 19).  

Das andere postulierte Hauptprotein der mitochondrialen Zerteilung (Fis1) ist selbst bei 

Überexpression ausschließlich mit den Mitochondrien kolokalisiert (James et al. 2003). Die 

Position von Fis1 in der äußeren Mitochondrienmembran wurde durch Experimente in HeLa 

Zellen gezeigt (James et al. 2003). Durch Fis1 Mutanten konnte nachgewiesen werden, dass 
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das Protein mit seinem C-Terminus in den Mitochondrien verankert ist (James et al. 2003). 

Die Überexpression von Fis1 resultierte in Mitochondrien mit abnormalen Formen (siehe 

Abbildung 17 und Abbildung 18). Solche abnormalen Mitochondrienformen wurden eben-

falls in Cos-7 Zellen nach Expression von Fis1 beobachtet (James et al. 2003, Stojanovski et 

al. 2004) und stellenweise als Aggregate von Mitochondrien beschrieben (Koch et al. 2005). 

Der optische Eindruck lässt allerdings eher auf eine Vereinigung oder Anschwellung der 

Mitochondrien schließen, insbesondere da ringförmige Anordnungen von Fis1 sichtbar sind 

(siehe Abbildung 17). Diese ringförmigen Strukturen könnten potentielle Zerteilungsstellen 

der Mitochondrien darstellen.  

Die Überexpression von Drp1 zeigt keinen Effekt auf die Mitochondrienmorphologie bzw. 

auf ihren Zerfall während der Apoptose (Abbildung 22 und Abbildung 59). Die Mitochond-

rien besaßen bei Drp1 Überexpression die gleiche elongierte Form und Länge wie die Mito-

chondrien nicht Drp1 überexprimierender Neurone. In der Literatur werden meist ähnliche 

Beobachtungen beschriebenen (Mozdy et al. 2000, Smirnova et al. 1998), im Gegensatz 

hierzu zeigen einige Studien eine vermehrte Zerteilung bei Drp1 Überexpression (Szabadkai 

et al. 2004). Innerhalb der Apoptose ändert die Überexpression von Drp1 weder die 

Zerfallsgeschwindigkeit noch die bis zum Zelltod verbleibende Restgröße der Mitochondrien 

(siehe Abbildung 22). Im Gegensatz hierzu übt die Inhibition von Drp1 eine starke Wirkung 

auf die Mitochondrien innerhalb der Apoptose aus. Ohne Apoptoseinduktion zeigten die 

Mitochondrien keine morphologischen Veränderung bei Drp1 Hemmung (siehe 

Abbildung 21). Bei Apoptoseinduktion allerdings behielten die Mitochondrien der Drp1K38A 

transfizierten Neuronen ihre elongierte Form bei (siehe Abbildung 23 und Abbildung 59). 

Die verminderte mitochondriale Fragmentation während der Apoptose durch Inhibition von 

Drp1 konnte sowohl in den Zelllinienneuronen wie in Kulturen primärer Mittelhirnneuronen 

gezeigt werden (siehe Abbildung 24 und Abbildung 60). Ebenfalls wurde in Cos-7 Zellen 

(Frank et al. 2001, Smirnova et al. 2001), Fibroblasten (Breckenridge et al. 2003) und 

kortikalen Neuronen (Barsoum et al. 2006) eine Verminderung der mitochondrialen 

Fragmentation nach Drp1K38A Überexpression beschrieben. Der Effekt der Drp1K38A Über-

expression in dCSM14.1 Neuronen ist durch eine langanhaltende Blockierung der Fis1 

Bindungsstellen durch die dominant negative Mutante erklärbar. Die dominant negative 

Mutante ist auf Grund der Punktmutation nicht funktional. Da eine Bindung mit funktio-

nalem Drp1 nicht mehr möglich ist, teilen sich die Mitochondrien nicht. Somit konnte 

gezeigt werden, dass Drp1 für die Fragmentation der Mitochondrien zwingend erforderlich 

ist. Da seine Überexpression jedoch nicht zu einer Fragmentation der Mitochondrien führte, 

ist eine Regulation des Vorgangs mittels Erhöhung des Expressionslevels während der 
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Apoptose unwahrscheinlich. Drp1 scheint ständig in so hoher Konzentration vorzuliegen, 

dass es kein limitierender Faktor für die mitochondriale Zerteilung ist. Dies steht in Einklang 

mit dem gemessenen schnellen Zerfall. Weiterhin könnte die bereits endogen hohe 

Konzentration die Voraussetzung für eine konstante Zerfallswahrscheinlichkeit der 

Mitochondrien darstellen, wie im Kapitel 4.1 auf Grund des exponentiellen Abfalls 

postuliert. Als regulatorische Mechanismen kommen ein Transport des Drp1 zu den Mito-

chondrien oder eine Aktivitätserhöhung bzw. eine Aktivierung durch weitere Kofaktoren in 

Betracht. Die regulierenden Mechanismen dieser Prozesse sind noch nicht bekannt, und 

wurden unter anderem in dieser Arbeit erforscht. 

Drp1 steht in nicht apoptotischen Zellen mit den Mitochondrien nicht unmittelbar in 

Kontakt. Es konnte gezeigt werden, dass Drp1 Proteine nach Apoptoseinduktion mit den 

Mitochondrien kolokalisieren (siehe Abbildung 20), wo sie mit dem zweiten Protein Fis1 

einen Komplex bilden können, der die Zerteilung der Mitochondrien verursacht. Häufig 

scheinen sich die Drp1 Cluster wie eine Perlenschnur an die Mitochondrien anzulagern 

(siehe Abbildung 20), was den eingangs erwähnten Modellvorstellung zur mitochondrialen 

Fragmentation entspricht. Eine ähnliche Verschiebung von Drp1 zu den Mitochondrien nach 

Apoptoseinduktion wurde in HeLa Zellen beschrieben (Sugioka et al. 2004). 

Mitochondrien nutzen zur Aufrechterhaltung einer heterogenen Verteilung die Strukturen 

des Zytoskeletts (Anesti und Scorrano 2006). Aufgrund der ungleichen Größenverhältnisse 

und der schnellen apoptotischen Reaktion kann jedoch eher ein Transport von Drp1 bei der 

mitochondrialen Zerteilung postuliert werden. Der Transport von Drp1 zu den Mitochond-

rien ist abhängig von intakten Zytoskelettstrukturen (Abbildung 32). Er war in der vorliegen-

den Studie sowohl von den Aktin- wie Tubulinstrukturen abhängig und stellt ein möglichen 

Regelmechanismus der mitochondrialen Fragmentation dar. Die Messungen stehen im Ein-

klang zu anderen Untersuchungen, in denen eine Assoziation zwischen Drp1 und den 

Mikrotubuli beschrieben ist (Yoon et al. 1998). In HeLa Zellen konnte nachgewiesen 

werden, dass die Rekrutierung von Drp1 zu den Mitochondrien auf dem Tubulinskelett 

sowie den Motorproteinen Dynein und Dynaktin basiert (Varadi et al. 2004). Des Weiteren 

ist aus Versuchen mit nichtneuronalen Säugetierzellen bekannt, dass die Zerstörung des 

Aktinzytoskeletts zu einer verminderten Zerteilung der Mitochondrien führt (De Vos et al. 

2005). In dieser Studien wurde gezeigt, dass Drp1 mit den Aktinstrukturen des Zytoskeletts 

kolokalisiert und das die Zerstörung von Aktin die Rekrutierung von Drp1 zu den Mito-

chondrien inhibiert. Im Gegensatz zu den hiesigen Beobachtung konnte teilweise kein Ein-

fluss des Tubulinzytoskeletts auf die mitochondriale Zerteilung während der Apoptose 

beobachtet werden (De Vos et al. 2005). De Vos et al. erklärten ihre Beobachtungen 
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dadurch, dass die mitochondriale Zerteilung bei Abwesenheit eines intakten Tubulin-

zytoskeletts durch die bereits während der Zerstörung rekrutierten Drp1 Proteine vollzogen 

wird. 

4.3 Einfluss von Drp1 und Fis1 auf die Apoptose 
Die mitochondriale Fragmentation wurde durch Apoptose induzierende Substanzen ausge-

löst. Während bereits nach halbstündiger apoptoseinduzierender Staurosporininkubation die 

Hälfte der Neurone fragmentierte Mitochondrien aufwiesen, zeigten erst nach ca. einer 

Stunde die Hälfte der Neurone apoptotische Kerne (siehe Abbildung 25, Abbildung 29). 

Somit wird die mitochondriale Fragmentation durch Apoptoseinduktion schneller induziert 

als der Zerfall der Kerne. Dies lässt die Deutung des mitochondrialen Zerfalls als frühes 

Ereignis der Apoptosekaskade zu.  

Auch bei Überexpression und Hemmung der direkt beteiligten Protein zeigte sich immer 

eine verzögerte apoptotische Reaktion. Die Überexpression der beiden wichtigsten Proteine 

(Fis1 und Drp1) beeinflusste den Verlauf der Apoptose nur marginal. Die Überexpression 

von Fis1 führte trotz der abnormalen Mitochondrien nicht zu einem vermehrten Auftreten 

von apoptotischen Zellkernen (siehe Abbildung 29). Fis1 beeinflusst somit zwar die 

Morphologie der Mitochondrien sehr deutlich, dies ist jedoch nicht hinreichend für die 

Induktion der Apoptose. Die Funktion von Fis1 innerhalb der Apoptose wird in der Literatur 

kontrovers diskutiert. Im Gegensatz zu den Messwerten der vorliegenden Arbeit konnte z.B. 

in HeLa, HEK 293 und Cos-7 Zellen (James et al. 2003) Apoptose durch Überexpression 

von Fis1 induziert werden. In HeLa Zellen wurde eine Hemmung des Zelltod durch 

Herabregulierung von Fis1 beschrieben (Lee et al. 2004). In der selben Zelllinie konnte 

jedoch gezeigt werden, dass eine Herabregulierung von Fis1 den Verlauf der Apoptose (UV-

Strahlen induziert) nicht verzögert (Parone et al. 2006). Daher ergibt sich kein eindeutiges 

Bild, welche Auswirkungen Fis1 auf die Apoptose ausübt, in unterschiedlichen Zelltypen 

werden konträre Wirkungen beschrieben.  

Das zweite Hauptprotein des mitochondrialen Zerfalls (Drp1) zeigte in dieser Studie bei 

Überexpression keinen Einfluss auf den Verlauf der Apoptose. Drp1 Überexpression zeigte 

ebenso keinen Einfluss auf den apoptoseinduzierten Zerfall der Mitochondrien. Dies deckt 

sich mit der im vorangehenden Kapitel dargelegten Vermutung, dass Drp1 bereits endogen 

in so hoher Konzentration vorliegt, dass es für die betrachteten Vorgänge kein limitierenden 

Faktor darstellt (siehe Kapitel 4.2). Drp1 scheint bei einigen Zelltypen dennoch eine 

Sensibilisierung für Apoptoseinduktion durch Staurosporin zu bewirken (Karbowski et al. 

2002). Dieser apoptotische Effekt kann jedoch nicht immer belegt werden (Szabadkai et al. 
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2004). Apoptose kann durch Hemmung der mitochondrialen Fragmentation beeinflusst 

werden. Drp1K38A überexprimierende Neurone zeigen eine verminderte Ausbildung von 

apoptotischen Zellkernen (sieheAbbildung 29 und Abbildung 60). Der neuroprotektive 

Effekt der Inhibition von Drp1 deckt sich mit dem, der in anderen Zelltypen beschrieben ist. 

In HeLa und Cos-7 Zellen konnte bei Hemmung von Drp1 ebenso eine Blockade des 

Zelltodes nach Staurosporinbehandlung gefunden werden (Frank et al. 2001), in primären 

kortikalen Neuronen nach NO Behandlung (Barsoum et al. 2006). Die Resultate dieser 

Studie deuten daraufhin, dass durch das Verdrängen des Drp1 mittels der dominant 

negativen Mutante in ca. der Hälfte der Neurone die Apoptose verhindert wird. In diesen 

Neuronen zerfallen weder die Mitochondrien noch die Kerne. Bei Neuronen die trotz 

Drp1K38A Überexpression Apoptose erfahren ist der Verlauf wesentlich langsamer, der 

Zerfall setzt erst nach ca. vier Stunden ein (siehe Abbildung 29). Eine solche Verzögerung 

des Verlaufs der Apoptose kann auch durch direkte Herabregulation von Drp1 mittels siRNS 

erreicht werden (Sugioka et al. 2004). Dies deutet darauf hin, dass die morphologischen 

Veränderungen der Mitochondrien nicht bloß ein Epiphänomen während der Apoptose sind, 

sondern elementarer Bestandteil der initialen Apoptosekaskade.  

Bei Hemmung des mitochondrialen Zerfalls durch Überexpression von Drp1K38A konnte eine 

vermindert Cytochrom c Freisetzung nachgewiesen werden (Abbildung 28). Diese Befunde 

deuten daraufhin, dass die Cytochrom c Freisetzung zumindest anteilig eine Folge des 

mitochondrialen Zerfalls sein könnte. Beide Prozesse sind von ähnlicher Dauer und weisen 

eine invariante Zeitdynamik auf (Goldstein et al. 2000, Goldstein et al. 2005). In Drp1K38A 

überexprimierenden HeLa und Cos-7 Zellen ist ebenso eine verminderte Cytochrom c 

Freisetzung innerhalb der Apoptose beschrieben (Frank et al. 2001). Ebenfalls führt die 

Hemmung von Drp1 durch siRNS in den gleichen Zelltypen zu einer verminderten 

Freisetzung von Cytochrom c nach Apoptoseinduktion (Parone et al. 2006). Da Cytochrom c 

Freisetzung notwendigerweise die Apoptosekaskade aktiviert (Polster und Fiskum 2004) 

könnte dies der Grund für die anti- apoptotische Wirkung von verminderter mitochondrialer 

Zerteilung sein.  

Tat-Bcl-xL zählt zu den anti- apoptotischen Proteinen der Bcl2 Familie (Kilic et al. 2006). 

Die Hemmung der Apoptose wird durch eine verminderte Cytochrom c Ausschüttung verur-

sacht (Frieden et al. 2004), die wiederum auf einer Interaktion mit dem pro-apoptotischen 

Protein Bax beruht (Danial und Korsmeyer 2004). Auch in dopaminergen Neuronen führt 

die Behandlung mit Tat-Bcl-xL erwartungsgemäß zu einer deutlich verminderten Cyto-

chrom c Freisetzung aus den Mitochondrien und verminderten Ausbildung apoptotischer 

Zellkerne nach Staurosporinbehandlung (siehe Abbildung 30). Die Behandlung der Neurone 
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mit Tat-Bcl-xL besaß allerdings keinen schützenden Effekt für die Fragmentation der 

Mitochondrien während der Apoptose (siehe Abbildung 30). Dies bestätigen Experimente 

aus HeLa Zellen und primären kortikalen Neuronen, in denen die Expression von Bcl-xL 

ebenfalls die Apoptose hemmt ohne die mitochondriale Zerteilung zu vermindern (James et 

al. 2003, Sugioka et al. 2004, Yuan et al. 2006). Die beschriebene Wirkung von Bcl-xL ist 

allerdings nicht allen anti- apoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie gemein, da beispiels-

weise Bcl-2 die mitochondriale Zerteilung blockiert (Kong et al. 2005). Mitochondrien 

können somit zerfallen ohne gleichzeitig Cytochrom c freizusetzen, aber eine Hemmung des 

Zerfalls vermindert umgekehrt die Cytochrom c Freisetzung in den bekannten Fällen (siehe 

Abbildung 27).  

Die Notwendigkeit des mitochondrialen Zerfalls für den Ablauf des Apoptoseprozesses wird 

von Experimenten bei zerstörten Zytoskelett in Frage gestellt. Wie bereits dargelegt ver-

schiebt sich das Drp1 Verteilungsmuster zu Begin der neuronalen Apoptose zu den Mito-

chondrien hin (Abbildung 20, De Vos et al. 2005, Karbowski et al. 2002). Für diesen Trans-

port sind intakte Zytoskelettstrukturen notwendig. Für den Zerfall der Zellkerne selbst ist das 

Zytoskelett allerdings nicht von Bedeutung. Während der mitochondriale Zerfall sowohl bei 

Zerstörung des Aktinskelettes, also auch der Mikrotubuli vermindert ist (siehe 

Abbildung 33), zeigt sich kein vergleichbarer Einfluss auf die Apoptose selbst 

(Abbildung 35). Bei Zerstörung der beiden Skelettstrukturen geben die Mitochondrien Cyto-

chrom c ab (Abbildung 35), obwohl sie nicht durch einen Drp1-Fis1-Komplex zerteilt 

werden und ihre elongierte Form beibehalten. Die Zerstörung des Zytoskeletts stellt einen 

äußerstes unphysiologischen Zustand der Zelle dar. Nach Zerstörung des Zytoskeletts könnte 

die Apoptose durch unphysiologische Effekte bzw. andere Zelltodkaskaden, welche keine 

Zerteilung der Mitochondrien benötigen ermöglicht werden. Aktiviertes Drp1 könnte auch in 

geringem Umfang trotz Depolymerisierung des Zytoskeletts durch Diffusionsprozesse zu 

den Fis1 Bindungsstellen der Mitochondrien gelangen. Da die Zufuhr von Drp1 vermindert 

ist, ist die Ausbildung einer geschlossenen Struktur um das Mitochondrium nicht möglich, 

so dass eine Abschnürung unwahrscheinlich ist. Die Lokalisation geringer Mengen von Drp1 

könnte jedoch ausreichen, um die Freisetzung von Cytochrom c zu ermöglichen. 

In dem klassischen Apoptosemodell (Apoptoseinduktion durch Staurosporin), welches in der 

vorliegenden Arbeit überwiegend verwendet wurde, lässt sich jedoch feststellen, dass die 

mitochondriale Zerteilung zwar nicht hinreichend, aber notwendig für die neuronale Apo-

ptose ist . 
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4.4 Mitochondrialer Zerfall und Apoptose 
Die Freisetzung von pro-apoptotischen Proteinen, wie Cytochrom c aus den Mitochondrien 

ist von entscheidender Bedeutung für die Apoptose (Green und Kroemer 2004). Es ist weit-

gehend akzeptiert, dass die Freisetzung pro-apoptotischer Proteine durch eine Permeabilisie-

rung der äußeren Membran der Mitochondrien gesteuert wird (Cory und Adams 2002). 

Dieser Effekt wird durch pro-apoptotische Proteine der Bcl2 Familie vermittelt, 

insbesondere ist das Protein Bax essentiell (Wei et al. 2001), welches eine Pore in der 

mitochondrialen Membran formen kann. Wie Drp1 in der vorliegenden Studie liegt Bax 

zunächst inaktiv im Zytosol vor. Bei Apoptoseinduktion wird Bax aktiviert (Bouchier-Hayes 

et al. 2005, Huang und Strasser 2000) und zu den Mitochondrien transportiert. Die Proteine 

Bax und Drp1 kolokalisieren dann gemeinsam an den vermutlichen zukünftigen 

Teilungsstellen (Karbowski et al. 2002, Neuspiel et al. 2005). Diese Positionen könnten 

durch Fis1 definiert sein, da in Abwesenheit von Fis1 Bax nicht mehr zu den Mitochondrien 

verschoben wird (Lee et al. 2004). Beide Proteine werden vermutlich durch verschiedene 

Prozesse zuvor aktiviert. Für Bax ist eine Aktivierung durch tBit bekannt (Desagher et al. 

1999, Sugioka et al. 2004), die Aktivierung von Drp1 ist bisher unbekannt. 

Derzeit werden drei mögliche Zusammenhänge der mitochondrialen Zerteilung mit der 

Apoptosekaskade (Bax Pore) diskutiert (siehe Abbildung 63). Die Apoptose könnte in 

kausaler Abhängigkeit zum Zerfall der Mitochondrien stehen oder auch ein unabhängiger 

Prozess mit gleichem Auslöser sein. 

Die Befunde dieser Studie legen den Schluss nahe, dass die Zerteilung der Mitochondrien 

der Permeabilisierung der Mitochondrienmembran notwendigerweise vorausgeht. Es konnte 

nachgewiesen werden, dass die Ausschüttung von Cytochrom c den mitochondrialen Zerfall 

erfordert (siehe Abbildung 27). Hemmung von Drp1 durch eine dominant negative Mutante 

scheint die Bildung einer Bax Pore zu hemmen. Dies erlaubt eine plausible Erklärung der 

selektiven Hemmung der Apoptose durch Bcl-xL (siehe Abbildung 30), ohne die Drp1 

gesteuerte Rekrutierung von Bax zu behindern. Die Resultate mit Bcl-xL können nicht aus-

schließen, dass Drp1 und Bax unabhängig voneinander wirken. In diesem Fall müsste aller-

dings Drp1K38A neben Drp1 auch die Permeabilisierung der Mitochondrienmembran  

hemmen, was für eine spezifische dominant negative Mutante ungewöhnlich wäre. Beo-

bachtungen bei Zerstörung des Zytoskeletts, scheinen diese Erklärung in Frage zu stellen. 

Wie allerdings bereits im Kapitel 4.2 erläutert, ist die Einordnung dieser Resultate problema-

tisch und steht nicht unbedingt im Widerspruch zu den Drp1 Inhibitionsbefunden.  

Der Transport von Bax zu den Mitochondrien scheint durch Drp1 gesteuert zu sein, da 

Drp1K38A die Rekrutierung von Bax zu den Mitochondrien verhindert (Yuan et al. 2006). 
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Dies unterstützen Beobachtungen in Krebszelllinien, bei denen ein Ausschalten des Drp1 

Gens zu einer Reduktion von Bax Akkumulationen an den Mitochondrien führt (Neuspiel et 

al. 2005). Es konnte in einer Vielzahl von Experimenten gezeigt werden, dass die Cyto-

chrom c Freisetzung durch eine Hemmung von Drp1 während der Apoptose vermindert wird 

(Neuspiel et al. 2005, Sugioka et al. 2004). Die Freisetzung von Cytochrom c ist von der Bil-

dung einer Bax Pore in der mitochondrialen Membran abhängig. In Einklang dazu stehen 

Studien an verschiedenen Zelllinien und C. elegans die zeigen, dass eine vermehrte mito-

chondriale Zerteilung für die Apoptose notwendig ist (Bossy-Wetzel et al. 2003, Jagasia et 

al. 2005, Youle und Karbowski 2005). Dies deckt sich mit dem Befund, dass die Zerteilung 

der Mitochondrien der Aktivierung von Bax vorausgeht (Breckenridge et al. 2003). Einige 

Studien konnten jedoch eine gegensinnige zeitliche Reihenfolge feststellen (Arnoult et al. 

2005, Esseiva et al. 2004, Gao et al. 2001) und teilweise konnte kein Einfluss von Drp1K38A 

auf die Bax Dynamik festgestellt werden (Frank et al. 2001, Lee und Kim 2004). 

Der heutige Stand der Literatur vermittelt noch kein eindeutiges Bild (siehe Abbildung 63), 

unter Umständen existieren Unterschiede zwischen den einzelnen Spezies. In dieser Studie 

wurden Hinweise gefunden, dass in dopaminergen Neuronen die Freisetzung von Cyto-

chrom c von Drp1 abhängig ist.  
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Abbildung 63: Mögliche Aktivierung der mitochondrialen Zerteilung während der Apoptose 
(nach Parone und Martinou 2006). 

Zwei parallele Prozesse (A) 
Der Apoptosestimulus führt zu einer Anlagerung von Bax und Drp1 an die Mitochondrien. Das aktive Bax indu-
ziert die Drp1 abhängige Zerteilung der Mitochondrien und inhibiert gleichzeitig die Verschmelzung der Mito-
chondrien durch eine Interaktion mit Mitofusin 2. Ebenso bildet das aktive Bax eine Pore in der äußeren Mito-
chondrienmembran, wodurch es zur Freisetzung pro-apototischer Proteine kommt. 
Apoptose führt zu mitochondrialer Zerteilung (B) 
Der Apoptosestimulus führt zu einer Translokalisation von Bax an die Mitochondrien. Die Bildung von Bax 
Oligomeren resultiert in einer Freisetzung von Proteinen (u.a. DDP/TIMM8a und Cytochrom c). Das nun im 
Zytosol befindliche DDP/TIMM8a rekrutiert Drp1 zu den Mitochondrien und es kommt zur Zerteilung der 
Organellen. 
Mitochondriale Zerteilung führt zu Apoptose (C) 
Pro-apoptotische Signale führen zu einer Translokalisation von Drp1 zu den Mitochondrien. Als Folge der Drp1 
abhängigen mitochondrialen Fragmentierung wird eine Bax Pore gebildet, durch die pro-apototische Proteine 
freigesetzt werden.  

4.5 Regulation der mitochondrialen Zerteilung durch CDK5 
Der Zerfall der Mitochondrien konnte in dieser Arbeit als integraler Bestandteil des pro-

grammierten Zelltodes bestimmt werden. Darüber hinaus war es möglich, die Mechanismen, 

welche die Spaltung eines Mitochondriums bewirken weiter aufzuklären. Um Erkenntnisse 

über die Regulation der mitochondrialen Morphologie zu erhalten war es in der vorliegenden 

Studie hilfreich die Regulation anderer vergleichbarer zelluläre Mechanismen zu betrachten. 

Besonders deutlich sind Analogien zwischen der Umgestaltung der äußeren Mitochondrien-

membran und der Zellmembran. An der Regulation von Umgestaltungsprozessen der Zell-

membran ist häufig die Cyclin-abhängige Kinase 5 (CDK5) beteiligt. Innerhalb der Exo-
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cytose ist bekannt, dass die synaptischen Proteine Synapsin 1 (Matsubara et al. 1996) und 

Munc 18 (Fletcher et al. 1999) Substrate von CDK5 sind. Die Phosphorylierung von 

Munc 18 durch CDK5 ermöglicht die Abspaltung des Proteins von t-SNARE Syntaxin 1 und 

erlaubt somit eine Ausbildung des SNARE Komplex (siehe Kapitel 1.1.5.2). 

Die Abschnürung von Vesikeln aus der Zellmembran innerhalb der Endocytose zeigt noch 

deutlicher Analogien zu den mitochondrialen Zerteilungsvorgängen. Bei beiden Vorgängen 

handelt es sich um Membranabschnürungen, während das Regulatorprotein der rezeptorge-

steuerten Endocytose Dynamin ist, übernimmt Drp1 eine analoge Funktion für die Mito-

chondrienmembran. Beide Proteine gehören zu der Familie der Dynamin-ähnlichen 

GTPasen, deren Mitglieder meist an Membranumstrukturierungen beteiligt sind (siehe 

Abbildung 64, De Camilli et al. 1995, van der Bliek 1999). Sie weisen starke Domänen- und 

Sequenzhomologien auf (van der Bliek 1999). Die Funktion von Dynamin ist am besten in 

Säugetierzellen beschrieben. Bei der Vesikelausbildung während der Endocytose lagert es 

sich an die Clathrin-ummantelten Membraneinstülpungen an und induziert durch die 

Hydrolyse von GTP getrieben, die Abschnürung der endozytotischen Vesikel von der 

Membran (Sever et al. 2000, Sweitzer und Hinshaw 1998). CDK5 ist auch in der Regulation 

der Endocytose von herausragender Bedeutung. Dynamin wird zur Abschnürung der 

Membran durch CDK5 vermittelte Phosphorylierung aktiviert (Tan et al. 2003, Tomizawa et 

al. 2003). Wegen der Ähnlichkeit der Wirkweise und des Aufbaus von Dynamin und Drp1 

und der Analogien zwischen den Prozessen in denen sie wirken, beeinflusst CDK5 vermut-

lich auch die mitochondriale Zerteilung durch Interaktion mit Drp1.  

 

Abbildung 64: Vergleich der Domänenstruktur einiger Mitglieder der Dynamin- Familie (van der Bliek 
1999). 

Alle Dynamin Familienmitglieder besitzen eine GTPase-, eine Mittel- und GTPase Effektor Domäne (GED). Bei 
dem Dyn1 Protein des Menschen ist zusätzlich zwischen Mittel- und GTPase Effektor Domäne eine Pleckstrin- 
Homologie Domäne beschrieben sowie eine C-terminale Protein reiche Domäne (PRD). Andere Familien-
mitglieder dagegen besitzen abweichende Segmente im N- Terminus in der GTPasen Domäne (A) und zwischen 
Mittel- und GTPase Effektor Domäne (B). 
 

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass CDK5 auch an der Regu-

lation der mitochondrialen Fragmentation beteiligt ist (siehe Abbildung 41). Es ist bekannt, 
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dass CDK5 nur im Komplex mit einem Aktivatorprotein enzymatische Aktivität besitzt. Ent-

sprechend konnte in dieser Studie keine Wirkung der Überexpression von CDK5 alleine 

festgestellt werden (unpublizierte Experimente). Ein bekanntes potentes Aktivatorprotein 

von CDK5 ist p25 (Patrick et al. 1999). Die Überexpression von p25 und CDK5 resultiert in 

einer spontanen Zerteilung der Mitochondrien, die dem apoptotischen Zerfall der Mito-

chondrien gleicht (siehe Abbildung 36, Abbildung 41 und Abbildung 61). Die durch den 

p25/CDK5 Komplex induzierte mitochondriale Fragmentation verläuft Caspase unabhängig 

(siehe Abbildung 41).  

Der spontane Zerfall der Mitochondrien durch p25/CDK5 Überexpression ist auf eine 

Regulation von Drp1 zurückzuführen, da bei Hemmung des Drp1 Proteins p25/CDK5 den 

Zerfall der Mitochondrien nicht mehr induzieren kann (siehe Abbildung 41 und 

Abbildung 61). Umgekehrt kann in der Staurosporin induzierten Apoptose eine Hemmung 

des CDK5 induzierten mitochondrialen Zerfalls durch Überexpression von Drp1 wieder 

abgeschwächt werden (siehe Abbildung 43, Abbildung 48, Abbildung 54 und 

Abbildung 62). Hieraus folgt, dass CDK5 und Drp1 für den apoptotischen Zerfall der Mito-

chondrien notwendig sind und CDK5 die Aktivität von Drp1 reguliert. 

Da CDK5 an der Organisation des Zytoskeletts beteiligt ist (Feng und Walsh 2001, Rashid et 

al. 2001), wäre neben einer direkten Aktivierung von Drp1 durch CDK5 auch vorstellbar, 

dass der p25/CDK5 Komplex den Transport der Drp1 Proteine zu den Mitochondrien regu-

liert (vergleiche Abbildung 20 mit Abbildung 37). Wie der durch Staurosporin induzierte 

mitochondriale Zerfall ist auch der p25/CDK5 induzierte von intakten Zytoskelettstrukturen 

abhängig (Abbildung 32), da nach Zerstörung der Aktin- und Tubulinstrukturen nur eine 

stark verminderte Fragmentation durch p25/CDK5 Überexpression eintritt (siehe 

Abbildung 41). Bei CDK5 Überexpression zeigten sich keine abweichende Befunde bezüg-

lich des Zytoskeletts im Vergleich zu Staurosporininkubation.  

Eine erhöhte Aktivierung von CDK5 übt einen toxischen Effekt aus (Patrick et al. 1999), 

dieser Effekt konnte auch in der vorliegenden Studie beobachte werden (siehe Abbildung 41, 

Abbildung 61). Die Hemmung von CDK5 vermindert die Cytochrom c Freisetzung (siehe 

Abbildung 46, Abbildung 50) und somit die Apoptoserate nach Staurosporininkubation 

(Abbildung 47, Abbildung 51, Abbildung 62). CDK5 nimmt in vielen neuronalen Zelltod-

Kaskaden eine wichtige Position ein (Dhavan und Tsai 2001, Nguyen et al. 2001, Osuga et 

al. 2000, Smith et al. 2003, Zheng et al. 2005). Es ist jedoch bis zum heutigen Zeitpunkt 

unklar wie CDK5 genau in die intrinsische Zelltodkaskade eingreift. Erstmalig wurde in der 

vorliegenden Arbeit eine Hemmung des p25/CDK5 induzierten Zelltodes durch eine Über-

expression von Drp1K38A beschrieben (siehe Abbildung 41 und Abbildung 61). Diese domi-
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nant negative Mutante verdrängt Drp1 und verhindert so den Zerfall der Mitochondrien. Dies 

deutet daraufhin, dass CDK5 den neuronalen Zelltod mittels des mitochondrialen Zerfalls 

induzieren könnte (siehe Abbildung 65). Dieser Zusammenhang wird auch durch die 

antagonistische Wirkung von Drp1 Überexpression auf eine Hemmung von CDK5 mittels 

einer dominant negativen Mutante verdeutlicht (siehe Abbildung 45). 

4.6 Einordnung von CDK5 in die neuronale Apoptosekaskade 
Wenn CDK5 den Zerfall der Mitochondrien reguliert, sollte seine Expression oder Aktivität 

nach Apoptoseinduktion erhöht sein. Ein erhöhtes CDK5 Expressionsniveau konnte nach 

Staurosporinbehandlung in dCSM14.1 Zellen nicht nachgewiesen werden (siehe 

Abbildung 38). Das Expressionsmuster von CDK5 scheint völlig unbeeinflusst vom Verlauf 

der Apoptose zu sein. Ein ähnliches Expressionsmuster zeigen auch G108-15 Zellen, die 

nach Staurosporinbehandlung weiterhin CDK5 konstant exprimieren (Zhang et al. 2003). 

Dieses Verhalten ist allerdings nicht für alle Zelltypen charakteristisch, so zeigen hippo-

kampale Neurone (Kerokoski et al. 2001) und auch sympathische Neurone von Hühnern 

(Shirvan et al. 1998) nach der Behandlung mit verschiedenen Apoptose induzierenden 

Substanzen sogar eine Herabregulierung von CDK5.  

In den Zellkulturen dieser Arbeit könnte die apoptotische Wirkung von CDK5 über eine 

Aktivitätssteigerung vermittelt werden. Es konnte gezeigt werden, dass die enzymatische 

Aktivität von CDK5 innerhalb der Apoptose tatsächlich erhöht ist (siehe Abbildung 40). 

Diese Aktivität ist übereinstimmend mit dem schnellen Begin der mitochondrialen Zertei-

lung, bereits eine Minute nach Apoptoseinduktion deutlich erhöht.  

Bisher ist weitgehend geklärt, dass erhöhte CDK5- Aktivität toxisch wirkt (siehe Kapitel 

1.2), es sind jedoch nur wenige Mechanismen bekannt, wie CDK5 in den intrinsischen 

Apoptoseweg eingreifen kann. In der vorliegenden Arbeit wurde ein neuer Mechanismus 

über die CDK5 vermittelte Zerteilung der Mitochondrien aufgezeigt.  

Es scheint sich um einen hochkonservierten Prozess zu handeln. Neben den Untersuchungen 

an dCSM14.1 Neuronen konnte der fast gleiche Effekt in primären Mittelhirnneuronen der 

Ratte nachgewiesen werden. Auch in niederen Eukaryonten wie der Bäckerhefe S. cerevisiae 

zeigt das CDK5 homologe PHO85 (Huang et al. 1999) Einfluss auf die Mitochondrien-

morphologie (Meuer et al. 2007). Δpho85 Hefedeletionsstämme zeigen neben anderen 

Anomalien (Nishizawa et al. 1999) auch elongiertere Mitochondrien als der Wildtyp-Stamm 

(Meuer et al. 2007).  

Der Einfluss einer erhöhten Aktivierungspotenz von CDK5 auf die Mitochondrien könnte 

auf direktem Wege vermittelt sein. Wie erläutert besitzen Drp1 und Dynamin hohe Sequenz-
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homologien (siehe Abbildung 64). Da Dynamin von CDK5 direkt phosphoryliert wird 

(Tomizawa et al. 2003) ist eine entsprechende Wirkung auf Drp1 naheliegend. Diese 

Wechselwirkung würde auch die bereits postulierte Steuerung der mitochondrialen Zertei-

lung durch Aktivierung von Drp1 belegen. Leider konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht 

nachgewiesen werden, dass Drp1 ein direktes Substrat von CDK5 ist. Es konnte allerdings 

gezeigt werden, dass der Effekt der p25/CDK5 Überexpression auf die Mitochondrien-

morphologie durch Hemmung von Drp1 vermindert wird (siehe Abbildung 41 und 

Abbildung 61). Auf Grund der Größe des Drp1 Proteins (80 kDa) war eine Aufreinigung 

nicht möglich, folglich konnten keine Phospohorylierungsuntersuchungen durchgeführt 

werden. Versuche diese Experimente mit Drp1 überexprimierenden Zellen zu wiederholen 

misslangen vermutlich wegen der zu geringen Drp1 Konzentration im Zelllysat. Wenn eine 

direkte Wechselwirkung vorliegt, so scheint diese jedoch nicht langanhaltend und stark zu 

sein, da es nicht möglich war die Protein-Protein Interaktion mittels Immunopräzipitation 

nachzuweisen, dennoch ist eine Interaktion wahrscheinlich.  

 

Abbildung 65: Modell zur CDK5 Interaktion während der Apoptose. 

Dargestellt ist ein Modell zur Wirkweise von CDK5 nach Apoptoseinduktion, das die meisten Resultate der 
vorliegenden Studie berücksichtigt. Ein Apoptosestimulus (Blitz, links) führt zur Bildung eines aktiven 
CDK5 & p25/p29 Komplexes. Die Komplexbildung könnte durch die Umwandlung von p35/39 zu p25/29 
begünstigt werden, beispielsweise durch erhöhte Calpain Expression (Smith et al. 2006). Alternativ wäre eine 
Komplexbildung mit weiteren Proteinen oder Interaktion mit den Reaktionspartnern denkbar. Der CDK5 Kom-
plex aktiviert Drp1, das darauf zu den Mitochondrien transportiert wird. Durch Drp1 wird ebenso Bax zu den 
Mitochondrien transportiert. Am Mitochondrium bilden sich ein Drp1-Fis1 Komplex und eine Bax-Pore. 
Ersterer verursacht die Zerteilung des Mitochondriums, zweiterer verursacht einen Cytochrom c Ausstrom der 
den Ablauf der Apoptosekaskade fördert.  
 

Weitere indirekte Hinweise für eine Wechselwirkung zwischen CDK5 und Drp1 liefern 

Inhibitionsexperimente. Der mitochondriale Zerfall und die Apoptoserate nach Staurosporin 

Inkubation sind deutlich vermindert, wenn die Verfügbarkeit von CDK5 mittels siRNS 

herabgesetzt ist (siehe Abbildung 52). Die gleiche Wirkung kann durch Überexpression 

einer dominant negativen Mutante (CDK5N144) erreicht werden (vergleiche Abbildung 43). 

Der Effekt der Hemmung von CDK5 durch CDK5N144 wird bei Kotransfektion von Drp1 

deutlich gemindert (siehe Abbildung 45). Diese Aufhebung der Inhibition ist im Gegensatz 
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hierzu bei Einsatz von siRNS nicht möglich (siehe Abbildung 55). Die Resultate zeigen 

mehrere mögliche Inhibitionsmechanismen für CDK5N144 auf. Erstens könnte der Inhibitor 

direkt das endogene CDK5 inaktivieren und selbst wiederum durch Drp1 in hoher 

Konzentration aus dieser Interaktion verdrängt werden bzw. könnte die erhöhte Drp1 

Konzentration die verminderte CDK5- Aktivität kompensieren. Weiterhin könnte der 

Inhibitor die Reaktionspartner (Drp1 Proteine) des endogenen CDK5 blockieren und erst die 

Überexpression von Drp1 stellt wieder genügend Reaktionspartner zu Verfügung. Diese 

Überlegungen deuten daraufhin, dass CDK5 und Drp1 sich beeinflussen. Dies steht im 

Einklang zu ersten Indizien, dass Drp1 ein Substrat von CDK5 ist (K. Tomizawa, 

persönliche Mitteilung). 

Die Kontrolle der mitochondrialen Fragmentation könnte für viele neurodegenerative 

Erkrankungen von besonderer Bedeutung sein. Daher wurde in dieser Arbeit auch versucht 

CDK5 pharmakologisch zu beeinflussen. Erfolgreiche Experimente waren mit dem Wirk-

stoff Indolinon A möglich. Die Substanz von der Firma Boeringer Ingelheim wurde 

ursprünglich bei einem Screening-Verfahren nach CDK1-4 Inhibitoren zur Tumorbehand-

lung entdeckt (F. Gillardon, persönliche Mitteilung) und erwies sich im Tierversuch als 

wirksames Schlaganfalltherapeutikum (Weishaupt et al. 2003). Es wurde festgestellt, dass 

Indolinon A ein hochwirksamer CDK5 Inhibitor ist (Bain et al. 2003). In dieser Arbeit zeigte 

sich eine deutliche Hemmung der mitochondrialen Fragmentation bei Apoptose durch 

Indolinon A. Indolinon A übertrifft hinsichtlich der Hemmung der mitochondrialen 

Zerteilung den Effekt von CDK5N144, zeigt aber tendenziell gleiche Wirkung.  

Mit Indolinon A ist ein Substrat identifiziert, welches eine pharmakologische Beeinflussung 

der mitochondrialen Zerteilung erlaubt. In dieser Studie wurde gezeigt, dass die CDK5 

regulierte mitochondriale Fragmentation ein Bestandteil der frühe neuronalen Apoptose-

kaskade ist und somit die mitochondrialen Zerteilungsprozesse ein vielversprechendes Ziel 

für therapeutische Beeinflussung neurodegenerativer Krankheiten sein könnten.  

 



 

5 Zusammenfassung 
Unter physiologischen Bedingungen befinden sich die Mitochondrien in einem 

Gleichgewicht aus Teilungs- und Verschmelzungsvorgängen. Während der Apoptose ist 

dieses Gleichgewicht gestört, die Mitochondrien werden vermehrt zerteilt und liegen als 

kleine Fragmente im Zytosol vor.  

Die Cyclin- abhängige Kinase 5 (CDK5) übernimmt wichtige regulatorische Funktionen 

während der neuronalen Apoptose. Sie greift sehr früh in die neuronale Zelltodkaskade ein, 

noch bevor es zur mitochondrialen Dysfunktion kommt (Weishaupt et al. 2003). Ebenso 

steuert sie Membranabschnürungen der Zelle, die durch ähnliche Abläufe wie die Zerteilung 

der Mitochondrien erfolgen. 

Bisher war sehr wenig über die Mechanismen bekannt, welche die Morphologie der Mito-

chondrien regulieren. In der vorliegenden Studie wurde daher untersucht, ob CDK5 als 

Regulator der mitochondrialen Morphologie während der neuronalen Apoptose in Betracht 

kommt. 

Es konnte gezeigt werden, dass die mitochondriale Fragmentation ein sehr früh statt-

findendes Ereignisse während der neuronalen Apoptose ist, welche eine invariante Zeitdyna-

mik aufweist. Ohne Induktion des mitochondrialen Zerfalls kann Cytochrom c nicht aus den 

Mitochondrien freigesetzt werden. Die mitochondriale Fragmentation erwies sich als 

notwendig, jedoch nicht hinreichend für die neuronale Apoptose.  

Die Verwendung eines pharmakologischen CDK5 Inhibitor, einer dominant negativen 

Mutante von CDK5 oder von siRNS gegen CDK5 charakterisierten CDK5 als eine regulato-

rische Kinase der mitochondrialen Zerteilung während der neuronalen Apoptose. Weiter 

konnte gezeigt werden, dass die mitochondriale Fragmentation ein Modulator der CDK5 

vermittelte Neurotoxizität sein kann. Somit konnte in der vorliegenden Arbeit die regula-

torische Funktion von CDK5 während der Apoptose in die bereits bekannte neuronale 

Apoptosekaskade eingegliedert werden. 
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Abkürzungsverzeichnis 
 
ADP  Adenosindiphosphat 
Apaf-1  apoptotic peptidase activating factor 1 
APS  Ammoniumperoxidisulfat 
ATP  Adenosintriphosphat 
BSA  Rinderserumalbumin 
cAMP  zyklisches Adenosinmonophosphat 
CDK5  Cyclin-abhängige Kinase 5 
Ci  Curie 
DABCO  1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane 
DAPI  4’,6-Diamidino-2- Phenylindol 
DNS  Desoxyribonukleinsäure  
DsRed  Disosoma spec. Red  
FADH2  Flavin-Adenin-Dinucleotid 
FCS  fetales Kälberserum 
GABAerg  auf γ-Aminobuttersäure (GABA) reagierend 
GDP  Guanosindiphosphat 
GFP  Green Fluorescent Protein  
GTP  Guanosintriphosphat 
kb  Kilobase  
kDa  Kilodaton 
LB  Luria Bertani  
MPP+  1-Methyl-4-phenyl-pyridine 
MPTP  1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin 
mRNS  Boten –Ribonukleinsäure 
mt-GFP  mitochondriales GFP 
NADH/H  Nicotinamid-Adenosin-Dinukleotid 
NMDA  ionotropher Glutamatrezeptor  
OD  Optische Dichte 
PBS  Phosphat-gepufferte Saline 
PFA  Paraformaldehyd 
rpm  rounds per minute 
SDS  Sodium Dodecylsulfat 
siRNS  small interfering RNS 
TEMED  N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin 
TH  Tyrosin-Hydroxylase 
Δ  Deletion 
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