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  Einleitung 
 

                                           

1 Einleitung 

1.1 Das Spermium 
Die Spermatogenese der Säuger ist ein Differenzierungsprozess, in dem aus den diploi-
den Spermatogonien haploide bewegliche Spermatozoen hervorgehen. 
Aus den runden, haploiden Spermatiden differenzieren sich in der Spermiohistogenese 
die reifen Spermatozoen (Leblond und Clermont, 1952). 
Das Spermium besteht aus einer Kopfregion, in der sich der haploide Kern und die 
Centriolen befinden, dem Kern liegt die Akrosomenkappe auf (Lalli und Clermont, 1981), 
dem Mittelstück mit den Mitochondrien sowie einem Bewegungsapparat, dem Sper-
mienschwanz. Das Akrosom, das aus der Akrosomenkappe hervorgeht, beinhaltet eine 
Reihe von Enzymen, die Proteine und komplexe Zuckerverbindungen verdauen. Mit Hilfe 
der Enzyme wird bei der Befruchtung die äußere Eihülle penetriert. Der Kopf ist mit dem 
Schwanz über ein Verbindungsstück, connecting piece, verbunden (Abbildung 1). 
In einem der ersten Schritte der Spermatogenese, der Golgi-Phase, bilden sich proakro-
somale Granula im Golgi-Apparat, diese vereinigen sich zu Bläschen und es kommt zur 
Anheftung am späteren Vorderende. Am Gegenpol induziert ein Centriol die Geißelbil-
dung, das distale Centriol dient dabei als Basalkörper der sich verlängernden Geißel. 
Subsekutiv bildet sich aus den Centriolen das Flagellum. Die Centriolen befinden sich 
auf der dem Akrosom gegenüberliegenden Seite des Kerns. Das Flagellum erstreckt sich 
schließlich bis in das Lumen des Tubulus. Im letzten Abschnitt der akrosomalen Phase 
verlängert sich der Zellkern, das Chromatin kondensiert, es erfolgt eine endgültige Diffe-
renzierung des Akrosoms, der Kern nimmt seine speziesspezifische Form an (Abbildung 
1). Der Kern wird umgeben von einer Manschette aus Mikrotubuli, diese ist mit dem unte-
ren Rand der Akrosomenkappe verbunden (Abbildung 2). 
Das sich ausstreckende Zytoplasma lagert sich mit den Mitochondrien an die Geißel, die 
Mitochondrien formen einen Ring um die Basis des Flagellums und lagern sich streng 
um das Mittelstück des sich bildenden Spermienschwanzes an, und der Schwanz erhält 
seine entgültige Form. Der Schlussring entsteht aus dem Chromatidkörper und die Man-
schette aus Mikrotubuli. In dieser transienten, kurzlebigen, mikrotubulären Struktur der 
Manschette werden temporär Keratine wie das SAK571, ein Keratin 5 Ortholog (K5), 
ODF12, ODF2 und SPAG43 gespeichert und später bei der Ausdifferenzierung der zy-
toskelettalen Struktur des Spermienschwanzes abgerufen und eingebaut (Kierszenbaum, 
2001; Kierszenbaum et al., 2003). Die Manschette wird nach der vollständigen Elongati-
on und Kondensation des Kerns eliminiert (Clermont et al., 1993). 
Das restliche Zytoplasma der Spermatiden wird schließlich abgeschnürt (Leblond und 
Clermont, 1952) und die Organellen werden ebenfalls eliminiert.  
Die Spermatozoen werden in das Tubuluslumen abgegeben und gelangen in den Ne-
benhoden, die Epididymis. Hier reifen sie zu befruchtungsfähigen Spermien heran. Der 
Bewegungsapparat des Spermiums, das Flagellum, unterteilt sich in Mittel-, Haupt- 

 
1 Spermatogenic cell/Sperm-associated keratin of molecular mass 57 kDa 
2 Outer dense fibers (ODF) sind filamentöse Strukturen des Spermienschwanzes. 
3 sperm associated antigen 
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und Endstück (Abbildung 1). Im Zentrum des Flagellums liegt das Axonem, das den ge-
samten Spermienschwanz durchzieht. Das Axonem besteht aus Mikrotubuli. Es formiert 
sich aus den Centriolen, die distal vom Spermienkern liegen. Das Axonem besteht aus 
zwei zentralen Einzeltubuli, die umgeben sind von neun Doppeltubuli (Fawcett, 1954). 
Die Struktur des Axonems mit der 9+2 Mikrotubuli-Organisation mit den verbundenen 
Dyneinarmen ist evolutiv konserviert. Sie ist in allen Cilien und Flagellen der Eukaryoten 
zu finden (Schultheiss und Mandelkow, 1983). Die notwendige Energie zur Bewegung 
des Flagellums wird über Mitochondrien vermittelt. Sie umgeben das Mittelstück ringför-
mig. Zwischen den Mitochondrien und dem Axonem liegen die Mantelfasern, die outer 
dense fibers (ODF). Sie bilden die zytoskelettalen Strukturen des Spermienschwanzes 
aus. 
Ausgehend vom connecting piece umgeben die Mantelfasern das Axonem und erstre-
cken sich bis in das Hauptstück hinein. Daraus ergibt sich für das Mittelstück im Quer-
schnitt eine 9+9+2 Struktur (Olson und Sammons, 1980). Im Hauptstück des Flagellums 
werden die Mantelfasern von einer fibrösen Hülle umgeben, die ein weiteres Struktur-
element des Säugetierspermiums ist. Die fibröse Hülle besteht aus zwei gegenüberlie-
genden Längssäulen und zahlreichen Querrippen (Abbildung 1). Die Längssäulen sind 
aus den Mantelfasern Nr. 3 und Nr. 8 hervorgegangen. Im Hauptstück des Sper-
mienschwanzes wird die 9+9+2 Struktur aufgegeben, da nur noch sieben ODFs vorhan-
den sind. Daraus ergibt sich im Querschnitt eine 7+9+2 Anordnung (Fawcett, 1975). 

Abbildung 1 Schematischer Auf-
bau eines Säugetierspermiums 

(A) Darstellung eines Säuger-
spermiums mit der Unterteilung in 
Kopf-, Mittel-, Haupt- und End-
stück. Das Halsstück enthält unter 
anderem die beiden Centriolen (pro-
ximales und distales). Das reife 
Spermium nimmt seine speziesspezi-
fische Form an, die Mitochondrien 
sind im Mittelstück dicht und ringför-
mig angelagert. Die DNS im Kern ist 
maximal kondensiert. 
(B) Querschnitt des Spermien-
schwanzes im Mittelstück. Das Mit-
telstück besteht aus einer Scheide 
von ringförmig um das Axonema 
gruppierten Mitochondrien zur Bereit-
stellung der Energie für die Geißel-
bewegung. ODF sind spezifische 
subzelluläre Komponenten des 
Spermien- schwanzes 
(C) Querschnitt des Spermien-
schwanzes im Haupt- und End-
stück. Das Hauptstück besitzt eine 
Scheide aus Ringfasern um das Axo-
nema. Das Endstück besteht nur 
noch aus der 9+2 Struktur des Axo-
nemas (nach Fawcett, 1975). 
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1.2 Mantelfaserproteine 
Die Mantelfaserproteine der Säugetierspermien bestehen aus mehreren Proteinen, de-
ren molekulare Masse von 11 kDa bis 87 kDa reicht (Oko, 1988). Es besteht die An-
nahme, dass die Mantelfaserproteine eine passive elastische Struktur aufbauen und so-
mit bei ihrer Passage durch den Nebenhoden den Spermienschwanz vor Scherkräften 
schützen (Oko, 1988; Lindmann, 1996). Biochemische Analysen zeigten, dass die Man-
telfaserproteine der Ratte aus bis zu 14 Hauptproteinkomponenten bestehen (Oko, 1988; 
Vera et al.,1984). Eine dieser Hauptproteinkomponenten wird von Odf1 kodiert. Es be-
sitzt eine molekulare Masse von rund 30 kDa, ist cysteinreich und vernetzungsfähig 
(Burfeind und Hoyer-Fender, 1991). Am C-terminalen Ende des Proteins befindet sich 
ein repetitives Cys-Gly-Pro-Motiv bzw. Varianten dieses Motivs (Burfeind, 1992). Dieses 
Motiv erlaubt Bindungen und Assoziationen von Proteinen über Disulfidbrücken 
(Woycechowsky et al., 2003). 
In der Arbeit von Brohmann et al. (1997) wurde mit Hilfe von Antikörpern gegen 
ODF-Proteine eine Rattentestis-Expressionsbibliothek gescreent, dabei wurde das 
Odf2-Gen isoliert. Odf2 wird während der Spermatidentwicklung exprimiert. Die höchste 
Transkriptionsmenge wird in elongierten Spermatiden detektiert (Turner et al., 1997). 
Schalles et al. (1998) lokalisierten das ODF2-Protein im Mittelstück des Sper-
mienschwanzes und identifizierten ODF2 als eine Hauptproteinkomponente des Sper-
mienschwanzes. Shao et al. (1997) zeigten in einem Protein-Interaktionsscreen, dass 
ODF1 über den N-terminalen Leucin-Zipper mit ODF2 interagiert. Sie postulierten, dass 
sich über die Interaktion der Leucin-Zipper der Mantelfaserproteine ODF1 und ODF2, mit 
dem andere ODF-Proteine verbunden sein sollen, ein molekulares Netzwerk bildet. Se-
quenzanalysen der strukturellen Domänen von ODF2 ergaben eine alpha-helikale coi-
led-coil Struktur (Lupas et al., 1991, Petersen et al., 1999). C-terminal liegen Dimerisati-
onsregionen in der Form von zwei Leucin-Zipper-Motiven (Shao et al., 1997). Coiled-coil 
Strukturen sind ubiquitäre Proteinmotive, die die Oligomerisierung von Proteinen kontrol-
lieren. Sehr lange coiled-coil Bereiche werden in Intermediärfilamenten und in Kompo-
nenten des mitotischen Spindelapparats gefunden (Walshaw und Woolfson, 2001). 
Donkor et al. (2004) konnten zeigen, dass das ODF2-Protein intramolekulare Interaktio-
nen eingeht, somit oligomerisiert und dies unabhängig von Sequenzmotiven. Die Oligo-
merisierung beruht möglicherweise auf den strukturellen Proteindomänen der alpha-
helikalen coiled-coil Struktur.  
Die Arbeitsgruppe Lange et al. (1995) identifizierte einen molekularen Marker für das 
mature Centriol, das Cenexin. Cenexin2 zeigt eine Aminosäurensequenzidentität von 
99 % mit dem testikulären ODF2-Protein. In weiteren Studien lokalisierte und identifizier-
te die Arbeitsgruppe Nakagawa et al. (2001) ODF2 an den distalen/subdistalen Anhäng-
seln der maturen Centriolen. 
Das ODF2-Protein ist demnach nicht nur ein exklusives Protein der männlichen Keimzel-
len und des Spermienschwanzes. Transkripte von Odf2 lassen sich in der Epididymis, im 
Ovar und Ovidukt nachweisen (Hoyer-Fender et al., 2003). Bei Zellen in Kultur lässt sich 
darüber hinaus eine Kolokalisation mit dem mitotischen Spindelapparat und gam-
ma-Tubulin nachweisen (Donkor 2001; Hoyer-Fender et al., 2003). In somatischen Zellen 
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generiert das ODF2-Protein fibrilläre Strukturen, die indirekt über einen noch nicht identi-
fizierten Linker mit dem Mikrotubuli-Netzwerk assoziiert sind. Dabei ist das von 
ODF2-generierte Netzwerk unabhängig vom Tubulin-Netzwerk (Donkor et al., 2004). 
Weitere identifizierte Interaktionspartner von ODF1 sind das SPAG4 und SPAG5. Das 
SPAG4-Protein bildet eine Proteinkomponente des Axonems und der Manschette, mikro-
tubuläre Strukturen der männlichen Keimzellen (Shao et al., 1999; Kierszenbaum, 2001). 
Aufgrund der Daten wird vermutet, dass SPAG4 als Vermittler zwischen den ODFs und 
dem Axonem dient (Shao et al., 1999). Das SPAG5 Protein bindet an die Proteine der 
Axonemata (Shao et al., 2001), es ist ein 200 kDa großes Protein, das C-terminal zwei 
Leucin-Zipper-Motive besitzt. Über diese Leucin-Zipper-Motive interagiert SPAG5 mit 
ODF1. Intramolekular kann das Protein auch mit sich selbst interagieren, dabei zeigt 
SPAG5 keine Interaktion mit ODF2 (Shao et al., 2001; Fitzgerald et al., 2005). Die Inter-
aktion von ODF1 mit SPAG5 impliziert, dass SPAG5 an der Spermienschwanzmorpho-
genese beteiligt ist. In elongierenden Spermatiden assoziiert das SPAG5 Protein mit den 
ODFs, nicht mit den axonemalen Mikrotubuli. Dies lässt vermuten, dass es kein Struktur-
protein der zytoskelettalen Komponenten des Spermienschwanzes ist.  
Die SPAG5-mRNA wird während der Meiose vorwiegend in den Pachytänspermatocyten 
und in geringerem Maße in den runden Spermatiden gefunden. Es lassen sich dabei 
keine Spag5-Transkripte in reifen Spermatozoa finden (Xue et al., 2002). Dieses testiku-
läre Protein scheint identisch mit dem humanen Protein Astrin bzw. Deepest zu sein, 
einem putativen mitotischen coiled-coil Spindelpolprotein (Chang et al., 2001; Gruber et 
al., 2002; Mack und Compton 2001; Shao et al., 2001). Fitzgerald et al. (2005) konnten 
SPAG5-Transkripte in somatischen Zellen der Ratte nachweisen. Dabei detektierte die 
Arbeitsgruppe das Protein im Endoplasmatischen Reticulum (ER) und an den Mikrotubu-
lifilamenten. 
Mit Hilfe einer homologen Rekombination in Maus-Mutanten konnten Spag5-Transkripte 
sowie das Protein ausgeschaltet werden (Xue et al., 2002). Bei den generierten männli-
chen Null-Mutanten wurde bei der Analyse der Spermatogenese kein dominanter Phäno-
typ gefunden. Die männlichen Mäuse waren fertil und entwicklungsfähig. Diese von der 
Arbeitsgruppe Xue et al. (2002) ermittelten Daten lassen die Autoren vermuten, dass 
SPAG5-Proteine wahrscheinlich von bis jetzt unbekannten Proteinen kompensiert wer-
den. 

1.2.1 Das Zytoskelett und die Mantelfaserproteine 
Das Zytoskelett bildet eine dynamische dreidimensionale Struktur4. Eingebettet im Zytop-
lasma, determiniert das Zytoskelett die Architektur und die Morphologie einer eukaryoti-
schen Zelle und ordnet dabei auch die Lokalisation der Organe im Organismus. Das Zy-
toskelett baut sich auf drei Proteinfilamentsystemen auf, mit deren Hilfe die Motilität, der 
inter- und intramolekulare Vesikeltransport und Signalkaskaden einer Zelle organisiert 
werden.  

 
4 Die Komposition einer Zelle wird vom Zytoskelett determiniert; dieses Netzwerk bestimmt Form und 
mechanische Stabilität einer Zelle. Mit Hilfe des Proteinfilamentsystems können sich Zellen teilen und 
auf externe sowie interne Einflüsse reagieren. Darüber hinaus dient es dem Transport von zellulären 
Strukturen wie Vesikeln und Mitochondrien. 
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in den spezifischen Zellgeweben unterschieden werden.  

Das Proteinfilamentsystem des Zytoskeletts generiert sich primär aus Aktinfilamenten 
auch als Mikrofilamente bezeichnet (AF), Mikrotubuli (MT) und Intermediärfilamenten 
(IF). Intermediärfilamente werden in nahezu allen eukaryotischen Zellen gefunden, nicht 
in Pflanzen und Pilzen. Da die IF mit der Plasmamembran des Zellkerns assoziiert sind, 
kommt ihnen wohl eher eine zytoskelettale architektonische Funktion zu. Die 
Intermediärfilamente unterscheiden sich auch hinsichtlich ihrer Struktur, Stabilität und 
Größe von anderen zytoskelettalen Fibrillen. Die Untereinheiten der IF sind 
alpha-helikale Heteropolymere, deren Assoziation, self assembly,  zu 
Intermediärfilamenten nicht von der Hydrolyse von ATP oder GTP, wie bei der 
Polymerisation von G-Aktin und Tubulin, abhängig ist. Die Familie der IF wird derzeit in 
fünf Gruppen eingeteilt (Lamine, saure und basische Keratine, Neurofilamente und 
Desmine ), die hinsichtlich ihrer Amminonsäuresequenzen, ihrer Expressionsmuster und 
Distributionen 
Lamine werden exklusiv im Zellkern gefunden. Über die Assoziation von Homodimeren, 
wird ein stabilisierendes Netzwerk um die innere Membran der Kernhülle formiert. Kera-
tine werden in epithelialen Zellen gefunden, sie assoziieren über die sauren und basi-
schen Polymere zu heteropolymeren Keratinfilamenten. Keines der jeweiligen Heteropo-
lymere kann sich alleine zu Keratinfilamenten formieren (Coulombre et al., 2002). Die 
unterschiedlichen epithelialen Zellen exprimieren die für sie typische, charakteristische 
Kombination von sauren und basischen Keratinen und gehören deshalb zu den facetten-
reichsten Proteinen mit einer Reihe von unterschiedlichsten Keratin-Isoformen. Neurofi-
lamente bilden einen wesentlichen Bestandteil des Zytoskeletts der Nervenzellen, unter-
stützen den axonalen Transport und stabilisieren die komplexe Struktur der Nervenzelle. 
Kierszenbaum et al. (1996) identifizierte SAK57 in den meiotischen und postmeiotischen 
Stadien der Spermatogenese und charakterisierte SAK57 als IF und Homolog zum Kera-
tin5 (K5). Es gehört zu den sauren Keratinen, die sich aus Heteropolymeren in einem 
Prozess des self assembly zu Filamenten organisieren. 
Das SAK57-Protein assoziiert mit der Manschette, einer transienten mikrotubulären 
Struktur, die von dem perinukleären Ring der Spermatiden ausgeht. Während der Sper-
miogenese übt die Manschette einen Einfluss auf die Modellierung des Spermienkopfes 
aus, der in diesen Phasen seine Spezies-spezifische Form erhält. Später, im Verlauf der 
Spermiogenese, lässt sich SAK57 nicht mehr in der Kopfregion der maturen Spermati-
den finden (Tres und Kierszenbaum, 1996); es verbleibt an den Axonem und den ODFs 
assoziiert, sowie an den Querrippen der fibrösen Hülle  der reifen Spermien (Abbildung 
1). Im Prozess der Spermatogenese werden neben dem SAK57, auch die Proteine 
ODF1 und ODF2 zunächst in der Manschette gelagert, um dann als strukturbildende 
Komponenten der Mantelfaser und den Querrippen der fibrösen Hülle des sich ausbil-
denden Spermienschwanzes eingbaut zu werden (Abbildung 1).  
Bei dem Prozess der Spermatogenese, während der Organisation und Differenzierung 
des Axonems, bildet sich die Manschette, eine dynamische mikrotubuläre Struktur, die 
zytoskelettale Proteine, die bei der Spermienschwanzgenese involviert sind, neben dem 
SAK57 das ODF1, ODF2, SPAG4 und K9, bereit stellen soll (Kierszenbaum et al., 2002). 
Neben der Bedeutung der Manschette bei der Entwicklung des Spermienschwanzes, 
kommt ihr auch eine bedeutende Rolle bei dem Transport von Vesikeln und Makromole-
külen zum Centrosom zu (Kierszenbaum und Tres, 2004). 
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Abbildung 2 Struktur und Komponenten des 
Spermienkopfes  

Die Abbildung zeigt eine elongierende Spermatide. Die 
Formierung und Organisation des Säugerspermienkopfes 
zur speziesspezifischen Form unterliegt diversen 
Prozessen. Das orchestrale Zusammenspiel dieses 
zellulären Differenzierungsprozesses geschieht unter 
Mitwirkung und Einwirkung von Akrosom, Akroplaxom 
und Manschette. Deformation des Akrosoms und des 
Zellkerns führt zur männlichen Infertilität. Neben der 
Manschette und dem Akroplaxom spielt der perinukleare 
Ring, eine weitere zytoskelettale Struktur, eine Rolle bei 
der Differenzierung zur speziesspezifischen Morphologie 
des Spermienkopfes. Verändert nach Kierszenbaum et 
al., 2004. 
 

 
 

Zur Architektur des Spermienkopfes gehört das Akroplaxom, ein prominenter Ring be-
stehend aus den zytoskelettalen Komponenten F-Aktin und SAK57 (Abbildung 2), der mit 
dem Spermatidkern verankert ist. Während des Stadiums der runden Spermatiden bei 
der Biogenese des Akrosoms fusionieren proakrosomale Granula und Vesikel, entstan-
den im Goli-Apparat. Bei diesem Transport und der Fusion der proakrosomalen Vesikel 
ist wohl das Akroplaxom involviert und sorgt für eine Bindung des Akrosoms an den Zell-
kern (Toshimori und Ito, 2003). Der Akrosom-Akroplaxom-Manschetten-Komplex spielt 
somit wohl eine kooperative Rolle bei der morphologischen Ausbildung der speziesspezi-
fischen Form des Säugerspermienkopfes (Kierszenbaum und Tres, 2002). 
Aumüller und Seitz haben 1988 immunzytologisch im subakrosomalen Bereich der 
Spermatiden sowie in den Mantelfasern des Spermienschwanzes Aktin lokalisiert. Aktin 
besteht aus globulären Monomeren, dem G-Aktin, die zu langen, dünnen, helikalen 
Fibrillen polymerisieren. Dabei lagern sich die paarig angeordneten komplementären 
Bindungsstellen des G-Aktins zu einem verdrillten doppelsträngigen Filament aneinan-
der, dem F-Aktin. Dieses hat einen Durchmesser von etwa 8 nm. Sie sind damit 
die dünnsten zytoskelettalen Filamente und werden auch als Mikrofilamente bezeichnet. 
Die Polymerisation verläuft dabei gerichtet und ist reversibel; dieser Prozess geschieht 
unter Hydrolyse von ATP. 
Kierszenbaum et al. (2004) beobachteten eine Korrelation der Ausdehnung des Akropla-
xoms mit der Ausbreitung und Formierung des Akrosoms im Spermienkopf der elongie-
renden Spermatide. Dies impliziert, dass bei der Entstehung des Akroplaxoms das F-
Aktin eine Matrize bzw. Vorlage bei der Assoziation mit dem Keratinfilament SAK57 ist. 
Bei der Spermatogenese wird F-Aktin im subakrosomalen Abschnitt des Spermienkopfes 
detektiert; im Verlauf der Spermiogenese und Spermatidbildung depolymerisiert es zu G-
Aktin (Vogl, 1989). Es wird angenommen, dass das im Akroplaxom detektierte F-Aktin 
mit zellulären Motorproteinen interagiert. Kierszenbaum et al. (2004) detektierten Myo-
sin Va im Akroplaxom. Dies impliziert eine mögliche Beteiligung des zytoskelettalen 
Akroplaxoms am intramolekularen Vesikeltransport innerhalb der Manschette. 
Die dritte zytoskelettale Komponente ist das Mikrotubuli-System. Es ist ebenso wie das 
Mikrofilamentsystem auch an der Zellmotilität, Geißelbewegung und dem zytoplasma-
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tischen Vesikeltransport in der Zelle beteiligt und bildet eine strukturelle Komponente im 
Spindelapparat.  
Die beiden Tubuli-Untereinheiten, das α- und β-Tubulin, bilden Heterodimere. Bei der 
Formierung der Mikrotubulistruktur werden nicht-kovalente lineare Polymere gebildet, die 
eine kinetische Dynamik zeigen. Diese kinetische Dynamik erlaubt es, permanente und 
transiente Strukturen aufzubauen. Dabei gibt es stabile, langlebige Mikrotubuli, wie z.B. 
die Axonemata. Zu den kurzlebigen Mikrotubuli zählt der Spindelapparat, der während 
der Mitose ausgebildet wird. 
Jede Tubulin-Untereinheit bindet GTP. Das α-Tubulin bindet GTP irreversibel, d.h. dass 
GTP nicht hydrolysiert wird. Das β-Tubulin hingegen bindet GTP reversibel, d.h. dass 
GTP bei der Polymerisierung zu GDP+P gespalten wird. Die α- und 
β-Tubulin-Untereinheiten sind, wie oben erwähnt, nicht kovalent verbunden. Die Seite, an 
die das GTP reversibel an die β-Tubuline gebunden ist, reguliert die Anlagerung von wei-
teren Tubulin-Untereinheiten (Desai und Mitchison, 1997). 
Die longitudinal assoziierten α- und β-Tubulindimere bilden Protofilamente. Diese Protofi-
lamente lagern sich lateral aneinander und bilden eine zweidimensionale Struktur, die 
sogenannten sheets. Dabei kommt das α-Tubulin des einen Protofilaments in Kontakt mit 
dem α-Tubulin des benachbarten Protofilaments (Song und Mandelkow, 1993). Die an-
einander gelagerten Protofilamente bilden schließlich einen hohlen Zylinder, den Mikro-
tubulus. Da alle Protofilamente in einem Mikrotubulus dieselbe Orientierung haben, bildet 
sich an den Mikrotubulusenden eine strukturelle Polarität aus. 
Das eine Ende des Tubuliringes setzt sich aus den α-Tubulin-Untereinheiten zusammen. 
Dieses Ende wird terminologisch als (−) Seite definiert. An der gegenüberliegenden Seite 
des Zylinders befinden sich β-Tubulin-Untereinheiten. Die freien Tubulindimere binden 
präferentiell an die β-Tubulineinheit. Dabei wird das an dem β-Tubulin gebundene GTP 
zu GDP hydrolysiert. Dieses Ende wird terminologisch als (+) Seite definiert. Die Unter-
einheiten polymerisieren an der (+) Seite zu Mikrotubuli, wodurch es zur Elongation der 
Mikrotubuli kommt. Die Depolymerisation erfolgt präferentiell an der (−) Seite. Diese Po-
larität erlaubt eine Oszillation der Struktur zwischen Wachstum und Abbau.  
In vivo geht die Orientierung und Polymerisation der Mikrotubuli vom MTOC, dem 
Centrosom, aus (Pickett-Heaps, 1969). Das langsam wachsende (−) Ende der 
Mikrotubuli liegt im Centrosom und die dynamische, schnell polymerisierende (+) Seite 
befindet sich distal (Heidemann und McIntoch, 1980). In der pericentriolaren Matrix 
(PCM), die die beiden Centriolen umgibt, befinden sich eine Reihe von Proteinen, die bei 
der centrosomalen Polymerisation der Mikrotubuli einen unterschiedlich starken Einfluss 
ausüben (Gould und Borisy, 1977; Kalt und Schliwa, 1993). Die molekularen 
Mechanismen, durch die im Centrosom die Mikrotubuli-Formation ausgeprägt wird, sind 
noch nicht verstanden. 
Oakley und Oakley (1989) identifizierten das gamma-Tubulin als einen invarianten Faktor 
für die Mikrotubuli-Formation im Centrosom. Die Lokalisation des gamma-Tubulins im 
MTOC konnte mit Hilfe von Antikörpern gezeigt werden (Oakley et al., 1989). Gam-
ma-Tubulin ist außerdem im Cytoplasma der somatischen Zellen der Vertebraten vor-
handen (Stearns et al., 1994). Etwa 80 % des in der Zelle vorkommenden gam-
ma-Tubulins ist Bestandteil eines 25S-Komplexes. Dieser gamma-Tubulin-Komplex 
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(γ-TuRC) bindet, unabhängig vom Centrosom, an das (−) Ende der Mikrotubuli (Stearns 
et al., 1994). 
Mit Hilfe der immunelektronischen Tomographie und Antikörper-Affinitätschromato-
graphie zeigten Moritz et al. (1995) ebenso wie Zheng et al. (1995), dass der gam-
ma-Tubulin-Komplex ringförmig ist und sich aus sieben unterschiedlichen Proteinen zu-
sammensetzt. In der Arbeit von Moritz et al. (1995) wird das Modell postuliert, dass sich 
die α- und β-Tubulidimere longitudinal an den γ-TuRC binden. Die α- und 
β-Tubulindimere werden über die Interaktion mit dem γ-TuRC stabilisiert und fungieren 
als Plattform, von der die Polymerisation ausgeht. Ein weiteres Modell beschreibt die 
Polymerisation ausgehend davon, dass das gamma-Tubulin Protofilmente bildet und sich 
daran die α- und β-Tubulindimere lateral binden (Wiese und Zeng, 1999). In beiden Fäl-
len wird von einer gamma-Tubulin vermittelten Polymerisation ausgegangen. 
Fouquet et al. (1998) detektierten gamma-Tubulin in den proximalen und distalen Centri-
olen der runden Spermatiden. In den elongierenden Spermatiden lokalisierte die Arbeits-
gruppe gamma-Tubulin in der PCM. Es wurde eine Assoziation von gamma-Tubulin mit 
der mikrotubulären Manschette gefunden. Dies impliziert eine Rolle des gamma-Tubulin 
bei der Bildung der axonemalen Strukturen im Spermienschwanz. In den maturen Sper-
matozoen wird kein gamma-Tubulin detektiert; es geht während der Spermatogenese 
verloren (Schatten, 1994). Das Centrosom und die Centriolen der Oocyte degenerieren 
vor der meiotischen Teilung (Stearns, 2001). Das gamma-Tubulin gehört zu den Protei-
nen, die während der Oogenese im Cytoplasma verbleiben. Es wird angenommen, dass 
die Wiederherstellung des zygotischen Centrosoms bei der Befruchtung maternale Kom-
ponenten des 25S-γ-Tubulin-Komplexes benötigt (Schatten, 1994). Die Centriolen der 
humanan Zygote sind paternalen Ursprungs. 
Die Centriolen somatischer Zellen duplizieren sich in jedem Zellzyklus. Die Duplikation 
der Centriolen wird zur selben Zeit im Zellzyklus initiiert wie die Replikation der chromo-
somalen DNS. In der G1-Phase besitzen die Zellen ein Centrosom mit zwei Centriolen, 
die orthogonal zueinander angeordnet sind. Das mature Centriol ist durch die distalen 
fibrillären Ausläufer charakterisiert. Nur dieses Centriol ist in der Lage, einen Basalkörper 
für ein primäres Cilium zu bilden, das nicht motil ist (Rider, 1982). Das immature Centriol 
besitzt weder die distalen, fibrillären Ausläufer, noch die Fähigkeit zur Cilienbildung 
(Sorokin, 1962). Beim Übergang von der G1- zur S-Phase teilt sich das Centriolenpaar 
und gibt seine orthogonale Anordnung auf. Seitlich aus den ursprünglichen Centriolen 
wachsen dann die Procentriolen, die neuen Centriolen (Abbildung 3). Während der 
G2-Phase elongieren die Procentriolen. In der pericentriolären Matrix des neuen Centro-
soms ist dann das ε-Tubulin detektierbar (Stearns, 2001). Während des Übergangs von 
der G2-Phase zur Mitose erlangt das immature Centriol in dem neuen Centrosom fibrillä-
re, distale Ausläufer.  
Nach der Zellteilung besitzt jede Tochterzelle ein altes (matures) Centriol, das zwei Zell-
zyklen zuvor entstand, und ein neues (immatures) Centriol, das sich im vorhergehenden 
Zellzyklus gebildet hat (Kochanski und Borisy, 1990). Analog zur DNS-Replikation han-
delt es sich hier um eine semikonservative Duplikation. 
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Abbildung 3 Centrosom 
Duplikation in Beziehung zum 
Zellzyklus 

In der G1-Phase besitzen die 
Zellen ein Centrosom mit zwei 
parentalen Centriolen (rot), die 
orthogonal zueinander angeord-
net sind. Das mature Centriol 
besitzt an seinem distalen Ende 
fibrilläre Ausläufer. Bei dem Ü-
bergang von der G1- zur 
S-Phase separieren die parenta-
len Centriolen, seitlich aus der 
ursprünglichen Centriole wach-
sen die Procentriolen (blau).  
Die Centrosomen duplizieren 
während der S-Phase. Hier ent-
stehen zwei Centrosomen mit 
jeweils distinkten pericentriolären 

Matrizes (gelb). Während der G2-Phase elongieren die Procentriolen. Während des Übergangs von 
der G2-Phase zur Mitose erlangt das immature Centriol in dem neuen Centrosom fibrilläre Ausläufer 
(Stearns et al., 2001), und das Cenexin-Protein ist dann ebenfalls nachweisbar. Verändert nach 
Lodish et al., 2004. 
 
Spezifische Motorproteine, Kinesine und cytoplasmatische Dyneine, im Gegensatz zu 
den axonemalen Dyneinen, vermitteln den intrazellulären Transport entlang der Mikrotu-
buli. Die Kinesine sind aus jeweils zwei schweren (heavy chain) und zwei leichten, (light 
chain) Ketten aufgebaut (Abbildung 4). Die meisten Kinesine besitzen zwei heavy chain, 
z.B Kinesin I. Die schweren Ketten haben eine konservierte, globuläre ATP bindende 
Domäne und einen Schwanz, zusammengesetzt aus stabartigen, gestreckten Strukturen. 
Die globulären ATP-bindenden Domänen binden an die MTs, die Schwänze vermitteln 
die Spezifität für bestimmte zu transportierende Lasten (cargo). Über die Hydrolyse von 
ATP zu ADP wird chemische Energie in mechanische Energie konvertiert und in den 
meisten Fällen in Richtung (+) Ende der Mikrotubuli transportiert. 

Abbildung 4 Modell der Kinesinstruktur  

Am N-Terminus befindet sich die Motordomäne, an 
die sich die lange Stieldomäne der Kinesin-schweren-
Ketten, Kinesine havy chain (KHC), anschließt (blau). 
Die C-terminale Domäne der Kinesin-schweren-Ketten 
(grün) interagiert mit den Kinesin-leichten-Ketten, 
Kinesin light chain (KLC) (rot). Die essentielle Region 
für die Transportgutbindung liegt in einem konservier-
ten spiraligen Segment, das an die globuläre 
Schwanzdomäne im C-terminalen Bereich des Kine-
sinmoleküls angrenzt. Die zwei leichten Kinesinketten 
modulieren vermutlich die Bindung des Transportguts 
an die Mikrotubuli. (Brady und Pfister, 1991; Stenoien 
u. Brady, 1997). 

 
Bei Kinesinen befindet sich in der Regel die Motordomäne am N-Terminus des Proteins 
(N-Typ), bei anderen Kinesinen kann diese auch zentral (M-Typ) oder auch am 
C-Terminus (C-Typ) lokalisiert sein. N- und M-Typ Kinesine sind (+) end-directed motors, 
C-Typ Kinesine sind (-) end-directed motors (Vale et al., 1997; Kull et al., 2002). Kinesine 
werden in zwei funktionelle Gruppen unterteilt, die cytosolischen und mitotischen Kinesi-
ne. Cytosolisches Kinesin ist beim Vesikel und Organelltransport involviert. Die mitoti-

18
 



  Einleitung 
 
schen Kinesine organisieren unter anderem den mitotischen Spindelapparat, die Chro-
mosom-Segregation und den Prozess der Zellteilung. 
Anterograde Mikrotubuli Motorproteine, in der Regel Kinesin-basierende (+) end-directed 
motors, sorgen für den Vesikeltransport in Richtung Zellperipherie. Die retrograden 
Mikrotubuli-Motorproteine, (-) end-directed motors, sorgen für den Cargotransport in 
Richtung Centrosom. 
Jüngste Forschungsberichte dokumentieren eine Assoziation von Kinesin-Protein mit 
den Mantelfaserproteinen unabhängig vom Mikrotubuli-Netzwerk (Bhullar et al., 2003). 
Die Expression des Kinesin-kodierenden Gens kinesin light chain 3 (klc3) erfolgt in post-
meiotischen Keimbahnzellen der männlichen Säuger. ODF1 wurde als Bindungspartner 
mit dem KLC3-Protein identifiziert, die Interaktion wird dabei über die Leucin-Zipper ver-
mittelt (Bhullar et al., 2003). Zhang et al. (2004) fanden eine Assoziation von KLC3 mit 
den Mitochondrien in dem Stadium der Spermatogenese, in der die Mitochondrien von 
der Plasmamembran zu den sich entwickelnden Mittelstück gelangen. Die Interaktion 
von KLC3 mit dem ODF und den Mitochondrien des Spermiums könnte, nach Annahme 
von Bhullar und Zhang, eine Bedeutung bei der akrosomalen- und Reifephase haben, in 
der die Umverteilung der Mitochondrien des Spermienkopfes erfolgt und somit bei der 
Ausbildung der axonemalen Morphologie Einfluß nehmen. 
Das cytosolische Dynein gehört zu den retrograden, (-) end-directed Motorproteinen. Es 
besteht aus mehreren Untereinheiten (Abbildung 5) und ist ein außergewöhnlich großer 
Proteinkomplex. Es ist unter anderem am retrograden axonalen Transport und am Golgi 
Vesikeltransport zum Centrosom beteiligt (Allan et al., 2002; Dell et al., 2003). Das Prote-
in besteht aus zwei bis drei heavy chains, die die Kopfdomäne determinieren. Transport-
bindungen und der intramolekulare Vesikeltransport des cytosolischen Dyneins 
erfolgen über die Interaktion des Dynaktin-Komplexes mit den leichten Ketten (light 
chains) des Dyneins (Schroer und Sheetz, 1991; Echeverri et al., 1996). Es spielt auch 
eine Rolle während des Prozesses der Mitose (Allan et al.,2002; Schroer, 1996; Vallee 
und Sheetz, 1996; Wittmann et al., 2001). Das axonemale Dynein ist bei der Geißelbe-
wegung der Cilien und Flagellen involviert. 
Der Heteroprotein-Komplex Dynaktin besteht aus mehreren Untereinheiten. Dem Protein 
Glued, p150 Glued, dem Säugetierhomolog des Drosophila Genproduktes Glue, das  die 
Bindung von Dynein zu den Mikrotubuli vermittelt, dem filamentösen F-Aktin ähnlichen 
Arp-1-Protein, das an einem Ende mit dem actin-capping Protein und an der gegenüber-
liegenden Seite mit dem p62-Protein assoziiert ist (Schafer et al., 1994) und dem Dyna-
mitin, das z.B. die Verbindung von Vesikeln und Chromosomen an die leichte Kette (light 
chain) des Dyneins herstellt (Abbildung 5). 

 

Abbildung 5 Cytosolisches Dynein 
und der Heteroprotein-Komplex Dyn-
aktin 

Das cytosolische Dynein ist mit dem 
Dynaktin-Komplex über die leichte Ket-
te des Dyneins und dem Dynamitin 
verbunden. Die Dynaktin Untereinheit 
setzt sich zusammen aus dem Protein 
Glued (Mikrotubulibindung), Arp1 (Ak-
tin-ähnliches Protein, das über das p62 
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Protein und das capping Protein, an Spektrinen bindet) und dem Dynamitin, das die Verbindung an die 
leichte Kette des Dyneins vermittelt. 
Verändert nach Lodish et al., 2004.  
 
 
 
 
 
 
Fouquet et al. (2000) detektierten das Arp1, eine Komponente des Dynaktin-Komplexes, 
in den runden Spermatiden, im Centrosom und im Golgi-Apparat dabei haben die sta-
dienspezifischen Lokalisationen von Arp1 während der Spermiogenese keine Detektion 
in den testikulären Spermatozoa gezeigt. In den elongierenden Spermatiden wurde das 
Arp1 in der Manschette lokalisiert. In den prämaturen Spermatiden ließ sich das 
Arp1-Protein in den pericentriolären Strukturen nachweisen, wohingegen das Protein bei 
den testikulären Spermatozoen nicht detektiert werden konnte. Diese stadienspezifische 
Lokalisation von Arp1 während der Spermiogenese impliziert eine Beteiligung bei den 
unterschiedlichen zellulären Differenzierungsprozessen der Spermatogenese. 
Die Mikrotubuli-bindende Seite des Glued besteht aus dem CLIP170, einem Mikrotubu-
li-assoziierten Protein, das bei dem Prozess des Vesikeltransports die Verbindungen 
zwischen den Mikrotubuli und den endocytischen/endosomalen Vesikeln herstellt (Perez 
et al., 1999). Homozygote weibliche CLIP170 knock out Mäuse sind entwicklungsfähig 
und vital. Die männlichen knock out Mäuse hingegen zeigten Unregelmäßigkeiten bei der 
Spermiogenese. Sie produzierten Spermien mit abnormen Köpfen. Akhmanova et al. 
(2005) beobachteten dabei Unterschiede bei der CLIP170 Expression während der 
Spermatogenese im Vergleich zur Spermiogenese . Dem Protein wird eine wesentliche 
Rolle bei der Spermatidendifferenzierung und der Ausbildung der speziesspezifischen 
Morphologie des Spermienkopfes zugewiesen. 

1.2.2 Bedeutung der Spermienschwanzproteine bei der Befruchtung  
Bei der Befruchtung fusioniert das Spermium mit der Oocytenmembran. Nach der voll-
ständigen Verschmelzung der beiden Membranen dringt der Spermienkern in die Oocyte 
ein. Beim Menschen gelangt der Hauptteil des Flagellums5, das die Geißelbewegung 
des Spermiums vermittelt, mit in die Oocyte. Die bei Cilien und Flagellen im Zytoplasma 
eingebetteten Basalkörper zeigen strukturelle Analogien zu den Centriolen (Schatten, 
1994). Die Centriolen des Spermiums, die mit in die Oocyte gelangt sind, formieren sich 
zum MTOC, dem Centrosom, und strahlen von hier Mikrotubulibündel aus. Diese Mikro-
tubulibündel (Aster) treten mit dem weiblichen Pronukleus in Verbindung. Über die Mikro-
tubulistränge wandert der weibliche Pronukleus auf den männlichen Pronukleus zu. Die-
ser Vorgang wird als Asternbildung bezeichnet. Die jeweiligen Kernmembranen lösen 
sich auf und die beiden haploiden Chromosomensätze fusionieren, es entsteht die Zygo-
te. Bis heute sind die regulatorischen Mechanismen der Asternbildung noch nicht voll-
ständig bekannt. Experimente, bei denen unbefruchtete Oocyten mit Spermienköpfen 
injiziert wurden, lösten keine Asternbildung aus. Bei Experimenten, bei denen isolierte 
Mittelstücke des Spermienschwanzes in die unbefruchtete Oocyte injiziert wurden, konn-

 
5 Flagellen, wie z.B der Spermienschwanz, und Cilien sind mikrotubuläre Strukturen und besitzen die-
selbe basale Struktur. 
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te die Formierung der Aster induziert werden (Pinto-Correia et al., 1994). Eine der 
Hauptproteinkomponenten des Mittelstücks ist dabei das ODF2. Der MPM-2-Antikörper 
detektiert centrosomale Proteine und zeigt dabei ein sehr komplexes Proteinbandenmus-
ter (Vandre et al., 1991; Long et al. 1997), das genau dem komplexen Bandenmuster der 
ODF2-Proteine entspricht (Hoyer-Fender, persönliche Mitteilung). 
Diese ersten Daten ließen eine direkte oder indirekte Bedeutung des ODF2-Proteins in 
centrosomale Prozesse vermuten. Die Arbeitsgruppe Lange et al. (1995) identifizierte 
einen molekularen Marker für das mature Centriol (Cenexin) ein Element des Centro-
soms. Cenexin2 zeigt eine Aminosäurensequenzidentität von 99 % mit dem testikulären 
ODF2-Protein. Nakagawa et al. (2001) lokalisierte ODF2 an den distalen/subdistalen 
Anhängseln der maturen Centriolen. Dies impliziert nun einen Einfluß von ODF2 auf 
centriolare Prozesse. Versuche der Arbeitsgruppe Hoyer-Fender, bei denen Injektionen 
von testikulären Odf2 in unbefruchtete Maus-Oocyten vorgenommen wurden, induzierten 
eine Zellteilung bis zum Achtzellstadium (unpublizierte Beobachtung). Die Daten ließen 
vermuten, dass das ODF2-Protein bei der Induktion des zygotischen Centrosoms und 
bei der zellulären Organisation eine wesentliche Rolle spielen könnte. Daraufhin wurden 
Versuche zur Lokalisation und Organisation von testikulären Odf2 in somatischen Zellen 
vorgenommen, die darüber weitere Hinweise liefern sollten. 

1.3 Ziele der vorliegenden Arbeit 
In jüngster Zeit wurden Transkripte des testikulären ODF2-Proteins in somatischen Zel-
len detektiert. Im Vordergrund des Interesses war es zu verstehen, wie sich das  testiku-
läre ODF2-Protein in somatischen Zellen organisiert, welche Interaktionen es dabei ein-
geht und bei welchen zellulären Prozessen ODF2 involviert ist. Bereits beschriebene 
Wechselwirkungsbeziehungen des ODF2-Proteins mit dem ODF1-Protein (Shao et al., 
1997) lassen vermutet, dass über diese Interaktion ein molekulares Netzwerk generiert 
wird. Um nachzuvollziehen, inwiefern sich die ODF1/ODF2 Interaktion in somatischen 
Zellen manifestiert, sollten mit Hilfe der konfokalen Dualchromophorenmikroskopie Loka-
lisationen und Morphologien ODF1/ODF2-GFP-Fu 
sionsprotein-koexprimierender Säugerzellen analysiert werden. 
Die Assoziation von ODF2 mit dem Mikrotubuli-Netzwerk war anhand vorheriger immun-
cytologischer Experimente beschrieben worden (Donkor, 2001). In dieser Studie sollte 
der Frage nachgegangen werden, ob diese Assoziation aus einer physikalischen Wech-
selwirkungsbeziehung entstanden war. Dazu sollten Mikrotubuli-Kosedimentations 
experimente durchgeführt werden. Mikrotubuli spielen eine wichtige Rolle bei der Orga-
nisation und Positionierung der Zellorganellen und bei den intramolekularen Transport-
prozessen. Zelluläre Kolokalisationsexperimente mit Hilfe der indirekten konfokalen Im-
munfluoreszenzmikroskopie sollten Hinweise auf Assoziationen des ODF2-Proteins mit 
Zellorganellen geben.  
Der mikrotubuliabhängige intrazelluläre Proteintransport und der Einfluss der Verteilung 
von Membranorganellen wurde in ODF2-überexprimierenden Zellen über die Zugabe von 
Brefeldin A und der Überexpression von Dynamitin fluoreszenzmikroskopisch untersucht.  
Ein Yeast-two-hybrid Experiment an Rattenhirn cDNS-Bibliothek sollte Interaktions-
partner des ODF2-Proteins bei den Proteintransportwegen und den putativen Mikrotubu-
libindungspartner identifizieren helfen. 
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Die Lokalisation von ODF2 in den distalen/subdistalen Anhängseln der maturen Centriole 
Nakagawa et al. (2001) leitete zur Frage über, ob ODF2 eventuell im Verlauf des Zellzyk-
lus einen Einfluß auf centriolare Prozesse wie Centrosomenduplikation haben könnte. 
Dazu sollten Proliferationsexperimente, Durchflusszytometrieanalysen und fluoreszenz-
mikroskopische Lebendzellaufnahmen an ODF2-überexprimierenden Säugerzellen Hin-
weise darauf geben.  
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2 Materialien und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 cDNS-Bibliothek 
Rattenhirn cDNS-Bibliothek in pJG4-5 (MoBiTec). 
Rattentestis cDNS-Bibliothek in ZAPII (Stratagene). 

2.1.2 Antikörper 

2.1.2.1 Primäre monoklonale Antikörper 
anti-α-Tubulin, Oncogene Research Products CALBIOCHEM® Cat# CP06, 
anti-γ-Tubulin, Sigma Clone GTU-88 Mouse Ascites Fluid T6557, 
anti-human Golgin97, mouse monoclonal CDF4, MoBiTec A-21270, 
anti-Hsp47 (Colligin), mouse monoclonal MoBiTec # SR-B470, 
MitoTracker® Mitochondrion-Selective Probes, MoBiTec M-75123, 
myc-Antikörper freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Kerstin Meier, 
Arbeitsgruppe Prof. Wimmer. 

2.1.2.2 Primäre polyklonale Antikörper 
anti-GFP, MoBiTech A-6455, 
anti-ODF2, Brohmann et al., 1997. 

2.1.2.3 Sekundäre Antikörper 
anti-Kaninchen Immunglobulin IgG Antikörper; gekoppelt an Meerrettichperoxidase, 
Sigma Immuno Chemicals, 
anti-Maus IgG-Antikörper, an Cy 3 gekoppelt, Sigma Immuno Chemicals, 
MFP590 goat anti-mouse IgG (H+L), MoBiTec MFP-A1032. 

2.1.3 Bakterien- und Hefestämme 

2.1.3.1 Bakterienstämme 
Zur Vermehrung der rekombinanten DNS bzw. der Vektoren wurde der folgende Wirts-
stamm eingesetzt: 
Escherichia coli (E. coli) DH5α (Hanahan, 1983) 
Zur Generierung von GST und GST-Fusionsproteine wurde der E. coli-Stamm 
BL21(DE3) (Studier und Moffatt, 1986) verwendet. 
[F-, ompT, hsdSB, (rB

-mB
-), gal, dcm, (DE3)] 

2.1.3.2 Hefestämme 
Der verwendete Hefestamm: Saccharomyces cerevisiae EGY48 [MATα, trp1, his3, ura3, 
leu2::6 LexAop-LEU2] 
Dem Stamm wurde das LEU2 Reportergen integriert. Dieses Gen enthält Kopien 2:6 des 
LexA Operator upstream zum Promotor 
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2.1.4 Vektoren 
pGEM-T Promega 
pBluescript-SK Promega 
pEGFP-N1 Clontech 
pECFP-C1 Clontech 
pEYFP-N1 Clontech 
GFP Reporter Plasmid pGNG1 MOBiTech 
Bait Plasmid pEG202 MOBiTech 
Prey Plasmid pJG4-5 MOBiTech 
pMAL™c2x New England Biolabs.  

freundlicherweise von Richard Vallee zur Ver-
fügung gestellt 

2.1.5 Enzyme 
Restriktionsendonukleasen, MBI Fermentas, Pharmacia, Promega 
Taq-Polymerase, PeqLab 
T4-Ligase, MBI Fermentas 

2.1.6 Oligonukleotide 
Die Oligonukleotide wurden von MWG hergestellt. 

2.1.6.1 Spezifische Odf-Primer 
Die angegebenen Bindebereiche der Odf1-spezifischen Primer beziehen sich auf die von 
Burfeind et al. (1993) veröffentlichte cDNS-Sequenz. Analog dazu beziehen sich die Bin-
debereiche der Odf2-spezifischen Primer auf die von Brohmann et al. (1997) publizierte 
cDNS-Sequenz. 
 
5/1-1 (Odf1) Bindestelle 837-822 
5'-ATGCTGACGGAGCCTA-3' 
 
SHF 32 (Odf1), Bindestelle 115-132 
5'-CTTTTGGACAGTGTTAGA-3' 
 
SHF 82 (Odf2), Bindestelle 1352-1370 
5'-CTCGGCATACTCCTCACTC -3' 
 
SHF 85 (Odf2), Bindestelle 421-438 
5'-GAGTGACCTTTCTACAGA-3' 
 
Odf1-N, mit SacI und HindIII Schnittstellen, Bindestelle 97-114 
5'-GAGCTCAAGCTTTGGCCGCACTGAGTTGTC-3' 
 
Odf1-C, mit KpnI und SacII Schnittstellen, Bindestelle 830-813 
5'-CCGCGGTACCCAAGATCATCTTCCTACA-3' 
 
Odf2-N2, mit EcoRI und HindIII Schnittstellen, Bindestelle 1412-1429 
5'-TCGAATTCGTATGGAAGCTTTATCTACTCTG-3' 
 
Odf2-C1, mit SmaI und BamHI Schnittstellen, Bindestelle 1588-1569 
5'-TGGATCCCGGGGTCTCTCTACCAAGCTGTG-3' 
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Odf2-C2, mit SmaI und BamHI Schnittstellen, Bindestelle 1424-1408 
5'-TGGATCCCGGGTAGATAAAGCTTCAGC-3' 

2.1.6.2 Vektorenspezifische Primer 
Die angegebenen Bindebereiche der Vektoren-spezifischen Primer beziehen sich auf die 
von Clontech bzw. MoBiTec angebenen Sequenzen. 
 
pEGFP-N1 reverse, Bindestelle 773-755 

5'-CGGACACGCTGAACTTGTG-3' 
 
pEGFP-C1 forward, Bindestelle 1306-1324 

5'-CAAAGACCCCAACGAGAAG-3' 
 
pEGFP-N1 forward, Bindestelle 548-565 

5'-CAAAGACCCCAACGAGAAG-3' 
 
5’-PREY-Primer 

5’-CTG AGT GGA GAT GCC TCC-3’ 
 

3’-PREY-Primer 
5’-GCC GAC AAC CTT GAT TG-3 

2.1.7 Nährmedien  

2.1.7.1 Nährmedien zur Anzucht von Escherichia coli 
Luria-Bertani (LB)-Medium:  1 % (w/v) Trypton 
     0,5 %  (w/v) Hefeextrakt 
     170 mM NaCl pH 7,2 
LB-Agar:     15 g Agar pro 1 l LB-Medium 
Kanamycin-Platten:    LB-Agar 
     50 µg/ml Kanamycin 
OJA-Platten:     1 l LB-Agar 
     75 µg/ml Ampicillin 
     0,004 % X-Gal 
     1 mM IPTG 

2.1.7.2 Nährmedien zur Anzucht von Saccharomyces cerevisiae 
YPD 2 % (w/v) Glukose, 2 % (w/v) Bactopepton, 1 % (w/v) Hefe-Extrakt 
SC complete 2 % (w/v) Glukose, 0,175 Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids and 

Ammonium Sulfate, 0,51% Ammonuimsulfat, 680 mg/l SC 
SC drop out 2 % (w/v) Glukose, 0,17 % Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids 

and Ammonium Sulfate 0,51% Ammonuimsulfat,(680-x) mg/l SC 
x: Komponente, auf deren Prototrophie selektioniert wurde 

SC drop out (Gal/Raf) 2 % (w/v) Galaktose, 1% (w/v) Raffinose, 0,17 % Yeast Nitrogen 
Base w/o Amino Acids and Ammonium Sulfate 0,51 % Ammonium-
sulfat, (680-x) mg/l SC  
x: Komponente, auf deren Prototrophie selektioniert wurde. 

Synthetic Complete (SC) ist eine Mischung aus Aminosäuren und Nukleobasen. In drop 
out-Medien wurde jeweils diejenige Komponente, auf deren Prototrophie selektioniert 
wurde, weggelassen. 
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Tabelle 1 Aminosäurenkomponenten in Nährmedien zur Prototrophieselektion und Anzucht 

von Saccharomyces cervisiae. 

Aminosäuren mg/ Liter Medium Aminosäuren mg/ Liter Medium
Adenin                   40 mg Prolin              20 mg 
Arginin                   30 mg Serin            200 mg 
Histidin                   20 mg Threonin            200 mg 
K-Glutamat                 100 mg Tryptophan              30 mg 
Leucin                   40 mg Tyrosin              30 mg 
Lysin                   40 mg Uracil              20 mg 
Methionin                   20 mg Valin              65 mg 
Phenylalanin                   50 mg Isoleucin              20 mg 

 

2.1.8 Sterilisation 
Die Sterilisation der Nährmedien erfolgte bei 105 Pascal und 120°C für 60 min im 
Dampfdruckautoklaven. Die Lösungen, die nicht durch feuchte Hitze sterilisiert werden 
konnten, wurden durch einen 0,2 µm Filter sterilfiltriert. 
Glukose wurde getrennt autoklaviert. Antibiotika wurden nach dem Autoklavieren erst bei 
einer Temperatur von 50°C zugesetzt. 
Feste Medien enthielten 1,5% (w/v) Agar. Antibiotika wie Ampicillin (Endkonzentration 
100 µg/ml) oder Kanamycin (Endkonzentration 30 µg/ml) wurden bei Bedarf nach dem 
Autoklavieren aus einer Stammlösung zugesetzt, nachdem die Lösung auf unter 50°C 
abgekühlt war. 

2.1.9 Geräte 
Axioplan 2, Zeiss, image 
Autoklav, Varioklav Dampfsterilisator 
Binokular, Olympus S2X12 
Zentrifugen:     Beckmann L 8 M Ultrazentrifuge 
     Sorvall RC 28S 
     Hettich 
Rotoren:     Universal 30 RF 
     SS 34 
     AH 650 

2.1.10 Chemikalien 
Acrylamid/ Bisacrylamid, 30 % Stammlösung (29/1), Gerbu 
Aminocapronsäure, Sigma  
Ammoniumperoxodisulfat (APS), Sigma 
Antibiotika:   Ampicillin, Sigma 
  G418 Gentamycin-Sulfat, Calbiochem® 

  Penicillin, Gibco BRL® Life Technologies® 
Penicillin/Streptomycin, Gibco BRL® Life Technologies® 

  Kanamycin, Sigma 
Bacto®-Trypton, DIFCO Laboratories 
Bacto®-Hefeextrakt, DIFCO Laboratories 
Brefeldin-A, Sigma 
4´,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI), Sigma 
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Dimethylpimelimidate-2 HCl (DMP), Pierce 
di-Natriumhydrogenphosphat, Roth 
dNTPs (100 mM), PeqLab 
Essigsäure, Roth 
Ethanol, Roth 
Glutathion, Sigma 
Guanidiniumchlorid, Sigma 
HOECHST 33342 
Lachsspermien-DNS, Sigma 
L-Glutamin, Sigma 
Magermilchpulver, Heirler 
Methanol, Roth 
Natriumcitrat, Sigma 
Natriumdihydrogenphosphat, Roth 
Natriumdodecylsulfat (SDS), Serva 
Natriumhydroxid, Roth 
N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin (TEMED), Sigma 
Paraformaldehyd, Merck 
Proteaseinhibitoren:    Aprotinin, AppliChem 
     Chymostatin, AppliChem 
     Leupeptin-Hemisulfat, AppliChem 
     Pepstatin, AppliChem 
     Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), AppliChem 
Rinderserumalbumin (BSA), AppliChem 
Roti®-Load reduzierend, 4 x konzentriert, Roth 
Salzsäure rauchend, Roth 
Triethanolamine, Sigma 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris), AppliChem 
Triton X-100, Sigma 
Tween 20, Merck 
Vectashield® Mounting-Medium, Vector Laboratories 

2.1.11 Verwendete Puffer und Lösungen 
Anodenpuffer 1:    0,3 % Tris pH 10,4 
     20 % Methanol 
     0,1 % SDS 
Anodenpuffer 2:    25 mM Tris pH 10,4 
     20 % Methanol 
     0,1 % SDS 
Bindungspuffer:    10 mM HEPES pH 8,0 
     50 mM NaCl 
     50 mM MgCl2 
     0,1 mM EDTA 
     1 mM DTT 
     0,25 % Magermilchpulver 
Blockierungspuffer:    0,5 % Magermilchpulver 
     10 mM Tris-HCl pH 7,5 
     50 mM NaCl2 
     1 mM EDTA 
     1 mM DTT 
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BRB80X:     80 mM Pipes pH 6.8, 

1 mM MgCl 
1 mM EGTA 
0,5  mM DTT, 
1 mM GTP 
5 µM taxol, 
10 µM Benzamidine-HCl, 
10 µg/ml Aprotinin 
10 µg/ml Leupeptin, 
10 µg/ml Pepstatin. 

Dejelling-Buffer:    110 mM NaCl 
     20 mM Tris 
     0,1 mM EGTA  
     2 % Cystein pH 8,5 
HBB:      25 mM HEPES pH 7,9 
     25 mM NaCl 
     5 mM MgCl2 
     1 mM DTT 
Homogenisationspuffer (Puffer 1):  10 mM HEPES pH 7,6 
     25 mM KCl 
     0,15 mM Spermin 
     0,5 mM Spermidin 
     1 mM EDTA 
     1,94 M Sucrose 
     10 % Glycerin (v/v) 
Homogenisationspuffer (Puffer 2):  90 % Homogenisationspuffer (Puffer 1) 
     + 10 % Glycerin 
High-Salt-Buffer 10 x (HSB):  110 mM NaCl 
     2 mM KCl 
     1 mM MgSO4 
     0,5 mM Na2HPO4 
     2 mM NaHCO3 
     15 mM Tris-HCl pH 7,4 
Kernpuffer:     10 mM HEPES pH 7,9 
     1,5 mM MgCl2 
     0,1 mM EDTA  
     0,5 mM DTT 
     0,1 mM PMSF 
10 x Laemmli Elektrophorese Puffer: 250 mM Tris-HCl pH 8,3 
     1,92 M Glycin 
     0,1 % (w/v) SDS 
Natriumphosphat-Puffer:   1 M NaH2PO4 

     1 M Na2HPO4 
     pH 8,1  
PBS:      0,075 mM KH2PO4 
     0,4 mM Na2HPO4  
     0,15 mM KCl 
     6,85 mM NaCl 
     pH 7,4 
PBST     1000 ml PBS 
     0,5 ml Tween® 
PEM-1:     0,1 mM Pipes, pH 7,6; 1 mM EGTA, 
      1 mM MgSO4 
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Reassembly Buffer (BRB):   80 mM K-Pipes pH 6,8 
     1 mM MgCl2 
     1 mM EGTA 
     1 mM DTT 
     1 mM PMSF 
     2 µg/ml Pepstatin 
     2 µg/ml Aprotinin 
     1 µg/ml Leupeptin 
Sammelgel-Puffer:    0,375 M Tris-HCl pH 6,8 
     0,3 % SDS 
50 x TAE Puffer:    2 M Tris-Acetat pH 8,0 
     50 mM EDTA 
swelling solution:    1 mM EGTA, pH 7.6 

1 mM MgSO4 
TBB:      10 mM Tris-HCl pH 7,5 
     50 mM NaCl 
     1 mM EDTA 
     1 mM DTT 
TBST:     20 ml 1 M Tris-HCl pH 7,5 
     60 ml 5 M NaCl 
     1 ml Tween®20 
     auf 2 l 
Towbin-Transferpuffer:   25 mM Tris-HCl pH 8,3 
     192 mM Glycerin 
     20 % Methanol 
     0,1 % SDS 
     1 mM MgCl2 
Trenngelpuffer:    1,125 M Tris-HCl pH 8,8 
     0,3 % SDS (w/v) 

2.1.12 Gebrauchsfertige Kits 
Effectene™ Transfection Reagent, Qiagen® 
Mini-Präparations Kits von PeqLab® 
Plasmid Mini-Prep Kit, Qiagen® 
Plasmid Midi Kit (100), Qiagen® 
QIAEX II Agarose Gel Extraction®, Qiagen® 
Renaissance® Western Blot Chemiluminescence Reagent, NEN 
Zymoprep™ Yeast Plasmid Minipreparation, Zymo Research Corp. 
Grow’N’Glow High Efficiency Yeast Transformation Kit, MoBiTec #22001 

2.1.13 Sonstiges 
Amicon-Säulen, Millipore 

Sterile Deckgläser (22 mm2 Fläche), Krannich 
DNS-Molekulargewichtsstandards (GeneRuler), MBI Fermentas 
Hybond ECL, Amersham Pharmacia Biotech 
PVDF, PolyScreen®, NEN™Life Science Products 
Röntgenfilme Contatyp CX-BL, Typon Röntgenfilm GmbH 
SDS-PAGE Molekulargewichtsstandard Nr. 161-0317 Broad Range, Bio-Rad 
Tubulin-Tetramethylrhodamin-Konjugat aus Rinderhirn, MoBiTec 
Whatman-Papier, Schleicher & Schuell 
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2.1.14 Zelllinien 
Verwendet wurde die COS-7-Zelllinie. Die Zellen besitzen eine fibroblastenartige Mor-
phologie. Die COS-7-Zellen sind eine permanente Zelllinie der afrikanischen grünen 
Meerkatze (Cercopithecus aethiops). Im Erbmaterial der COS-7-Zellen sind Teile des 
Genoms des Affenvirus SV40 integriert. Eingesetzt bei den immunzytologischen Experi-
menten, Proliferations Experimenten, Brefeldin A Versuchen, FACS-assay sowie bei der 
Mikrotubuli-Kosedimentation. 
Die HeLa-Zelle ist eine menschliche immortale Cervix-Karzinom Zelllinie. Die adhärenten 
Zellen wurden eingesetzt bei den immunzytologischen Experimenten, Brefeldin A Versu-
chen, FACS-assay und Life-Imaging. 

2.1.15 Medien für die Zellkultur 
DMEM, Gibco BRL® Life Technologies® 
CO2-Independent, Gibco BRL® Life Technologies® 
RPMI, Gibco BRL® Life Technologies® 
Medium für die COS-7-Zellen: 
DMEM,10 % hitzeinaktiviertes fötales Kälberserum, Gibco BRL® Life Technologies® 
5 % Penicillin/Streptomycin (5000 U), Gibco BRL® Life Technologies® 
Medium für die HeLa-Zellen: 
DMEM,10 % hitzeinaktiviertes fötales Kälberserum, Gibco BRL® Life Technologies® 
5 % Penicillin/Streptomycin (5000 U), Gibco BRL® Life Technologies® 
Medium für die Inkubation bei Langzeit-Mikroskopie: 
CO2-Independent Gibco BRL® Life Technologies® 
10 % hitzeinaktiviertes fötales Kälberserum, Gibco BRL® Life Technologies® 
5 % Penicillin/Streptomycin (5000 U), Gibco BRL® Life Technologies® 
 

2.1.16 Software 
Adobe Photoshop 5.5 
Zeiss Laser Scanning Software LSM 510 Release 2.01 
WinMedi 2.8 (J. Trotter, http://facs.scripps.edu/) 
FlowJo Version 5.7.2 
ImageJ Version 1.33u 

2.2 Methoden 

2.2.1 Klonierung von Odf1 und Odf2 in GFP-Expressionsvektoren 

2.2.1.1 Erzeugung der Konstrukte 
Das green fluorescent protein (GFP) ist ein monomeres Protein von 27 kDa 
(238 Aminosäuren) aus dem Organismus Aequorea victoria. Das Protein ist in der Lage, 
autokatalytisch fluoreszierende Pigmente zu bilden. Es absorbiert das blaue Licht (bei 
max. 395 nm) und emittiert das grüne Licht bei einem Maximum von 508 nm. Der 
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pEGFP-N1-Vektor (enhanced green fluorescent protein) kodiert für eine stärker fluores-
zierende Variante des nativen GFP. 
Der dem Reportergen EGFP vorgeschaltete Promotor (CMV) ermöglicht hohe Expressi-
onsraten in Säugerzellen. Zwischen dem Promotor und dem offenen Leserahmen des 
EGFP-Gens befindet sich eine multiple Klonierungsstelle (mcs). Die mcs ermöglicht die 
Insertion von zusätzlicher DNS. Bei einer Klonierung im selben Leserahmen wie EGFP 
kann ein Fusionsprotein exprimiert werden, wobei der EGFP-Anteil im C-terminalen Be-
reich des Fusionsproteins lokalisiert ist. 
Der pEYFP-N1-Vektor kodiert eine gelb-grün fluoreszierende Variante des GFPs,die 
Licht bei 513 nm absorbiert und im Bereich von 527 nm emittiert. Bei Klonierung im sel-
ben Leserahmen wie EYFP kann ein Fusionsprotein exprimiert werden. Bei dem resultie-
renden Fusionsprodukt ist der EYFP-Anteil im C-terminalen Bereich. 
Der pECFP-C1-Vektor kodiert eine blau fluoreszierende Variante des GFPs, die Licht bei 
433 nm absorbiert und im UV-Bereich bei 475 nm emittiert. Im generierten Fusionsprote-
in ist der ECFP-Anteil im N-terminalen Bereich. 
Am 3´-Ende des Reportergens befindet sich ein SV40 Polyadenylierungssignal, das eine 
effiziente Prozessierung des 3´-Endes gewährleistet. Die drei Plasmide generieren eine 
Neomycin-Resistenz und ermöglichen somit stabile Transfektionen in eukaryotischen 
Zelllinien. Weiterhin vermitteln die Vektoren eine Kanamycin-Resistenz für Klonierungs- 
und Amplifikationsarbeiten in E. coli. 
Über eine PCR mit Odf-spezifischen Primern wurde aus der cDNS der Ratte bzw. der 
Maus (Burfeind et al.,1991), der transkribierte Bereich der jeweiligen cDNS amplifiziert. 
Die Primer trugen jeweils an ihrem 5´-Ende zusätzliche Erkennungssequenzen für 
Restriktionsendonukleasen (2.1.6.1). Das PCR-Produkt wurde enzymatisch geschnitten. 
Die DNS-Fragmente wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, isoliert und entweder di-
rekt oder über einen Subklonierungsschritt in pGEM-T bzw. pBlueskript eingebracht und 
abschließend in pEGFP-N1, pEYFP-N1 bzw. pECFP-C1 ligiert. Für die Ligation wurden 
0,1 µg zu klonierendes DNS-Fragment mit 0,5 µg Vektor bei 16°C über Nacht ligiert. Die 
Klonierung im korrekten Leserahmen zum GFP-Reportergen wurde durch Sequenzie-
rungen überprüft. 
Das Odf2-NC-Konstrukt beinhaltet das gesamte Protein von AS 1 bis AS 591 (accession 
number AAC53134). Im C-terminalen Bereich von AS 392 bis AS 413 und von AS 530 
bis AS 551 sind zwei Leucin-Zipper-Motive vorhanden (Brohmann et al. 1997).  
Alle übrigen Konstrukte wurden analog über PCR Amplifikationen erzeugt und im korrek-
ten Leserahmen in pEGFP-N1 oder pEYFP-N1 eingebracht. Die generierten Fusionspro-
teine sind in Abbildung 6 dargestellt. Sie enthalten den GFP-Anteil jeweils am 
C-terminalen Ende. ODF2-NC1 (ODF2 ΔC429-591) enthält eines der beiden Leu-
cin-Zipper-Motive, ODF2-NC2 (ODF2 ΔC375-591) enthält kein Leucin-Zipper-Motiv und 
ODF2-N2C (ODF2 ΔN1-369) ist das N-terminal verkürzte Fragment mit beiden Leucin-
Zipper-Motiven (Abbildung 6). 
Das Odf1-Gen kodiert für ein Protein mit einem putativen Leucin-Zipper-Motiv im 
N-terminalen Bereich von Aminosäure AS 69 bis AS 95 (Burfeind et al., 1991). Das 
ODF1-Protein hat ein Molekulargewicht von ca. 27 kDa. Zusammen mit dem ECFP von 
27 kDa ergibt sich daher eine theoretische Größe des Fusionsproteins von 54 kDa 
(Abbildung 6).  

31
 



  Materialien und Methoden 
 
Alle Konstrukte wurden ansequenziert und damit der korrekte Leserahmen und der Ü-
bergang zum EGFP, ECFP und EYFP bestätigt (ohne Abbildung). 
Die rekombinanten pEGFP-N1, pEYFP-N1 und pECFP-C1-Vektoren können über Stan-
dardtransfektionsprotokolle in eukaryotische Zellen eingebracht werden. Somit besteht 
die Möglichkeit, die rekombinanten Fusionsproteine in vivo zu analysieren. 

 

Abbildung 6 Schematische Übersicht über die in den Konstrukten enthaltenen Proteinberei-
che.  

ODF1-NC hat eine Länge von 244 AS mit einem N-terminalen Leucin-Zipper-Motiv (AS 69-AS 96). 
ODF2-NC hat eine Länge von 593 AS mit zwei C-terminalen Leucin-Zipper-Motiven (AS 392-AS 413 
und AS 530-AS 551). 
ODF2-NC1 hat eine Länge von 428 AS mit einem Leucin-Zipper-Motiv (AS 392-AS 413; ODF2 ΔC429-

591). 
ODF2-NC2 hat eine Länge von 374 AS ohne Leucin-Zipper-Motiv (ODF2 ΔC375-591). 
ODF2-N2C hat eine Länge von 235 AS mit zwei Leucin-Zipper-Motiven (AS 392-AS 413 und AS 530-
AS 551; ODF2 ΔN1-369). 
Die angegebenen Molekulargewichte beziehen sich jeweils auf die Fusionsproteine, d.h. sie sind in-
klusive des Molekulargewichts von EGFP, EYFP und ECFP von 27 kDa. 

2.2.1.2 Transformation von E. coli 
Die kompetenten Zellen wurden zur Transformation auf Eis aufgetaut. Zu den Zellen 
wurden 1 µg zu transformierende DNS (maximal 20 µl) zugegeben. Nach einer fünfminü-
tigen Inkubation auf Eis wurde der Ansatz einem Hitzeschock unterzogen (45s, 42°C). Im 
Anschluss wurde der Transformationsansatz für fünf Minuten auf Eis abgekühlt. Zu den 
Zellen wurden 300-800 µl LB-Medium gegeben und die Kultur wurde eine Stunde bei 
37°C inkubiert. Anschließend wurden 200 µl der Zellkultur auf Selektionsmedium aus-
plattiert. Die Platte wurde über Nacht bei 37°C inkubiert.  

32
 



  Materialien und Methoden 
 
2.2.2 DNS-Präparation 
2.2.2.1 Plasmidpräparation mit Hilfe des Mini-Präparations-Kits von PeqLab 
Die Isolation von Plasmid-DNS aus Bakterienkulturen basiert auf dem Verfahren der al-
kalischen Lyse von Birnboim und Doly (1979). 
Je nachdem, ob es sich um ein Plasmid mit niedriger oder hoher Kopienzahl handelt, 
erlaubt dieser Kit die Extraktion von 6-20 µg Plasmid-DNS aus 3-5 ml Bakterienkultur. Es 
wurde eine Übernachtkultur angeimpft und 12-16 h bei 37°C auf einem Schüttler inku-
biert. Diese bakterielle Übernachtkultur wurde durch Zentrifugieren für 10 min bei 
5.000 x g pelletiert. Der Überstand wurde verworfen. Die Isolierung der DNS erfolgte 
nach den Angaben des Herstellers. 

2.2.2.2 Midi-Präparation von Plasmid-DNS  
Die Methode nach Qiagen® ermöglicht die Isolation von hoch sauberer Plasmid-DNS in 
einer Menge von 80-100 µg. Diese Plasmid-DNS wurde für Transfektionen und für auto-
matische Sequenzierungen eingesetzt. 
Die Isolierung der DNS erfolgte nach den Angaben des Herstellers (2.1.12) 

2.2.2.3 Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen mit Hilfe des MinElute™ 
Gel Extraction Kits 

Die entsprechenden DNS-Fragmente wurde unter einer UV-Lampe bei 360 nm aus dem 
Agarosegel ausgeschnitten und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Die Isolierung 
der DNS-Fragmente aus dem Agarosegel erfolgte nach den Angaben des Herstellers 
(2.1.12). 

2.2.2.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung der DNS 
Zur Ermittlung der DNS-Konzentration erfolgte eine Messung im Spektralphotometer. 
Gemessen wurde bei 260 nm, dem Absorptionsmaximum der Nukleinsäuren. Die Rein-
heit der Probe wurde ermittelt, indem zusätzlich bei 280 nm, dem Absorptionsmaximum 
von Proteinen und aromatischen Aminosäuren gemessen wurde. Dabei sollte ein ideales 
Verhältnis OD260 : OD280 von 2 : 1 vorhanden sein. 
Die Konzentration der DNS ermittelt sich aus folgender Gleichung: 
 cProbe µg/µl = (EProbe - E0) ⋅ V ⋅K 
 E0 = Extinktion des Nullwerts 
 V = Verdünnungsfaktor 
 K = Konzentrationskoeffizient (für doppelsträngige DNS = 0,05 µg/µl) 

2.2.3 Restriktionsverdau von Plasmid-DNS  
Der Restriktionsverdau von Plasmid-DNS erfolgte nach Brooks, 1987. Die Restriktion-
sendonukleasen der Klasse II sind bakterielle Enzyme. Sie spalten die beiden Stränge 
eines DNS-Moleküls innerhalb oder benachbart zu ihrer spezifischen Erkennungsse-
quenz. Die Erkennungssequenzen bestehen in der Regel aus vier bis acht Basenpaaren 
und bilden meistens ein Palindrom. Die Plasmid-DNS wurde mit Restriktionsendonuklea-
sen nach den Angaben des Herstellers für 2 h inkubiert. Dabei wurden pro µg DNS 
1 U Enzym eingesetzt. Der Restriktionsansatz wurde anschließend in einem 1 % igen 
Agarosegel analytisch oder präparativ elektrophoretisch getrennt. 
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2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) PCR 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient zur selektiven Anreicherung spezifischer 
Nukleinsäuresequenzen aus einer Mischung von Nukleinsäuremolekülen (Saiki et al., 
1985). 50 ng DNS, 1 µl 10 mM dNTPs (pH 7,2), zwei flankierende synthetische Oligo-
nukleotide (100 ng/µl), 5 µl 10 x PCR Puffer, 3 µl MgCl2 (26 mM) und 1 U 
Taq-Polymerase wurden eingesetzt. Der Ablauf unterteilt sich in zwei Zyklen: 
A: Die DNS wurde zunächst für 5 min bei 95°C denaturiert und anschließend amplifiziert. 
B: Der Amplifikationszyklus setzt sich aus drei Phasen zusammen:  
(i) die Denaturierung [30 s, 95°C],  
(ii) die Anhybridisierung der Primer [2 min 30 s, 52°C] und  
(iii) die Elongation [2 min 30 s, 72°C]. Dieser Zyklus wurde 35 x wiederholt. 

2.2.4.1 Touchdown PCR  
Die Touchdown PCR (Don et al., 1991) ist eine weitere Methode der PCR. Die Annea-
lingtemperatur wird der berechneten Schmelztemperatur des Primers (Tm) zyklusweise 
angenähert und über diese hinaus abgesenkt.  
Durch die zyklusweise Annäherung der Annealingtemperatur an die Schmelztemperatur 
des Primers wird die Spezifität der Primerbindung erhöht und eine bevorzugte Vermeh-
rung des gewünschten Amplikons gewährleistet. Diese Methode der PCR wurde bei der 
Identifikation der Prey-Plasmide angewendet (2.2.5.9). 

2.2.5 Grow'n'Glow GFP Yeast Two-Hybrid-System von MoBiTec 
Das Yeast Two hybrid interaction trap (Fields und Song, 1989) System ist eine moleku-
largenetische Technik, um Protein-Protein Interaktionen zu identifizieren. 
Die Methode basiert darauf, dass eukaryotische Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel 
GAL4, zwei physikalisch separate modulare Domänen, eine DNS-bindende Domäne 
(LexA) und eine transkriptionsaktivierende Domäne (B42 acid blob) besitzen. Zur Aktivie-
rung der Transkription müssen diese beiden Domänen physikalisch zusammen gebracht 
werden. Das Protein, für das Interaktionspartner identifiziert werden sollen, wird als Fusi-
onsprotein mit der DNS-bindenden Domäne exprimiert. Gene oder DNS-Fragmente einer 
Bibliothek, die auf Interaktion hin untersucht werden soll, werden als Fusion mit einer 
transkriptionsaktivierenden Domäne exprimiert. Eine Interaktion der exprimierten Protei-
ne bringt die DNS-bindende und die transkriptionsaktivierende Domäne zusammen, wo-
durch die Expression von Reportergenen induziert wird. Diese Reportergene sind in den 
im Two-Hybrid-System verwendeten Stämmen chromosomal integriert und stehen unter 
der Kontrolle der UAS. Häufig werden das lacZ-Gen aus E. coli (kodiert für die 
β-Galaktosidase) und zur Selektion ein Gen für eine Aminosäureprototrophie verwendet. 
Das Zusammenbringen beider Domänen erfolgt entweder über Kreuzung der plas-
midtragenden Stämme oder durch Transformation (2.2.5.3). 
Bei dem GFP-Two-Hybrid-System handelt es sich um eine auf LexA/B42-basierender 
Variation der ursprünglichen Methode. Hier werden LexA als DNS-Bindedomäne und 
B42 (acid blob) als Transkriptionsaktivator-Domäne verwendet. Beides sind bakterielle 
Proteine, deren Verwendung das Risiko, falsch positive Kolonien (durch Bindung endo-
gener Hefe-Proteine an eine der beiden Domänen) zu erhalten, verringern. Als ein Re-
portergen wird anstelle des LacZ-Gens das für GFP (green fluorescent protein) kodie-
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rende Gen GFPuv verwendet. GFPuv ist nicht chromosomal integriert sondern liegt se-
parat auf dem Plasmid pGNG1 vor. Das Gen steht unter der Kontrolle des GAL1, 
10-Promotors, der vier LexA-Operatoren, also acht Bindestellen für das Protein LexA, 
besitzt. GFP hat gegenüber der β-Galaktosidase den Vorteil, dass positive Kolonien bei 
Anregung mit UV-Licht sofort über eine grüne Fluoreszenz identifiziert werden können. 
Ein weiteres Reportergen ist das in den verwendeten Hefestämmen chromosomal integ-
rierte LEU2-Gen, das ebenfalls von LexA-Operatoren kontrolliert wird. Dieses Gen führt 
zur Leucinprototrophie und wird zur Selektion verwendet (Abbildung 7). 
ODF2, für das Interaktionspartner gesucht wurden, wurde nach Klonierung in dem Plas-
mid pEG202 als Fusionsprotein mit LexA exprimiert (Abbildung 7). Die cDNS-Bibliothek 
aus Rattenhirn liegt im Vektor pJG4-5 vor. Ein Protein dieser Bibliothek wird als Fusion 
mit dem Transkriptionsaktivator B42 exprimiert (Mönnich, 2002). 
Die Identifizierung putativ positiver Interaktionspartner erfolgte durch Selektion auf Leu-
cinprototrophie und Expression von GFP (Abbildung 7). 
 

 

Abbildung 7 Grow'n'Glow GFP Yeast Two-Hybrid System.  

Verändert nach MoBiTec. 

2.2.5.1 Klonierung von Odf2 in das pEG202 (bait Plasmid) 
pEG202 ist ein Hefe-Expressionsvektor mit dem Promoter des Hefe ADH1 Gens. Es be-
inhaltet die kodierenden Sequenzen des bakteriellen Repressorproteins LexA, eine mul-
tiple Klonierungsschnittstelle (Polylinker) und die Transkriptions-Terminator-Sequenz des 
Hefe ADH1 Gens. Zusätzlich besitzt es ein E.coli origin of replication (pBR ori), die kodie-
rende Sequenz für eine Ampicillinresistenz (AmpR), einen Hefe Trophiemarker (HIS3) 
und einen Hefe origin of replication (2 µm ori). 
Der Trophiemarker ermöglicht ein Wachstum bei Abwesenheit von Histidin bei konstituti-
ver Expression von LexA. Die Protein-kodierende Sequenz von Odf2 wurde im offenen 
Leserahmen zum LexA eingebracht (Mönnich, 2002). 
Unter Verwendung von Standard molekularbiologischen Techniken wurde das Odf2 
Fragment in das bait pEG202-Plasmid subkloniert. Es wurde im Leserahmen und in der 
korrekten Orientierung zum Polylinker des pEG202 eingebracht, so dass das LexA-Odf2-
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Fusionsprotein korrekt exprimiert wird (Mönnich, 2002). Die Konstrukte wurden anse-
quenziert und damit der korrekte Leserahmen und der Übergang zum LexA bestätigt. 
Das pEG202-Odf2-Konstrukt wurde in den Hefestamm S. cerevisiae EGY484 über eine 
Transformation eingebracht: In einer zweiten Transformation wurde zusätzlich der Re-
porter pGNG1 eingebracht, siehe dazu die Diplomarbeit von Mönnich, 2002. 

2.2.5.2 Test auf Eigeninduktion (Autoaktivierung)  
Transformanten mit dem bait-Fusionsprotein und dem Reporter pGNG1 wurden auf Ei-
geninduktion getestet. Es wurde analysiert, ob das zu untersuchende Protein von sich 
aus eine transkriptionsaktivierende Fähigkeit besitzt. Eigeninduktion konnte nicht nach-
gewiesen werden (Mönnich, 2002).  

2.2.5.3 Transformation der cDNS-Bibliothek in Hefe  
Der Hefestamm, der das bait-Odf2-Konstrukt und den pGNG1-Reporter enthält, wurde 
mit 100 µg pJG4-5-cDNS-Bibliothek transformiert. Die Transformation wurde mit Hilfe 
des Grow'n'Glow High Efficiency Yeast Transformation Kit durchgeführt (2.1.12). 
Die Transformationssuspension (100 μl) wurde in 900 μl sterilem, destilliertem Wasser 
aufgenommen und auf die SC drop out (Gal/Raf) -HIS -URA -TRP -LEU Platten 
(150 mm) ausgestrichen. Zur Ermittlung der Transformationseffizienz wurde eine zweite 
Transformationssuspension auf SC drop out (Glu)-HIS-URA-TRP Platte (150 mm) aus-
gestrichen. 

2.2.5.4 Selektion der putativ positiven Interaktionspartner 
Da die Expression des Zielproteins nur bei Anwesenheit von Galactose und Abwesenheit 
von Glukose erfolgt, sind Kolonien, die die LEU2 Gen Expression bei Anwesenheit von 
Glukose SC drop out (Glu) -HIS -LEU -URA -TRP aktivieren, „falsch positive“. Kolonien, 
die auf SC drop out (Gal/Raf) -HIS -URA -TRP -LEU Platten aber nicht auf SC drop out 
(Glu) -HIS -LEU -URA –TRP Platten wuchsen, waren potentiell positiv. Die Platten wur-
den bei 30°C für 1-3 Tage inkubiert. Diese wurden auf GFPuv-Expression getestet.  
Das chromosomal integrierte Reportergen LEU2 wird nur dann transkribiert, wenn der 
B42/LexA-Komplex bindet. B42 wird nur dann exprimiert, wenn der GAL1,10 Promoter 
auf dem pJG4-5-Vektor über Galactose induziert wird.  
Putativ positive Kolonien wurden von der Platte gepickt und in 3 ml SC drop out (Glu) -
HIS -URA –TRP Medium angeimpft. Die Suspension wurde über Nacht bei 30°C inku-
biert . Ein Milliliter der Kultur wurde in 5 % Glycerin bei -80°C archiviert.  

2.2.5.5 Plasmidpräparation aus Hefe  
Die Isolation von Plasmid-DNS aus Hefe basiert auf dem Verfahren der alkalischen Lyse 
aus E. coli (Birnboim und Doly, 1979) mit der Zugabe von Zymolase, einem Enzym, das 
die Zellwand von Hefen effektiv auflöst und dadurch die Isolation der Hefe-Plasmid-DNS 
ermöglicht. Isolierte Plasmid-DNS aus Hefen ist häufig mit genomischer DNS der Hefen 
kontaminiert. In dieser Arbeit wurde der Hefe-Plasmid Minipreparations Kit Zymoprep™ 
(2.1.12) verwendet. Aus einer 1,5 ml Übernachtkultur konnten 0,3-0,01 ng Plasmid-DNS 
isoliert werden. Verfahren wurde nach dem Standardprotokoll des Herstellers. Das iso-
lierte Plasmid wurde in sterilem Wasser aufgenommen und zur Sequenzierung, PCR und 
Transformation in E. coli verwendet. 
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2.2.5.6 Transformation von E. coli mit den aus Hefe isolierten Plasmiden 
Die Transformation erfolgte über ein Standard Transformationsprotokoll (2.2.1.2). Einge-
setzt wurden 5 μl Hefe-Plasmid DNS. Die Transformationssuspension wurde auf LB-Amp 
Agarplatten ausgestrichen und bei 37°C über Nacht inkubiert. Kolonien, die auf 
diesen Platten wuchsen, trugen das bait-, prey- oder pGNG1 Reporter-Plasmid 
(Abbildung 7). 

2.2.5.7 Prey-Plasmid Identifikation über PCR 
Die Identifikation des prey-Plasmids erfolgte über eine Touchdown-PCR (2.2.4.1). Ein 
Aliquot jeder Kolonie wurde auf neue LB-Amp Agarplatten überimpft und bei 37°C über 
Nacht inkubiert. Ein Teil der Kolonie wurde in einen  50 µl PCR-Ansatz gegeben. Die 
PCR Reaktion erfolgte mit den 5'-PREY-Primer und 3'-PREY-Primer (2.1.6.2; 2.2.4.1). 
Nach der Amplifikation wurde die PCR-Reaktion auf ein Agarosegel geladen. Kolonien, 
die ein amplifiziertes Fragment zeigten, enthielten putativ positive Interaktionspartner von 
ODF2. Die entsprechende putativ positive Kolonie wurde angeimpft und das Plasmid 
isoliert (2.2.2.1). Die prey-Plasmid PCR-Fragmente wurden mit dem 5'PREY-Primer se-
quenziert (2.1.4) und anschließend über Homologievergleiche ausgewertet (2.2.7). 

2.2.6 Sequenzanalyse von Plasmiden 
Die DNS-Sequenzierungen wurden von der Firma SeqLab/Göttingen ausgeführt. 

2.2.7 Rechnergestützte Auswertung von Nucleotidsequenzen 
Für DNS-Sequenzvergleiche, Identifizierung von offenen Leserahmen, Vergleiche und 
Charakterisierungen von Aminosäuresequenzen wurden folgende Computerprogramme 
verwendet: 
BLAST (Altschulz et al., 1990), Swiss-Prot, Pfam (Bateman et al., 2002). 
Generunner-DNA sequence analysis software (http://www.generunner.com/). 

2.2.8 Transfektion der COS-7 und HeLa-Zelllinien  
Für die Transfektionen wurden die adhärenten COS-7-Zellen oder HeLa-Zellen verwen-
det. Die Zellen wurden in DMEM (2.1.15) kultiviert. 
24 h vor der Transfektion wurden die Zellen in einer Zellzahl von 2 x 105 in Gewebekul-
turplatten mit sechs Vertiefungen ausplattiert. In jede Vertiefung wurde ein steriles Deck-
gläschen gegeben. Die Zellen wurden bei 37°C und 5 % CO2 im Brutschrank inkubiert. 
Bei einer Konfluenz von 40-80 % wurde die Transfektion durchgeführt. Dabei wurde ein 
Verhältnis von DNS zu Effecten von 1 : 10 gewählt. 0,4 µg DNS wurden im 
DNS-Kondensationspuffer EC, der ein Bestandteil des Effecten™ Transfection Reagent, 
(2.1.11) ist, auf ein Volumen von 100 µl aufgefüllt. Hinzu kamen 3,2 µl Enhancer. Diese 
Lösung wurde für 1 s gemischt und bei Raumtemperatur (RT) für 2-5 min inkubiert. Nach 
der Inkubation kamen 10 µl Effectene-Transfection-Reagent zu dem DNS-
Enhancer-Gemisch hinzu. Hiernach wurde die Probe für 10 s gemischt. Es folgte eine 
10 min Inkubation bei RT zur Komplexbildung der Probe. In dieser Zeit wurde das Medi-
um von den Zellen entfernt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. In den Vertiefun-
gen wurden die Zellen mit 3 ml frischem Medium versetzt. Danach wurde durch mehrma-
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liges Auf- und Abpipettieren der Transfektionskomplex gemischt und tropfenweise auf die 
Zellen in die jeweiligen Vertiefungen der Gewebekulturplatten pipettiert. 
Das Medium über den transfizierten Zellen wurde durch leichtes Schwenken vorsichtig 
gemischt. Die Zellen mit dem Reaktionskomplex wurden bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. 
Nach 16-24 h wurde eine ausreichende Fluoreszenz beobachtet. 

2.2.8.1 Kotransfektionen 
COS-7-Zellen wurden jeweils mit einem der vier Odf2-Konstrukte und mit 5 µg pCMV-
H50, der für Dynamitin kodiert (Vallee, 1991), kotransfiziert. Parallel dazu wurde ein 
zweites Experiment durchgeführt. Es erfolgte zuerst eine Transfektion mit dem pCMV-
H50 Konstrukt und dann jeweils mit einem der vier Odf2-Konstrukte.  
Für die Experimente der dualchromophoren Mikroskopie wurden COS-7-Zellen mit dem 
Odf2-NC-YFP Konstrukt und dem Odf1-NC-CFP Konstrukt kotransfiziert. Die so transfi-
zierten Zellen wurden mit Formaldehyd fixiert, immundekoriert (2.2.11.1) und anschlie-
ßend fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet (2.2.11.2). 

2.2.9 Brefeldin A Versuche an transfizierten COS-7-Zellen 
Inkubation von Zellen in Kultur mit Brefeldin A (BFA) führt zu einer Blockade des Protein-
transports zum Golgi-Apparat und zur Akkumulation von Proteinen am ER. BFA induziert 
den ‘retrograden Transport’ von Proteinen; dies ist ein Energie-, Temperatur-, und Mikro-
tubuli-abhängiger Prozess.  
Die mit den Odf2-Konstrukt transfizierten Säugerzellen (2.2.8) wurden mit 
(i) 10 µg/ml BFA 30 min bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert.  
(ii) 12,5 µg/ml BFA, 50 min bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. 
Das Medium über den Zellen wurde anschließend abgezogen und die Zellen mit 3-5 ml 
PBS gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen fixiert und immundekoriert (2.2.11.1). Es 
erfolgte eine fluoreszenzmikroskopische Auswertung (2.2.11.2). 

2.2.10 Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)  
Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) ist eine Fluoreszenz-basierte Selektion von 
Zellsuspensionen. FACS Vantage erlaubt eine Trennung von heterogenen Zellpopulatio-
nen. Es wurden transfizierte Zellen, die GFP-exprimierten, positiv gegen nicht-
transfizierte Zellen sortiert. Die Sortierung wurde am Universitätsklinikum der Onkologi-
schen Abteilung von Prof. Trümper durchgeführt.  

2.2.10.1 Quantifizierung des zellulären DNS-Gehalts und Ermittlung der Zellzyklusver-
teilung an transfizierten HeLa-Zellen mit Hilfe eines Durchflusszytometers  

Bei der Messung der Zellen im Durchflusszytometer werden in einem Flüssigkeitsstrom 
Zellen und Zellpopulationen hinsichtlich ihrer chemischen, biologischen und biophysikali-
schen Eigenschaften, wie DNS-Gehalt und Antigenexpression, analysiert. 
Es ist u.a. auch eine Methode zur Untersuchung von Zellparametern wie Größe und 
Granularität. 
Die mit einem spezifischen Fluoreszenzfarbstoff markierten Partikel werden kontinuier-
lich hintereinander an einer Lichtquelle vorbeigeführt, man spricht von einer hydrodyna-
mischen Fokussierung. Die in Suspension vereinzelt und gefärbt vorliegenden Partikel 
gelangen durch Pressluft in eine Kapillare, aus der sie in die Probenkammer geschleust 
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werden. Der Probenstrom erzeugt zusammen mit einem Hüllstrom in dieser Kapillare 
eine laminare Strömung, was eine Durchmischung von Probenlösung und Trägerflüssig-
keit verhindert. Die Partikel werden zentriert und mit hoher Geschwindigkeit auf die 
Meßstelle zugeführt. Jeder Partikel wird dabei einzeln durch die optimale Fokussie-
rungsebene des Objektivs geleitet (Waggoner, 1999). 
Bei der Fluoreszenzanregung des Farbstoffs emittiert jede Zelle ein Lichtsignal proporti-
onal zur stöchiometrisch gebundenen Fluorochrommenge. Dieses Lichtsignal wird in 
einem Photomultiplier verstärkt und in ein elektrisches Signal umgewandelt. 
Die Durchflussrate (Partikel/Zeit) wird über die eingehenden Signale berechnet und digi-
tal angezeigt. Die so gewonnenen Daten werden in Form von Histogrammen visualisiert 
und abgespeichert (3.5.1). 
Bei der Passage der Zellen durch den Laserstrahl wird dieser gestreut. Je größer eine 
Zelle ist und je mehr Strukturen in ihrem Inneren sind, desto größer ist das entstehende 
Streulicht. Die Vorwärtsstreuung (forward scatter light, FSC) wird in einem definierten 
Winkel zur Strahlenrichtung des Anregungslasers, und das Seitwärtsstreulicht (sideward 
scatter light, SSC) im 90°-Winkel erfasst. Die Vorwärtsstreuung korreliert mit der Zellgrö-
ße und das Seitwärtsstreulicht mit der Granularität. Die Streulicht-Messergebnisse wer-
den in einer Graphik, einem sog. Dot-Plot, dargestellt. Dabei wird auf der x-Achse das 
Vorwärts- und auf der y-Achse das Seitwärtsstreulicht aufgetragen (3.5.1). 
Der HOECHST-Farbstoff 33342 ist ein Derivat der bis-Benzimide. Der Farbstoff wird bei 
Analysen des Zellzyklus verwendet und zeigt eine geringe Toxizität. Der Hoechst-
Farbstoff bindet an AT-reiche Regionen der DNS und ist zur stöchiometrischen quantita-
tiven DNS-Analyse geeignet. HOECHST 33342 wird bei 351-364 nm angeregt und emit-
tiert eine Fluoreszenz bei 465 nm.  
Das Fluorochrom, 4'-6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) interkaliert in die DNS. Der 
DAPI-DNS-Komplex erlaubt eine stöchiometrische DNS-Quantifizierung (Coleman et al., 
1981), da er ähnliche Emissions- und Absorptionswerte besitzt wie Hoechst wird er hier 
für das Experiment eingesetzt (Tabelle 2). 
Zur Vermeidung einer Interferenz der Fluoreszenzemission des GFPs mit der Anre-
gungswellenlänge der DAPI-Fluorochrome wurde ein entsprechender Filter eingesetzt 
(Tabelle 2). 

Tabelle 2 Verwendete Fluorochrome und deren Anregungs- und Emissionswellenlängen sowie 
die korrespondierenden Interferenzfilter 

Farbstoff Anregungs- 
wellenlänge 
[nm] 

Emissions- 
wellenlänge 
[nm] 

Anregungs- 
bereich 
[nm] 

Interferenzfilter
 

Hoechst 
33342  

351 nm 465 nm 351-363 nm 425/40 

DAPI 360 nm 455 nm 350-365 nm 450/40 
EGFP 488 nm 508 nm 488 nm 510/20 

 
Eine quantitative DNS-Gehaltsbestimmung wurde an den transfizierten HeLa-Zellen und 
parallel an nicht-transfizierten HeLa-Zellen mit Hilfe des Durchflusszytometers ermittelt 
und die Daten mit dem FlowJo Programm ausgewertet (2.1.15).  
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HeLa-Zellen wurden in einer 6-Loch-Platte ausgesät und jeweils mit einem der vier Odf2-
pEGFP-Konstrukte transfiziert (2.2.8). 
Die transfizierten HeLa-Zellen sowie die entsprechenden Kontrollzellen wurden 48 h 
nach der Transfektion mit DAPI (1 µg/ml) versetzt und 30 min bei 37°C und 5 % CO2 
inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Medium über den Zellen abgezogen und die 
Zellen mit 1x PBS gewaschen. Die Zellen wurden trypsinisiert und erneut mit PBS gewa-
schen. Die Suspension wurde bei 1500 rpm, 5 min zentrifugiert und die Zellen in 1 ml 
DMEM-Medium aufgenommen und suspendiert. Folgende Kontrollen wurden verwendet: 
 A: untransfizierte HeLa-Zellen. 
 B: untransfizierte HeLa-Zellen, DNS-markiert. 
 C: pEGFP-N1 transfizierte HeLa-Zellen, DNS-markiert. 
Die vier Proben und die drei Kontrollen wurden hinsichtlich ihrer DAPI Fluoreszenz-
intensität an einem Durchflusszytometer analysiert und miteinander verglichen. 
Der BD LSR II ist ein analytischer Durchflusszytometer (2.1.9). Das Gerät (Deutsches 
Primaten Zentrum DPZ, Abteilung Virologie, Arbeitsgruppe PD Sopper) verfügt über drei 
luftgekühlte Laser (405, 488 und 633 nm). Damit ist eine simultane Messung von bis zu 
neun Fluoreszenzsignalen sowie Vorwärts-und Seitwärtsstreulicht, also von insgesamt 
elf Parametern möglich. Die Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe der FASC-DIVA Soft-
ware (2.1.8). 

2.2.10.2 Experiment zur Proliferation an ODF2-überexprimierenden COS-7-Zellen  
Der Versuch diente dazu, den Einfluss von überexprimierten ODF2 auf COS-7-Zellen zu 
bestimmen. COS-7-Zellen wurden bei einer Konfluenz von 40-60 % mit jeweils einem der 
vier Odf2-pEGFP-Konstrukte transfiziert (2.2.8). Die tranzfizierten Zellen wurden mit Hilfe 
des FACS-sorters unter sterilen Bedingungen in zwei unterschiedliche Zell-Populationen 
getrennt. Die Fusionsprotein exprimierenden Zellen wurden wieder in einer definierten 
Zellzahl in Zellkulturflaschen zur weiteren Kultivierung überführt. Es erfolgte ein Medi-
umwechsel alle zwei Tage. Als Kontrolle wurden parallel untransfizierte COS-7-Zellen in 
definierter Zellzahl ausplattiert und kultiviert. Die Zellzahl wurde bei den Kontrollzellen 
jeweils nach 5 und 13 Tagen mit der Neubauer-Zählkammer nach Angaben des Herstel-
lers ermittelt (3.5). 
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2.2.11 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie  
Die konfokale Laser Scanning Mikroskopie (cLSM) erlaubt es, dreidimensionale Untersu-
chungen auf zellulärer, histologischer und subzellulärer Ebene an fluoreszenzmarkierten 
Objekten durchzuführen. Dies wird umgesetzt, indem eine Lichtmikroskopie an eine 
LSM-Einheit, bestehend aus einem Laser- und einem Scanning-Modul, gekoppelt wird. 
Es können an fixierten oder vitalen biologischen Objekten, aufgrund spezifischer opti-
scher Konfigurationen, dünne optische Schnitte gelegt werden. Die einfache Fluores-
zenzmikroskopie erzeugt ein Bild von dem emittierten Licht aus der Fokusebene. Dabei 
können zum Teil unerwünschte Photonen, die unter- oder oberhalb der fokalen Ebene 
emittiert werden, zur Bildentstehung mit beitragen. Dies führt zu einem qualitativen Ver-
lust und einer reduzierten Auflösung der Bildinformation. 
Die galvanometrischen Scanspiegel ermöglichen es bei der cLSM, die Energie des La-
sers, die in definierten Wellenlängen formuliert wird, als beugungsbegrenzten Lichtpunkt 
durch das Objektiv sequentiell auf das Präparat zu fokussieren (Abbildung 8). Über den 
Scanner gelangt das aus der Fokusebene emittierte Licht zu verschiedenen Farbteilern. 
Hier wird die Fluoreszenzemission spezifisch nach der Wellenlänge diskriminiert und 
anschließend weiter auf die Detektoren verteilt. Eine Einschränkung von Wellenlängen-
bereichen der zu detektierenden Photonen wird mit Hilfe von Emissionsfiltern erreicht. 
Der Detektor konvertiert die Photonen zu Elektronen, dieses analoge Signal wird digitali-
siert und in einem Rechner aufgezeichnet. 
Im Gegensatz zur konventionellen Fluoreszenzmikroskopie können die Photonen, die 
nicht aus der fokalen Bildebene stammen, durch eine variable Lochblende (Pinhole) 
ausgeschlossen werden. Es können somit bei der cLSM hochauflösende Abbildungen 
erzeugt werden. 
Das Gerät arbeitet mit einem Argon-Laser (488 nm), Helium/Neon-Laser (543 nm) sowie 
einem UV-Laser (364 nm). Das Laserlicht wird durch einen Lichtleiter zur Scan-Einheit 
gebracht. Zum Abrastern (Scannen) des Objekts muss der Anregungsstrahl nacheinan-
der auf viele Punkte des Objekts gelenkt werden. Laserlicht eignet sich für diese Anwen-
dung besonders gut, weil ein Laserstrahl monochromatisches Licht mit hoher Intensität 
auf einen kleinen Punkt fokussieren kann. Um ein Bild zu bekommen, wird das Objekt 
Punkt für Punkt und Zeile für Zeile abgerastert. Zwei Scanspiegel sind dazu nötig: Einer 
für die Punkte innerhalb einer Zeile (X-Richtung) und einer für die Zeilen des Bildes (Y-
Richtung). Das Fluoreszenzlicht wird über die Spiegel zum Detektor geleitet. Ein Rech-
ner steuert die Position der Scanspiegel und rekonstruiert aus der gemessenen Fluores-
zenzintensität jedes einzelnen Punktes ein Bild des Objekts. Zudem ist es möglich, das 
Objekt in Richtung des Strahlengangs (Z-Richtung) zu scannen. Da die konfokale Optik 
dafür sorgt, dass nur Licht aus der Brennebene des Objektivs zum Detektor gelangt, 
können nacheinander mehrere Schichten des Objekts gescannt und abgebildet werden. 
Solche optischen Schnitte können dann im Rechner zu drei-dimensionalen Bildern des 
Objekts zusammengesetzt werden. 
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Abbildung 8 Skizze eines  
konfokalen Laser Mikroskops 

Ein fokussierter Laserstrahl scannt 
lateral entlang der x-und y-Achse 
eines Objekts. Das emittierte Fluo-
reszenzsignal wird im Detektor 
aufgezeichnet. Emittierte Photo-
nen, die nicht die fokale Ebene 
treffen, werden über die Lochblen-
de separiert. 
Verändert nach: 
http://www.hi.helsinki.fi/  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.11.1 Immunzytologie  
Das Medium über den Zellen wurde quantitativ entfernt und die Zellen mit 1 x PBS ge-
waschen. 2 ml 3,7 % Paraformaldehyd, frisch angesetzt in 1 x PBS pH 7,5, wurden auf 
die Zellen gegeben und für 20-30 min inkubiert. 
Die Zellen wurden anschließend zweimal mit jeweils 6 ml 1 x PBS für 5 min gewaschen. 
Hierauf wurde mit 0,2 % Triton X-100 in PBS für 5 min inkubiert, erneut mit 1 x PBS für 
5 min gewaschen und 3 x für jeweils 10 min mit BSA-PBS (0,2 % BSA, 0,1 % Triton X-
100 in 1 x PBS) inkubiert. 
Der erste Antikörper (Ak) wurde in 2 % BSA in PBS im Verhältnis 1 : 100 bis 1 : 500 ver-
dünnt und für 30 min bei RT oder bei 4°C über Nacht mit den fixierten Zellen inkubiert. 
Hiernach wurde 3 x für je 10 min mit BSA-PBS gewaschen.  
Der zweite Ak wurde im Verhältnis 1 : 100 in 2 % BSA in PBS verdünnt und zusammen 
mit DAPI, 1 : 100 verdünnt, für 30 min bei RT auf den Zellen inkubiert. 
Die Zellen wurden in PBS 0.1% Triton-X-100 gewaschen. Darauf erfolgte eine Inkubation 
für 5 min in PBS und eine weitere für 5 min in ddH2O. 
Die Zellen wurden zum Abschluss mit Vectashield versetzt (2.1.10) und das Deckglä-
schen auf einem Objekträger fixiert. 

2.2.11.2 Mikroskopie und Detektion der Fluoreszenz mit Hilfe des Zeiss cLSM 510  
Die Daten der konfokalen Lasermikroskopie wurden aufgezeichnet und mit Hilfe der 
Zeiss laser scanning software LSM 510, Release 2.01, bearbeitet. Die Fluoreszenz im 
Grünbereich wurde mit 488 nm angeregt und die Emission zwischen 505-550 nm detek-
tiert. Zum Nachweis der DAPI-DNS-Anfärbung wurde bei 365 nm angeregt und die E-
mission bei 395 nm gemessen. Bei den Aufnahmen für die Cy3-Fluoreszenz erfolgte die 
Anregung bei 543 nm und die Emission wurde bei 560 nm detektiert.  
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An der LSM Einheit war ein Mikroskop angekoppelt, in dem der Kondensor mit No-
marski-Prismen ausgestattet und zusätzlich ein Polarisator integriert war. Diese Austat-
tung des Mikroskops erlaubte es, differentielle Interferenz-Kontrast-Mikroskopie nach 
Nomarski auszuführen. Hierbei werden Differenzen in der optischen Weglänge, wie sie 
z.B. zwischen der Zelle und dem Medium bestehen, in einen Reliefkontrast umgesetzt. 
Dadurch wird eine Kontrastierung des mikroskopischen Bildes auf optischem Wege er-
reicht, d.h. es können kontrastarme Objekte als sogenannte Phasenkontrastpräparate 
untersucht werden.  
Bei Objekten, die mit mehreren Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, kann es dazu 
kommen, dass die Emissionssignale der einzelnen Fluoreszenzen nicht ausreichend 
voneinander getrennt werden können. Es entstehen Artefakte, die durch ein „Durchblu-
ten“ von Signalen bestimmt sind. Um diese Artefakte zu verhindern, wurden in dieser 
Arbeit zusätzlich die jeweiligen Emissionen getrennt voneinander aufgezeichnet. 

2.2.12 Life-Imaging von transfizierten HeLa-Zellen  
Das Life-Imaging dient zur Untersuchung von dynamischen Prozessen bei lebenden Zel-
len. Diese Methode erlaubt es, in festen Intervallen Aufnahmen von lebenden Zellen zu 
machen. Der Computer steuert während dieser Zeit eine Digitalkamera. Mit Hilfe der 
Aufnahmen können Zellbewegungen und Zellteilungen sichtbar gemacht werden. Diese 
Möglichkeit zur Visualisierung von lebenden Zellen über eine lange Zeitspanne erlaubt 
es, transiente Ereignisse aufzuzeigen. Die zu beobachtenden lebenden Zellen brauchen 
dabei streng definierte Bedingungen. Es muss eine dauerhafte Sauerstoffzufuhr gewähr-
leistet sein, ein gleichbleibender physiologischer pH-Wert, eine konstante Temperierung 
der Zellen und die Sicherstellung, dass die Zellen während des Beobachtungszeitraums 
nicht austrocknen. 
Die Life-Cell-Imaging-Vorrichtung (Abbildung 11; Abbildung 12; Abbildung 13) wurde in 
dieser Arbeit interdisziplinär in Zusammenarbeit mit dem Dipl. Physiker G.Hoch einge-
führt und etabliert. Verwendet wurde das Axioplan 2 image, Zeiss, ein motorisiertes 
upright Mikroskop, eine Digitalkamera und eine Inkubationskammer für die Zellen, die 
eine Aufrechterhaltung  physiologischer Bedingungen erlaubt (Abbildung 9). Das flexible 
Material des Silikon-Ringes der Inkubationskammer ermöglicht einen Gasaustausch. Die 
Komponenten der Inkubationskammer sind autoklavierbar. Das Medium (2.1.15), in dem 
die Zellen während des Langzeitexperiments inkubiert wurden, ist pH stabil und es be-
darf keiner weiteren CO2-Begasung. 
Die Zellen wurden auf ein Deckgläschen umgesetzt und im entsprechenden Medium bis 
zu einer Konfluenz von 40-60 % inkubiert (2.1.15). Daraufhin wurden sie transfiziert 
(2.2.8). Die transfizierten Zellen auf dem Deckgläschen wurden dann in die Inkubations-
kammer überführt. Es erfolgte daraufhin ein Mediumwechsel. Die Zellen wurden dann in 
der Inkubationskammer mit dem CO2-Independent Medium zur Langzeit-Mikroskopie 
(2.1.15) weiter gehalten. Diese videomikroskopischen Langzeitexperimente an transfi-
zierten HeLa-Zellen wurden fünf mal durchgeführt in einem Zeitraum von jeweils 18-22 h. 
Ein weiteres abschließendes Experiment umspannte einen Zeitraum von nahe zu drei 
Tagen. Es wurde im mikroskopischen Blickfeld dabei durchschnittlich 4-10 transfizierte 
Zellen pro einzeln Experiment erfasst und beobachtet. 
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Abbildung 9 MiniCeM™ Minia-
turized cell chamber zur Mikro-
skopie  

Die Inkubationskammer setzt sich 
zusammen aus einem Silikon Ring 
(A), zwei coverslips (B), jeweils 40 
mm Durchmesser mit 0,17 mm Di-
cke. C und D sind die Komponenten 
des Chambers, die über einen Ba-
jonett-Verschluss verschlossen 
werden. Der zusammengesetzte 
Inkubator hat einen Durchmesser 
von 65 mm. Die zur Beobachtung 
verfügbare Fläche beträgt 300-700 
mm2. Die coverslips, bestehend aus 
Borosilicat, sind zur Fluoreszenz-
mikroskopie geeignet. 
 
 
 

Aus technischen Gründen musste die Inkubationskammer über Kopf gedreht werden. Mit 
Hilfe von Stellschrauben wurde die Kammer auf einer beheizbaren Platte befestigt, zu-
sätzlich besitzt die Platte eine runde Aussparung zur Mikroskopie (Abbildung 10). Be-
heizt wurde über die vier angebrachten Widerstände (Abbildung 10; Abbildung 11).  
Direkt auf den von den Zellen bewachsenen coverslips wurde die Wärmeleitpaste aufge-
tragen (Abbildung 10; Abbildung 12) Die Paste verbindet ein Kabel zur Spannungsquelle. 
Dies erlaubt eine indirekte Temperaturmessung der inneren Inkubationskammer. Nach 
der Platzierung der Inkubationskammer und Zentrierung der zu beobachtenden Zellen 
wurde die Vorrichtung abgedeckt. Dies diente zur Vermeidung von Wärmeverlusten in 
den Raum (Abbildung 13).  

 
 

Abbildung 10 MiniCeMTM Life-
Cell-Image Vorrrichtung 

(A) Widerstand. Inkubationskammer 
(B) mit den lebenden Zellen, befes-
tigt auf einer beheizbaren Platte mit 
einer entsprechenden Aussparung 
zur Mikroskopie. (C) Wärmeleitpas-
te. 
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Abbildung 11 Life-Cell-Imaging 
Vorrichtung 

Die auf der beheizbaren Platte be-
festigte Inkubationskammer (A). 
HBO Lampe (B). Stromerzeu-
ger/Widerstand (C). Upright Mikro-
skop (D). Spannungsquelle(E). Die 
digitale Kamera ist hier nicht abge-
bildet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Abbildung 12 Life-Cell-Imaging 
Vorrichtung 

Die Inkubationskammer (C) wurde 
unter das Mikroskop platziert. 
(A) 40 x Öl Objektiv. (B) Wärmeleit-
paste. (D) Widerstand. (E) Beheiz-
bare Platte  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Abbildung 13 Life-Cell-Imaging 
Vorrichtung 

40 x Öl Objektiv (B). Abdeckung der 
Inkubationskammer zur Vermeidung 
von Wärmeverlusten (A). 
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2.2.12.1 Head over Bottom 
Wie eingangs erwähnt musste aus technischen Gründen die Inkubationskammer mit den 
bewachsenen Zellen während der mikroskopischen Langzeitbeobachtung über Kopf in-
stalliert werden. Es erfolgten drei Versuche, die klären sollten, ob es dabei eventuell zu 
störenden Einflüssen auf die lebenden Zellen kommt.  
(i) Die Zellen wurden auf das Deckgläschen ausgesät und in die Inkubationskammer 

überführt. Die Inkubationskammer wurde im Brutschrank kopfüber up-down inku-
biert (Abbildung 14). Das Wachstum der Zellen wurde alle 2 Tage in einem Zeit-
raum von 5 Tagen mikroskopisch hinsichtlich einer Zu- oder Abnahme der Dichte 
beobachtet und aufgezeichnet. 

(ii) Die Inkubationskammer wurde mit den Zellen in der Orientierung up-up im Brut-
schrank inkubiert (Abbildung 14). Das Wachstum der Zellen wurde hinsichtlich ei-
ner Zu- oder Abnahme der Dichte mikroskopisch in einem Zeitraum von 5 Tagen 
dokumentiert.  

Aufgezeichnet wurden vier verschiedene Ausschnittpositionen. Der Ausschnitt wurde 
markiert und qualitativ hinsichtlich einer Dichte Zu- oder Abnahme bewertet. 
 

 

Abbildung 14 Unterschiedliche Ausrichtung der Zellen in der Inkubationskammer 

Die Inkubationskammer mit den eingebrachten Zellen musste aus technischen Gründen über Kopf auf 
dem Mikroskopiertisch befestigt werden. 
(A) Die Zellen wachsen adhärent auf dem Deckgläschen. Die Adhäsionskräfte (blaue Pfeile) und die 
Gravitation (schwarzer Pfeil) wirken in eine Richtung, up-up. 
(B) Die Adhäsionskräfte (blaue Pfeile) und die Gravitation wirken in entgegengesetzter Richtung, 
up-down, die Zellen verlieren den Kontakt mit dem Deckgläschen. Mit dem Einbringen der Gaze mit 
einer Maschenweite von 30-50µm konnte dies verhindert werden. 
 
(iii) Die HeLa-Zellen wurden auf dem Deckgläschen ausgesät und im entsprechenden 

Medium bis zu einer Konfluenz von 40-60 % inkubiert (2.1.12). Dann wurde eine 
sterilisierte Gaze mit einer Maschenweite von 30-50 µm auf das bewachsene 
Deckgläschen gelegt und die Inkubationskammer in der Orientierung up-down mit 
dem CO2-Independent Medium zur Langzeit-Mikroskopie weitergehalten (2.1.15). 
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2.2.13 Mikrotubuli-Kosedimentation  
Die Aufreinigung von Mikrotubuli und Mikrotubuli-assoziierten Proteinen, microtubu-
le associated proteins (MAPs) wurde nach den Methoden von Vallee und Collins (1986) 
und Kellog et al. (1989) durchgeführt. 
Transfizierte COS-7-Zellen wurden zuerst in 1xPBS und anschließend in PEM-1 gewa-
schen. Die Zellen wurden in kalter swelling solution  resuspendiert (2.1.11). Es erfolgte 
eine Zugabe von Protease-Inhibitoren (Endkonzentration: 10 µM Benzamidin-HCl, 10 
µg/ml Aprotinin, 10 µg/ml Leupeptin, 10 µg/ml Pepstatin) und 0.1 M Pipes. Danach wurde 
die Suspension bei 4°C homogenisiert. Das Homogenat wurde für 5 min bei 700 x g 
zentrifugiert, der Überstand abgezogen und mit DTT (0.5 mM), GTP (1 mM) und Taxol 
(20 µM) versetzt. Die Lösung wurde 2 min bei 37°C inkubiert und anschließend auf ein 
10 % iges Sucrose-Kissen in BRB80x Puffer überschichtet und 30 
min bei 4°C und 48.000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen 
erneut in BRB80x Puffer resuspendiert und wiederholt bei 45.000g für 15 min und 20°C 
zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde in SDS-Probenpuffer 3 min bei 98°C inku-
biert. 
Parallel zum oben beschriebenen Experiment wurde ein zweites Experiment unter Mikro-
tubuli-depolymerisierenden Bedingungen durchgeführt: Der Überstand nach der ersten 
Zentrifugation wurde nur mit DTT (0.5 mM) versetzt und die Suspension 30 min bei 4°C 
inkubiert. Daraufhin erfolgte die Zentrifugation über das 10 % ige Sucrose- Kissen in 
BRB80X-Lösung ohne GTP und Taxol. Das Fehlen von GTP und Taxol sowie die Inku-
bation bei 4°C depolymerisiert Mikrotubuli und verhindert die Repolymerisation.  
Das resultierende Pellet wurde ebenfalls in SDS Probenpuffer 3 min bei 98°C inkubiert 
und die Proteine mit Hilfe der SDS-PAGE analysiert (2.2.14). Die Detektion der Fusions-
proteine auf der Membran erfolgte mit dem anti-GFP Antikörper (2.1.2.2) 

2.2.14 SDS-PAGE 
Für die Herstellung der SDS-Polyacrylamidgele (Laemmli, 1970) wurde eine gebrauchs-
fertige, wässrige Stammlösung aus 30 % (w/v) Acrylamid und 0,8 % (w/v) Bisacrylamid 
verwendet. Trenn- und Sammelgel wurden aus den entsprechenden Komponenten zu-
sammengestellt. Die Zusammensetzung des Trenngel- und Sammelgelpuffers ist unter 
2.1.11 beschrieben. Tabelle 3 zeigt die Zusammensetzung des Gels. 
Die Glasplatten, Abstandshalter (1,25 mm) und Kämme wurden vor dem Gebrauch mit 
70 % igem Ethanol (v/v) gereinigt. Das Trenngel wurde bis zu einer Höhe von 14 cm zwi-
schen die Glasplatten gegossen. Die Geloberfläche wurde mit Wasser überschichtet und 
das Gel bei 65°C für ca. 15 min polymerisiert. Das Wasser wurde danach entfernt und 
die Oberfläche mit wenig Sammelgel gewaschen. Auf das Trenngel wurde das Sammel-
gel gegossen. Die Polymerisation des Sammelgels erfolgte ebenfalls bei 65°C für ca. 
15 min. 
Die Proteine wurden bei 15 W im Sammelgel und bei 38 W im Trenngel bei 4°C aufge-
trennt. 
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Tabelle 3 Trenngel- und Sammelgelzusammensetzung 

Geltyp Trenngel Trenngel Sammelgel 
Acrylamidkonzentration 10 % 15 % 5 % 
Sammelgelpuffer pH 6,8 ------ -------- 4 ml 
Trenngelpuffer pH 8,8 12 ml 12 ml ------- 
d H2O 12 ml 6 ml 6 ml 
30 % Acryla-
mid/Bisacrylamid 

12 ml 18 ml 2 ml 

TEMED 12 µl 12 µl 4 µl 
10 % APS 120 µl 120 µl 60 µl 

2.2.15 Western-Blot 
Die Methode des Western-blotting ermöglicht es, Proteine aus einem Gel auf eine Nitro-
cellulose-Membran zu transferieren  und anschließend immunologisch zu detektieren 
(Towbin et al., 1989). 
In einer Nassblotapparatur wurden die Proteine aus dem Polyacrylamidgel mit Hilfe eines 
elektrischen Feldes auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Die Membran und das 
Whatman-Papier wurden auf die entsprechende Gelgröße zurechtgeschnitten und in 
Towbin-Puffer aquilibriert (2.1.11). In einer Halterung wurden die folgenden Komponen-
ten in der Anordnung: Schwamm, Whatman-Papier, Nitrocellulosemembran, Gel, What-
man-Papier, Schwamm befestigt und so in die Blotkammer überführt. Das Gel kam mit 
den Proteinen auf der Kathodenseite und die Membran auf der Anodenseite zu liegen. 
Der Transfer der Proteine auf die Membran wurde 45-50 min bei 1 A durchgeführt. 

2.2.15.1 Immunologische Detektion der Antikörper auf den Membranen 
Nach Auftrennung (2.2.14) und Transfer (2.2.15) der Proteine erfolgte die immunologi-
sche Detektion. 
Die Membran wurde für 1 h in 5 % Magermilchpulver in TBST (2.1.11) blockiert. Die Blo-
ckierungslösung wurde verworfen. Der jeweilige primäre Antikörper wurde im Verhältnis 
von 1 : 5.000 bis 1 : 500 in 5 % Magermilchpulver in TBST verdünnt und die Membran 
über Nacht bei 4°C auf einem Schüttler inkubiert. Zum Entfernen von nicht oder unspezi-
fisch gebundenen Antikörpern wurde nach der Inkubation für 30 min mit TBST (2.1.11) 
gewaschen, wobei alle 5 min die Waschlösung ausgetauscht wurde. 
Die Inkubation mit dem in Blockierungspuffer verdünnten sekundären Antikörper erfolgte 
für 1 h auf dem Schüttler. Die Membran wurde anschließend erneut für 30 min mit TBST 
gewaschen und die Waschlösung alle 5 min gewechselt. 
Nach dem Dekantieren der letzten Waschlösung wurde die Membran in einer Lösung 
aus Lumineszenz-Reagenz und Oxidations-Reagenz im Verhältnis 1 : 1 (Renaissance® 
Western Blot, 2.1.12) inkubiert. Die Detektion des emittierten Chemilumineszenzsignals 
erfolgte durch Exposition auf einem Röntgenfilm. 
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3 Ergebnisse 

3.1 ODF2-Fusionsproteine kosedimentieren mit Mikrotubuli unter  
Mikrotubuli-polymerisierenden Bedingungen 

Das ODF2-Protein bildet zusammen mit anderen Spermienschwanz-spezifischen Protei-
nen zytoskelettale Strukturen. Die Primärstruktur des ODF2-Proteins ermöglicht es, coi-
led-coil Strukturen zu generieren (Petersen et al., 1999). Dieses ubiquitäre Proteinmotiv 
kontrolliert möglicherweise die Oligomerisierung von Proteinen und schafft dabei die Vor-
raussetzungen zur Bildung von fibrillären Strukturen (Donkor et al., 2004 ; 1.2.1).  
Die vorangegangenen immunzytologischen Kolokalisationsexperimente belegten eine 
Assoziation des ODF2-Fusionsproteins mit dem mikrotubulären System (Donkor, 2001; 
Donkor et al., 2004). Sollte diese Assoziation auch eine physikalische Interaktion sein, so 
müsste das ODF2-Protein bei den physiologischen Bedingungen, unter denen die Mikro-
tubuli sedimentieren, ebenfalls kosedimentieren. Dazu wurden die Kosedimentationsex-
perimente durchgeführt (2.2.13).  
Den Nachweis einer physikalischen Interaktion von ODF2 mit den Mikrotubuli sollten 
in vitro Experimente zur Mikrotubuli-Kosedimentation an Odf2-transfizierten 
COS-7-Zellen erbringen (2.2.8). Das Prinzip des Experiments beruht auf der Sedimenta-
tion von Mikrotubuli und den daran gebundenen Proteinen mittels Ultrazentrifugation der 
transfizierten Zelllysaten. Diese Versuche zur Kosedimentation von Mikrotubuli wurden 
modifiziert nach den Methoden durchgeführt, wie sie bei Vallee und Collins (1986) sowie 
bei Kellogg et al. (1989) beschrieben sind (2.2.13). 
Aus den ODF2-exprimierenden COS-7-Zellen wurden Mikrotubuli extrahiert und für die 
Experimente zur Kosedimentation eingesetzt. Die Versuche wurden sowohl unter Mikro-
tubuli-polymerisierenden als auch unter Mikrotubuli-depolymerisierenden Bedingungen 
durchgeführt (2.2.13). 
Die nach den Sedimentationen erhaltenen Pellets wurden elektrophoretisch aufgetrennt 
(2.2.14) und auf eine Membran transferiert. Daraufhin erfolgte die immunologische De-
tektion der ODF2-Fusionsproteine mittels eines anti-GFP Antikörpers (2.1.2.2; 2.2.15.1). 
Auf derselben Membran in den korrespondierenden Spuren konnte gleichzeitig mittels 
eines anti-α-Tubulin Antikörpers Tubulin detektiert werden (Abbildung 15). Dies belegt, 
dass  ODF2-Proteine zusammen mit den extrahierten Mikrotubuli unter Bedingungen, 
unter denen Mikrotubuli polymerisieren, kosedimentieren (Abbildung 15 C). 
Im Experiment zur Kosedimentation von ODF2 unter depolymerisierenden Bedingungen 
von Mikrotubuli wurde das Pellet nach der ersten Sedimentation in zwei Fraktionen ge-
teilt:  
(i)  Die eine Fraktion wurde unter depolymerisierenden Bedingungen weiterbehandelt 

und zentrifugiert.  
(ii)  Die andere Fraktion wurde unter polymerisierenden Bedingungen weiterbehandelt 

und ebenfalls zentrifugiert. Die Proteine in den resultierenden Pellets wurden 
dann parallel mit den Proteinen der ersten Fraktion elektrophoretisch aufgetrennt 
und immunologisch mit Hilfe des anti-GFP Antikörpers detektiert (2.2.14; 2.2.15; 
2.2.15.1). 
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Es wurde dabei kein ODF2-Fusionsprotein detektiert, d.h. ODF2 kosedimentiert nicht mit 
Mikrotubuli unter depolymerisierenden Bedingungen (Abbildung 15 C2). Die Kontrolle 
belegt jedoch, dass ODF2-Proteine im Zelllysat vorhanden waren (Abbildung 15 C1).  
 

Abbildung 15 Mikrotubuli Kosedimentation der vier 
ODF2-GFP-Fusionsproteine aus COS-7-Zellen 

Mikrotubuli wurden aus den mit jeweils einer der vier Odf2-
Konstrukte transfizierten COS-7-Zellen kosedimentiert.  
Die Sedimentation erfolgte unter Mikrotubuli stabilisierenden 
Bedingungen (A) und unter depolymerisierenden Bedingun-
gen (C). Die Proteine wurden elektrophoretisch aufgetrennt 
und auf eine Membran transferiert. Detektion erfolgte mit 
dem anti-GFP Antikörper (2.1.2).  
(A) Zeigt die Kosedimentation von ODF2-NC und den dele-
tierten Fusionsproteinen ODF2-NC1, ODF2-NC2 und ODF2-
N2C (2.2.1) mit Mikrotubuli. 
(B) Detektion von Tubulin über den anti-α-Tubulin Antikörper 
in den jeweiligen korrespondierenden Fraktionen wie unter 
A, belegt die Kosedimentation mit Mikrotubuli. 
(C) ODF2-Proteine kosedimentieren nicht unter depolymeri-
sierenden Bedingungen (2). Die Kontrolle (1) zeigt die An-
wesenheit von ODF2 in der Fraktion, die bei der Sedimenta-
tion vorgelegen hat. Detektiert und nachgewiesen wurde 
dies mit Hilfe des anti-GFP Antikörpers (2.1.2). 

3.2 Identifizierung von putativen ODF2-Interaktionspartnern 
Die Identifikation zweier interagierender Proteine kann mit Hilfe des Hefe Two-hybrid-
Systems realisiert werden. Im Fokus des Interesses standen Proteine, die im Protein-
transport involviert sind und mit denen das ODF2-Protein in Wechselwirkungsbeziehun-
gen steht. Aus diesem Grunde wurde ein two-hybrid-screen mit cDNS aus Rattenhirn 
durchgeführt (2.2.5). Es sollte darüber hinaus auch der putative Interaktionspartner der 
mediierten Interaktion von ODF2 mit den Mikrotubuli identifiziert werden, da Mikrotubu-
li-Bindungsversuche belegen, dass es zu keiner direkten Bindung von ODF2 mit den 
Mikrotubuli kommt (Donkor et al., 2004).  
Bei einer Interaktion des ODF2-Proteins mit Wechselwirkungspartnern wird in einer He-
fezelle ein Reportergen angeschaltet (2.2.5). Das hier eingesetzte System beruht dabei 
auf der Expression zweier Fusionsproteine in einer Zelle. Eines der Fusionsproteine (der 
Köder, engl. bait) enthält eine DNS-bindende Domäne. Domänen sind strukturelle und 
funktionelle Einheiten eines Proteins. Diese DNS-bindende Domäne bindet an den Pro-
motor des Reportergens. Das zweite Fusionsprotein bindet an einer transkriptionsaktivie-
renden Domäne. Interagieren nun diese beiden Fusionsproteine miteinander wird das 
Reportergen angeschaltet und die Hefezelle kann auf einer spezifischen Selektionsplatte 
wachsen (2.2.5.4). 
Zur Identifikation von ODF2-Interaktionspartnern wurde die testikuläre Odf2 kodierende 
Sequenz (Hoyer-Fender et al., 1995; Brohmann et al., 1997) in den pEG202 Vektor ein-
gebracht und als Fusionsprotein mit LexA exprimiert (2.5.1). Die DNS-Bibliothek des Rat-
tenhirns wurde in den pJG4-5 Vektor eingebracht und als Fusion mit dem Transkription-
saktivator B42 exprimiert. Das Zusammenbringen der DNS-bindenden Proteine LexA 
und des transkriptionsaktivierenden Proteins B42 erfolgte über die Transformation 
(2.2.1.2).  
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Daraufhin erfolgte ein Test auf Autoaktivierung des LEU2 Reporters über das Baitprotein 
(2.2.5.2). Es wurde ermittelt, ob das zu untersuchende Protein von sich aus eine 
transkriptionsaktivierende Fähigkeit besitzt. Das Baitprotein zeigte keine Eigeninduktion 
(Mönnich, 2001) und wurde für den eigentlichen Screen weiter verwendet. 
Die darauf folgende Selektion auf Leucinprototrophie und Emission von 
GFP-Fluoreszenz erlaubte die Identifizierung putativ positiver Klone (2.2.5.4). 
Die Expression des Zielproteins erfolgt nur bei Anwesenheit von Galactose (2.2.5.6), 
dagegen sind Kolonien, die die LEU2 Genexpression bei Anwesenheit von Glukose akti-
vieren, „falsch positive“ und wurden nicht weiter charakterisiert. 
Mit Hilfe einer Touchdown PCR (2.2.4.1) wurden die Prey-Plasmide amplifiziert. 
Abbildung 16 zeigt exemplarisch die PCR Amplifikate nach der Touchdown PCR. Die 
identifizierten PCR-Amplifikate wurden sequenziert und über Vergleiche annotierter Se-
quenzen identifiziert (2.2.6). 
Zur Identifizierung der offenen Leserahmen und Sequenzvergleiche der Aminosäurese-
quenzen wurden die ausgewiesenen Computerprogramme verwendet (2.2.7). Tabelle 4 
listet die sequenzierten putativen ODF2-Interaktionspartner auf. Die in der Liste fett her-
vorgehobenen über Homologievergleiche ermittelten putativen ODF2-Interaktionspartner 
zeigten eine Übereinstimmung des Leserahmens (Anhang). Die sequenzierten Bereiche 
und die Accessionsnummern der jeweiligen putativen ODF2-Interaktionspartner werden 
in der Liste im Anhang aufgeführt. Die ermittelten Daten müssen durch weitere Sequen-
zierung überprüft und bestätigt werden.  
Aus den gelisteten Ergebnissen des two-hybrid-screen werden einige annotierte Vertre-
ter (siehe dazu auch den Anhang)  
(i) fett hervorgehoben: solche mit übereinstimmenden Leserahmen 
(ii) kursiv hervorgehoben: Proteine die in Transportweg und Zellkommunikation invol-

viert sind sowie mit dem Zytoskelett interagieren. 
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Tabelle 4 Zusammengefasste Liste der putativ positiven ODF2-Interaktionspartner aus dem 
Anhang 

Annotierte putativ positive ODF2-
Interaktionspartner 

Anzahl der ermit-
telten putativ posi-
tiven Klone im 
Yeast-two hybrid 
Versuch 

Sequenzierter Be-
reich/ 
Score/ Identities % 

cytochrome c oxidase subunit 3 2 8635-9320/1277/98
CRES cystatin 8 (cst8) mRNA 1 30-704/1261/98
ubiquitin activating enzyme 7 9-44/58/97
Homo sapiens calcium and integrin binding 1 
(calmyrin) 

5 2-21/40/100

mature malate dehydrogenase 1 139-604/737/94
Rattus norvegicus eukaryotic translation elon-
gating factor 2 (Eef2) mRNA 

2 2164-2805/2145/99

Rattus norvegicus amyloid beta (A4) precursor 
protein (App) 

6 1542-2229/1350/99

Calmodulin regulated spectrin associated pro-
tein 1 

2 3779-3976/234/90

SNAP25 Interacting Protein 30 3 24-332/613/100
Clone RP23241K20 1 
Rattus norvegicus voltage-dependent anion 
channel 2 (Vdac2), mRNA 

3 18-326/613/100

Hypothetical protein FLJ13045 3 2426-2712/569/100
Mus musculus chromosome 19, clone RP23-
41B18 

4 

Cell division control related protein 1. Syno-
nyms: Pnutl1, Cdcrel1, Cdcrel-1 

1 1341-1632/547/98

Rattus norvegicus similar to ART3 
mono(ADP-ribosyl)transferase (LOC305235) 

6 1-214/424/100

Mus musculus adult male cerebellum cDNS; 
clone 15000032F14 unknown EST 

1 407-284/125/88

Rattus norvegicus CDK 109 mRNA 1 67-344/484/97
Rattus norvegicus receptor for hyaluron-
mediated motility mRNA “RHAMM” 

3 272-1/464/97

Similar to MGC15476 protein 3 
Rattus norvegicus similar to sperm antigen 
HCMOGT-1 (LOC303208) 

1 2135-2419/565/100

Rattus norvegicus Estrogen-regulated protein 
CBL20, 20.4kD, mRNA 

1 231-406/349/100

PREDICTED: Mus musculus RIKEN cDNS 
2210404007 gene 

1 211-337/119/100

Human DNS-PK interaction protein (KIP) mRNA 4 1-21/42/100
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Abbildung 16 Amplifikation der Prey-Plasmide mit Hilfe der Touchdown PCR 

10 µl der PCR Amplifikate wurden jeweils mit den entsprechenden Plasmiden nebeneinander aufge-
tragen und elektrophoretisch in einem 1 % Agarosegel aufgetrennt. Die PCR-Amplifikate wurden se-
quenziert, die theoretische Aminosäuresequenz bestimmt und vergleiche angestellt. Die sequenzierten 
Bereiche und die Accessionsnummern werden in der Liste im Anhang aufgeführt. Die schwächere 
untere Bande repräsentiert unspezifische Bindungskonglomerate, unter anderem Primer-Dimere. Lin-
ke Spur: DNS-Marker. 
 
Die ermittelten Sequenzen zeigten in den meisten Fällen eine hohe Übereinstimmung zu 
den in der Datenbank annotierten Proteinen (siehe dazu den Anhang und Tabelle 4). Die 
putativen ODF2-Interaktionspartner müssen im Detail weiter untersucht werden; dies 
wird Gegenstand weiterer Studien sein. In dieser Studie wird diskutiert, in welchen Kon-
text einige ausgewählte putative Interaktionspartner stehen könnten. 

3.3 Zelluläre Fluoreszenzmikroskopie von ODF1- und 
ODF2-Fusionsproteinen mit Hilfe der konfokalen Laser Scan-
ning Mikroskopie  

Das Zytoskelett ist ein sehr dynamisches System und reagiert sensitiv auf chemische 
und mechanische Änderungen. Bei der Visualisierung von Zytoskelett-Proteinen bei im-
munzytologischen Experimenten müssen optimale Bedingungen zur Konservierung nati-
ver Strukturen gewählt werden. Puffersysteme, Fixanzien und Detergenzien beeinflussen 
die Strukturen, einige Antikörper binden ihr Antigen nur unter spezifischen Fixationsbe-
dingungen. Zur Erhaltung nativer Strukturen eignet sich die Formaldehyd-Fixierung6. Bei 
der Präparation und Antikörperdekoration des Tubulinzytoskeletts ist die Wahl der Fixie-
rungsmethode davon abhängig, ob nur das Mikrotubuli-Netzwerk allein visualisiert wer-

                                            
6 Bei der Methanol-Fixierung z.B. liegen die Proteine in einem denaturierten Zustand vor. Ein Problem 
tritt bei der Methanol-Fixierung auf: es zerstört die Morphologie der Chromosomen. Unter Einwirkung 
von Methanol „schwellen“ mitotische Chromosomen an. Dies wird bei einer Formaldehyd-Fixierung 
nicht beobachtet (http://mitchison.med.harvard.edu/Protocols.htm). 
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den soll oder Mikrotubuli zusammen mit anderen Proteinen. Soll nur das Mikrotubu-
li-Netzwerk visualisiert werden, eignet sich eine Formaldehyd-Fixierung. In dieser Arbeit 
wurde die Methode der Formaldehyd-Fixierung verwendet.  
Die Gliederung und Kompartimentierung eukaryotischer Zellen in Zellkern, Zytoplasma 
und Zytoskelett kann mit Hilfe von fluoreszenzmikroskopischen Methoden visualisiert 
werden. Das Zytoskelett ist eines der Determinanten der Zellarchitektur. Wechselwirkun-
gen von Proteinen mit den zytoskelettalen Filamenten bilden unter anderem die Grund-
lage bei der Signaltransduktion und den dynamischen Prozessen innerhalb einer Zelle. 
Die Generierung von Fusionsproteinen mit Fluorophoren wie EGFP ermöglicht eine fluo-
reszenzmikroskopische Detektion und Visualisierung des Fusionsproteins über den ge-
koppelten Fluorophor sowie eine räumliche Zuordnung des Zielproteins in den Kompar-
timenten der Zelle. Die Methode der zellulären Fluoreszenzmikroskopie sollte hier einen 
Einblick in die Lokalisation und Organisation der ODF-Fusionsproteine in vivo geben; 
dazu wurden die testisspezifischen Odf1- und Odf2-Sequenzen jeweils im Leserahmen 
zum pEGFP bzw. pECFP eingebracht (2.2.1). Die jeweiligen Konstrukte wurden dann 
anschließend in Säugerzellen transfiziert, die Zellen fixiert und für die konfokale Fluores-
zenzmikroskopie präpariert (2.2.8). Die fluoreszierenden Fusionsproteine ermöglichen 
dann die Detektion und Lokalisation der Zielproteine in der Zelle.  
Die konfokale Mikroskopie ist eine Methode, bei der ein fokussierter Laserstrahl lateral 
entlang der x- und y-Achse des mikroskopierten Objektes fährt. Die von den Fluoropho-
ren emittierten Signale werden auf einen Photomultiplier (Detektor) geleitet und in einem 
Rechner digital in bildgebende Signale umgewandelt. Photonen, die außerhalb der foka-
len Ebene entstehen, werden mit Hilfe einer Lochblende (engl. Pinhole) blockiert 
(2.2.11), so dass ein konturenscharfes Bild des Objekts nachgezeichnet werden kann. 
Das hier eingesetzte Zeiss LSM 510 besitzt zwei voneinander unabhängige Kanäle, die 
die spezifischen Fluorophoren, Laser-Spektralllinien und Emissionsbandweiten aufzeich-
nen können und es dadurch zu einer optimalen Verarbeitung und Differenzierung der 
Signale kommt. Dies reduziert Kreuzreaktionen oder Signalüberlappungen. Kreuzreakti-
onen oder Signalüberlappungen entstehen, wenn das Emissionsspektrum eines Fluo-
rophors das Absorptionsspektrum des zweiten Fluorophors erreicht und dadurch destruk-
tive Interferenzen induziert. Diese destruktiven Interferenzen können, wenn sie nicht eli-
miniert oder gefiltert werden, „falsche“ Signale übermitteln und die Interpretation eventu-
eller Kolokalisationen erschweren, aber auch die Aussagefähigkeit der Fluoreszenzauf-
nahmen negativ beeinflussen, die dann zu eventuellen Fehlinterpretationen führen. 

3.3.1 ODF1 kolokalisiert in COS-7-Zellen mit centrosomalen Strukturen 
Die mikroskopische Visualisierung von Mehrfachfluoreszenzmarkierungen innerhalb ei-
ner Zelle erlaubt es nun, Hinweise auf Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Zell-
kompartimenten zu erhalten. Dabei wird sich auch die Tatsache zunutze gemacht, dass 
Immunglobuline mit spezifischen chemischen Chromophoren gekoppelt werden können 
ohne dabei ihre spezifischen Bindungseigenschaften an das homologe Antigen zu verlie-
ren. Die Fluochrom-markierten Antikörper reagieren spezifisch mit den Antigenen auf 
den präparierten und fixierten Zellen. Bei der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie 
wird gegen einen antigenspezifischen unmarkierten Antikörper ein gegen diesen gerich-
teter fluoreszensmarkierter sekundärer Antikörper detektiert und dient, wie eingangs be-
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schrieben, dem Nachweis von Strukturen und Komponenten innerhalb einer Zelle. Die 
testisspezifische Odf1-Sequenz wurde in den pECFP-C1-Vektor eingebracht (2.2.1; 
Abbildung 17). Das Fluorophor ECFP kodiert für eine Cyan fluoreszierende Variante des 
GFPs und besitzt ein Absorptionsmaximum von 433-453 nm bei einer gleichzeitigen E-
missionswellenlänge von 475-501 nm. 
Zur einführenden Charakterisierung des testikulären ODF1-Proteins in somatischen Zel-
len sollte mit Hilfe des Fluoreszenz-markierten Fusionsproteins die Lokalisation innerhalb 
der Zellen bestimmt werden; zu diesem Anliegen wurden Einzeltransfektionen durchge-
führt (2.2.8). Diese Ergebnisse wurden dann den parallel durchgeführten Kotransfektion-
sexperimenten (2.2.8.1) in einer vergleichenden Studie gegenübergestellt und ausgewer-
tet. 
 

Abbildung 17 Schema des ODF1-NC-CFP-
Fusionsproteins  

Am Fusionsprotein lokalisiert der CFP-Anteil 
N-terminal. (Blau) = Leucin-Zipper-Motiv. Zahl = 
AS Position  
 

Das ODF1-Fusionsproten lokalisierte in COS-7-Zellen im Zytoplasma und zeigte dabei 
keine fibrilläre Organisation (Abbildung 18 A; Abbildung 18 D).  
Auffällig war die prominent nahe am Zellkern gelegene Struktur, die nach Erfahrungswer-
ten das Centrosom oder den Golgi-Apparat repräsentierte. Um dies einwandfrei zu bele-
gen brauchte es Kolokalisationsexperimente, mittels derer über eine Visualisierung von 
Mehrfachfluoreszenzmarkierungen Moleküle oder Proteine, die miteinander interagieren 
oder räumlich nahe beieinander kolokalisieren, identifiziert werden können. 
Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie, durch die in der Immundekoration 
das Centrosom bzw. der Golgi-Apparat detektiert wurde (2.2.12.1), wurde an 
Odf1-NC-CFP transfizierten COS-7-Zellen eine Kolokalisation mit centrosomalen Struk-
turen identifiziert (Abbildung 18 F). Die prominenten Strukturen, die nahe am Kern asso-
ziierten, korrespondierten mit der Lokalisation des gamma-Tubulins (Abbildung 18 E und 
Abbildung 18 F), und darüber hinaus lässt sich auch eine schwache und partielle Assozi-
ation mit dem Golgi-Apparat (Abbildung 18 C) beobachten. 
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Abbildung 18 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie an ODF1-exprimierenden COS-7-Zellen 

(A) Das ODF1-NC-CFP Fusionsprotein lokalisiert im Zytoplasma und in Strukturen, die prominent nah 
am Zellkern liegen (grün). Das Fusionsprotein zeigt keine fibrillären Strukturen.  
(B) Das Bild zeigt die indirekte Immunfluoreszenzaufnahme des anti-Golgin97 Antikörpers.  
(C) Die digital übereinandergelegten Aufnahmen (Overlay) zeigen, dass das ODF1-NC-Fusionsprotein 
partiell mit dem Golgi-Apparat assoziiert.  
(D) Das Fusionsprotein lokalisiert im Zytoplasma und in Strukturen, die prominent nah am Zellkern 
liegen.  
(E) Das Bild zeigt die indirekte Immunfluoreszenzaufnahme des anti-gamma-Tubulin Antikörpers. Die 
Pfeile markieren das Centrosom 
(F) Das Fusionsprotein kolokalisiert mit gamma-Tubulin (Overlay).  
Der Zellkern wurde mit DAPI markiert (blau). Die Fluoreszenz des Fusionsproteins wurde in der Fehl-
farbe grün dargestellt, um die Blau-Fluoreszenz der Kernmarkierung dagegen abheben zu können. 
Die Skalierungen entsprechen 20 µm. 
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3.3.2 Bei Kotransfektion von Odf1 und Odf2 in COS-7-Zellen ändert sich die 
subzelluläre Organisation von ODF1 

Zur Untersuchung von molekularen Prozessen in vivo wurden die ausgewiesenen Inter-
aktionspartner Odf1 und Odf2 (Shao et al., 1997) in COS-7-Zellen kotransfiziert. 
Von Interesse war, wie sich diese Interaktion in somatischen Zellen manifestiert und ob 
die Proteine in kolokalisieren. Kolokalisation wird detektiert, wenn Moleküle oder Proteine 
interagieren, d.h. an Strukturen binden, die identisch sind oder räumlich nahe beieinan-
der lokalisieren. Dazu mussten die Fusionsproteine unterschiedlich markiert vorliegen, 
um sie visuell innerhalb der Zellkompartimente voneinander zu unterscheiden.  
Es galt Fluorophorenpaare zu finden, die in ihren Fluoreszenzspektren nicht interferieren. 
Auf Grund ihrer Fluoreszenzspektren sind ECFP und EYFP ein ideales Fluoreszenzpro-
teinpaar für die dualchromophore Fluoreszenzmikroskopie (Tabelle 5).  
Es wurden die Odf1-spezifischen Sequenzen in pECFP-C1 und die Odf2-spezifischen 
Sequenzen in pEYFP-N1 eingebracht (2.2.8.1). In dem doppelt markierten Experiment 
wurde die ektopische duale Lokalisation der beiden Proteine in COS-7-Zellen fluores-
zenzmikroskopisch ausgewertet und die Ergebnisse der jeweiligen Einzeltransfektionen 
vergleichend gegenübergestellt (2.2.8; 2.2.8.1). 

Tabelle 5 Fluoreszensspektren der verwendeten Reporterproteine 

Fluoreszierende Proteine Absorptions-Maximum Emissions-Maximum 
EGFP 488 nm 507 nm (grün) 
ECFP 433 nm 475 nm (cyan) 
EYFP 513 nm 527 nm (gelb) 

 

Das ODF2-NC-YFP-Fusionsprotein zeigte eine identische Lokalisation wie das ODF2-
NC-GFP-Fusionsprotein (ohne Abbildung). Es lokalisierte im Zytoplasma, im Zellkern 
und in prominenten Strukturen, die nahe am Zellkern assoziieren. Diese Strukturen kor-
respondieren mit der Lokalisation des Golgi-Apparates (3.3.3). Dabei bildet das ODF2-
NC-Fusionsprotein fibrilläre Strukturen (Donkor et al., 2004). 
Das ODF1-NC-Fusionsprotein lokalisierte im Zytoplasma, kolokalisierte mit centrosoma-
len Strukturen (Abbildung 18) und zeigte es eine schwache Assoziation mit dem Golgi-
Apparat.  

 

Abbildung 19 Schemata der ODF1-NC-CFP und ODF2-NC-YFP Fusionsproteine 

Die Zahlen markieren die AS Positionen, Leucin-Zipper-Motive sind blau unterlegt. 
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Vergleicht man die Ergebnisse der Einzeltransfektionen mit den Kotransfektionen, so 
zeigte sich ein Verändertes Erscheinungsbild der ODF1-Fusionsprotein exprimierenden 
COS-7-Zellen.  
(i) Bei Kotransfektion mit Odf2-NC-EYFP in COS-7-Zellen aggregierte im Zytoplas-

ma das ODF1-NC-CFP-Fusionsprotein in prominenten Strukturen nahe am Zell-
kern, die mit den ODF2-NC-YFP-Fusionsprotein-Aggregaten korrespondiereten 
(Abbildung 19; Abbildung 20).  

(ii) Das ODF1-NC-CFP-Fusionsprotein ordnet sich perlenartig an den von ODF2-NC 
generierten Fibrillen an (Abbildung 19; Abbildung 21). 

Die Anordnung zu Perlenschnur-analogen Strukturen, die sich entlang der Odf2-
generierten Fibrillen formieren, belegt den Einfluss von ODF2 auf das ODF1-Protein 
(Abbildung 21). Das ODF2-Protein scheint  dem ODF1-Protein seine zytoskelettale fibril-
läre Anordnung aufzuzwingen, indem diese gegenseitige Wechselwirkung darin mündet, 
dass das ODF1-Protein mit den vorgegenbenen fibrillären Strukturen assoziiert und folgt. 
Die Überexpression von ODF1-NC-Fusionsprotein allein organisierte sich nicht zu Fibril-
len (Abbildung 18).  
Die hier detektierten Beobachtungen visualisieren, dass die nachgewiesene physikali-
sche Interaktion der beiden Mantelfaserproteine ODF1 und ODF2 (Shao et al., 1997) in 
somatischen Zellen zur Bildung von Protein-Netzwerk ähnlichen Strukturen führt. 
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Abbildung 20 Dualchromophore konfokale Fluoreszenzmikroskopie an Odf1- und Odf2- 
kotransfizierten COS-7-Zellen  

COS-7-Zellen wurden mit Odf1-NC-ECFP und Odf2-NC-EYFP kotransfiziert.  
(A) Das ODF2-NC-YFP-Fusionsprotein lokalisiert im Zellkern, im Zytoplasma. Das Fusionsprotein 
organisiert sich in fibrillären Strukturen (Pfeile). 
(B) Das ODF1-NC-CFP-Fusionsprotein lokalisiert im Zytoplasma und liegt punktuell auf den korres-
pondierenden ODF2-Fibrillen (Pfeile). 
(C) Die übereinander gelegte Fluoreszenzaufnahme, Overlay (C und F), zeigt die Kolokalisation von 
ODF1-NC-Fusionsproteinen auf den ODF2-Fibrillen und in den subzellulären Strukturen des 
ODF2-Proteins. 
(D) Das ODF2-NC-YFP-Fusionsprotein lokalisiert im Zellkern und im Zytoplasma. 
(E) Das ODF1-NC-CFP-Fusionsprotein lokalisiert in Aggregaten im Zytoplasma. 
(F) Die Aggregate korrespondieren mit dem ODF2-NC-YFP-Fusionsprotein. 
Die Skalierungen entsprechen 20 µm. 
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Abbildung 21 Vergleich der subzellulären Organisation der Odf1-NC-ECFP einzeltransfizierten 
mit Odf1-NC-CFP und Odf2-NC-YFP doppeltransfizierten COS-7-Zellen  

(A) Odf1-NC-ECFP lokalisiert im Zytoplasma und in subzellulären Strukturen. (Vergleiche dazu Abbil-
dung 18). 
(B) ODF1-NC-exprimierende COS-7-Zelle kotransfiziert mit Odf2-NC-EYFP. Die Abbildung zeigt das 
Emissionssignal des ODF1-NC-Fusionsproteins. Das Fusionsprotein lokalisiert im Zytoplasma, akku-
muliert in der Nähe des Zellkerns und reiht sich perlenförmig im Zytoplasma an (Pfeile).  
Die Skalierungen entsprechen 20 µm. 
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3.3.3 ODF2-Fusionsproteine assoziieren mit dem Golgi-Apparat und dem ER 
Die erste Indikation einer potentiellen funktionellen Wechselwirkung zwischen Molekülen 
und anderen Zellbestandteilen in ihrer Umgebung kann mit Hilfe von Mehrfachfluores-
zenzmarkierungen sichtbar gemacht und über eine eventuelle Kolokalisation markierter 
Zellstrukturen festgestellt werden. Voraussetzung dafür ist eine Crosstalk-freie Trennung 
der überlagernden Fluoreszenzsignale (Emissions-Crosstalk, Anregungs-Crosstalk) der 
Fluoreszenz-markierten Zellstrukturen. In jedem Fall ergibt sich bei der Detektion even-
tuell kolokalisierender Komponenten die Frage nach der Aussagefähigkeit der dokumen-
tierten Beobachtung. Bei der Interpretation des Datenmaterials möchte man sich nicht 
auf Artefakte stützen. 
Der bei der indirekten konfokalen Immunfluoreszenzmikroskopie eingesetzte Chro-
mophor-markierte sekundäre MFP590 Antikörper (2.1.2; 2.2.11.1) besitzt aufgrund sei-
nes Absorptions- und Emissionsspektrums die Voraussetzung zur kreuzreaktionsfreien 
Trennung der Fluoreszenzsignale bei gleichzeitiger Markierung der exprimierten 
GFP-Fusionsproteine (Tabelle 6). Damit waren die Voraussetzungen für aussagekräftige 
Experimente geschaffen. 

Tabelle 6 Fluoreszenzspektren der verwendeten Fluorochrome  

Fluorochrom Absoptions-Maximum Emissions-Maximum 
MFP590 550 nm und 597 nm 624 nm 
EGFP 488 nm 508 nm 

 
COS-7-Zellen wurden jewils mit einem der vier Odf2-GFP-Konstrukte transfiziert (2.2.8). 
Die Zellen wurden fixiert und Zellorganellen (ER, Mitochondrien und Golgi-Apparat) im-
munologisch detektiert und fluoreszenzmikroskopisch visualisiert (2.2.11; 2.2.12.1). 
Die Analyse der Fluoreszenzaufnahmen von Odf2-transfizierten Säugerzellen erbrachte 
ein heterogenes Bild innerhalb einer Zellpopulation (Donkor et al., 2004; Tabelle 7). Das 
ODF2-NC-Fusionsprotein, das den gesamten Bereich des Odf2-Gens kodiert, lokalisiert 
zu je einem Drittel im Zytoplasma, Nukleus und Nukleus/Zytopasma (Tabelle 7). Zusätz-
lich beobachtet man eine Lokalisation des Fusionsproteins in subzellulären Körperchen, 
die nahe am Zellkern assoziieren (Abbildung 23). In den vorangegangenen Studien 
konnte nachgewiesen werden, dass das ODF2-Protein fibrilläre Strukturen generiert und 
über ein bis jetzt unbekanntes Protein mit dem Mikrotubuli-Netzwerk assoziiert (Donkor 
et al., 2004). 
Das variierende Erscheinungsbild der Odf2-transfizierten Zellen äußerte sich insofern, 
dass das ODF2-NC-Fusionsprotein neben der Lokalisation im Zytoplasma und im Zell-
kern zusätzlich mit einer prominenten Struktur, die nahe am Zellkern lokalisiert, vor-
kommt (Abbildung 23; Abbildung 24; Tabelle 7). Kontrollzellen, die das Chromopho-
renprotein GFP exprimierten, zeigten eine gleichmäßige Verteilung innerhalb der Zellen 
ohne Aggregatbildung (siehe dazu auch Diplomarbeit, Donkor 2001). 
Das ODF2-NC1-Fusionsprotein lokalisiert zu 78 % im Zytoplasma. Daneben wurden 
disperse punktförmige Aggregate, die im Zytoplasma angeordnet liegen, beobachtet. 
Das ODF2-NC2-Fusionsprotein lokalisiert zu 99 % im Zytoplasma; hier werden ebenso 
disperse punktförmige Aggregate beobachtet, die sich ebenfalls im Zytoplasma organi-
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sieren. Das ODF2-N2C-Fusionsprotein lokalisiert zu 73 % im Zellkern und zeigt keine 
punktförmigen Aggregate. (Abbildung 22; Abbildung 23; Abbildung 24; Tabelle 7).  
Nun stellte sich die Frage, ob diese subzellulären Körperchen und dispersen Aggregatio-
nen bei den C-terminal deletierten ODF2-Konstrukten (ODF2-NC1 und ODF2-NC2; Ta-
belle7; Abbildung 6) mit Zellorganellen assoziieren. Erste Hinweise darauf würde eine 
Kolokalisation mit dem ER, dem Golgi-Apparat oder auch den Mitochondrien ergeben. 
Dazu wurden immunzytologische Experimente an transfizierten fixierten Präparaten 
durchgeführt und mikroskopisch ausgewertet (2.2.11.1). 

Tabelle 7 Subzelluläre Verteilung der ODF2-Fusionsproteine 

Fusionsproteine Nukleus Nukleus/Zy- 
toplasma 

Zytoplasma Aggregate/ 
subzelluläre 
Körperchen 

ODF2-NC-GFP 37 % 33 % 30 % subzelluläre 
Körperchen 
Kern nah as-
soziiert 

ODF2-NC1-GFP, ODF2 ΔC429-591 

 

- 22 % 78 % punkt- 
förmige Ag-
gregate im 
Zytoplasma 

ODF2-NC2-GFP, ODF2 ΔC375-591 

 

1 % 3 % 99 % punkt- 
förmige Ag-
gregate im 
Zytoplasma 

ODF2-N2C-GFP, ODF2 ΔN1-369 

                     

73 % 26 % 1 % keine Aggre-
gate, keine 
supzelluläre 
Körperchen 

 
Eine Interpretation der subzellulären Verteilung der ODF2-Fusionsproteine deutet darauf 
hin, dass eine mögliches Kernlokalisierungssignal in dem C-terminalen Abschnitt des 
Proteins kodiert ist, der durch ODF2-N2C repräsentiert wird, da keine Kernlokalisation 
der beiden N-terminalen Fusionsproteine detektiert wurde, die von den zwei Konstrukten 
Odf2-NC1 und Odf2-NC2 repräsentiert werden (Tabelle 7; Donkor et al., 2004).  
Verwendet wurden Antikörper gegen das ER-ständige Hitzeschock-Protein Hsp47 (Ko et 
al., 1999) und gegen Golgin97, ein peripheres Membran Protein welches an der zy-
toplasmatischen Oberfläche des Golgi-Apparates lokalisiert (Lu et al., 2004). Der Mito-
chondrien selektive MITO Tracker® ist eine Zellmembran permeabilisierende Substanz, 
die in den Mitochondrien lebender und respirierender Zellen oxidiert, dann mit den Thio-
len der Proteine und Peptide reagiert, dadurch autofluoreszierend wird und ein fixierba-
res Konjugat bildet (Vanden, 2004). Die indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie zeigte, 
dass die dispersen punktförmigen aggregierten Fusionsproteine im Fall des ODF2-NC1 
und –NC2 schwach mit dem ER, dem Golgi-Apparat und den Mitochondrien korrespon-
dieren. Die ODF2-NC-GFP- und ODF2-N2C-GFP-Fusionsproteine zeigten hingegen eine 
partielle Assoziation mit dem Hsp47-Protein und den Mitochondrien (Abbildung 22; 
Abbildung 24; Tabelle 8) und eine kolokalisation mit dem Golgi-Apparat (Abbildung 23; 
Tabelle 8). 

Tabelle 8 Übersicht und Zusammenfassung der zellulären Kolokalisation der 
ODF2-Fusionsproteine in COS-7-Zellen 
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Fusionsproteine ER  
Lokalisation 

Golgi  
Lokalisation 

Mitochondrien 
Lokalisation 

ODF2-NC-GFP partiell  
kolokalisiert 

kolokalisiert partiell  
kolokalisiert 

ODF2-NC1-GFP 

 

schwache  
Kolokalisation 

schwache 
Kolokalisation 

keine  
Kolokalisation 

ODF2-NC2-GFP 

 

schwache  
Kolokalisation 

schwache 
Kolokalisation 

keine  
Kolokalisation 

ODF2-N2C-GFP 

                     

partiell  
kolokalisiert 

kolokalisiert partiell  
kolokalisiert 

 
Die beiden ODF2-Fusionsproteine die den N-terminalen Abschnitt des ODF2-Proteins 
repräsentierenden zeigten nur eine schwache Kolokalisation mit dem ER (Abbildung 22). 
Es kann in einem Ausschlussprinzip ein möglicher determinierender Bereich für die Lo-
kalisation mit dem ER im C-terminalen Abschnitt des ODF2-Proteins ausgewiesen wer-
den, der im Aminosäurenbereich 370-591 liegen könnte (Tabelle 8). Die Sequenz für die 
Kolokalisation des ODF2-Fusionsproteins mit dem Golgi-Apparat und den Mitochondrien 
ist, nach gleicher Überlegung wie oben angeführt, im C-terminalen Abschnitt des Prote-
ins lokalisiert und betrifft ebenfalls den Aminosäurenbereich 370-591 (Abbildung 23; 
Abbildung 24). Es ist eine mögliche Organellen-bindene Domäne im C-terminalen Ab-
schnitt des ODF2-Proteins determiniert. 
Diese heterogenen Erscheinungsformen in den asynchronen transient transfizierten Zel-
len lässt vermuten, dass die Verteilung des Fusionsproteins zellulären dynamischen Pro-
zessen unterliegt, die abhängig vom Zellzyklus sind. Die fixierten Zellen, die zur Mikro-
skopie eingesetzt wurden, erlauben nur den Blick auf transiente Momentaufnahmen. 
Dies leitete dazu über, bekannte Transportmechanismen zu blockieren, um dann die 
Verteilung und Lokalisation der Fusionsproteine in der Zelle zu charakterisieren (3.4). Die 
direkte Beobachtung der dynamischen Prozesse innerhalb lebender Zellen mit Hilfe der 
mikroskopischen Lebendzellaufnahmen (3.6) sollten Einblicke in die dynamische Vertei-
lung von ODF2 während des Zellzykluses geben. 
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Abbildung 22 Immunfluoreszenzaufnahmen von anti-Hsp47 an ODF2-GFP-überexprimierenden 
COS-7-Zellen 

(A) Lokalisation des ODF2-NC-Fusionsproteins im Zellkern und im Zytoplasma. Das Bild in der Mitte 
zeigt die Immunfluoreszenzaufnahme des Hsp47-Proteins. Das rechte Bild (Overlay) zeigt die digital 
übereinander gelegten Bilder; das Fusionsprotein korrespondiert partiell mit dem Hsp47-Protein. 
(B) ODF2-NC1-Fusionsprotein lokalisiert im Zytoplasma und in  dispersen Aggregaten. Das Bild in der 
Mitte zeigt die Immunfluoreszenzaufnahme derselben Zelle. Es zeigt eine schwache Kolokalisation der 
Aggregate mit dem Hsp47-Protein (Overlay). 
(C) Das ODF2-NC2-Fusionsprotein lokalisiert im Zytoplasma und in dispersen Aggregaten. Das Fusi-
onsprotein kolokalisiert schwach mit dem Hsp47-Protein (Overlay). 
(D) Das ODF2-N2C-Fusionsprotein lokalisiert im Zellkern und im Zytoplasma. Es kolokalisiert partiell 
mit dem Hsp47-Protein. Die Skalierung entspricht 20 µm. 
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Abbildung 23 Immunfluoreszenzaufnahmen von anti-Golgin97 an 
ODF2-GFP-überexprimierenden COS-7-Zellen. 

(A) Das ODF2-NC-GFP-Fusionsprotein lokalisiert im Zellkern, im Zytoplasma, in den subzellulären 
Körperchen und generiert fibrilläre Strukturen im Zytoplasma (Pfeile). Das Bild in der Mitte zeigt die 
Immunfluoreszenzaufnahmen von anti-Golgin97. Das digital übereinander gelegte Bild (Overlay) zeigt 
die Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem Golgi-Apparat. (B) Das ODF2-NC1-Fusionsprotein 
lokalisiert im Zytoplasma und zeigt eine partielle Assoziation mit dem Golgi-Apparat (Overlay). (C) Das 
ODF2-NC2-Fusionsprotein lokalisiert im Zytoplasma und zeigt eine partielle Assoziation mit dem Gol-
gi-Apparat. (D) Das ODF2-N2C-Fusionaprotein lokalisiert im Zytoplasma, im Zellkern und kolokalisiert 
mit dem Golgi-Apparat (Overlay). Die Skalierung entspricht 20 µm. 
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Abbildung 24 Detektion von Mitochondrien in ODF2-GFP-überexprimierenden Zellen 

Mit Hilfe der MITO Tracker wurden die Mitochondrien in den transfizierten Zellen detektiert. 
(A) Das ODF2-NC-Fusionsprotein lokalisiert im Zytoplasma, Zellkern und in den subzellulären Struktu-
ren (Pfeile). Das Bild in der Mitte zeigt die mikroskopische Aufnahme der Mitochondrien derselben 
Zelle. Das rechte Bild zeigt die digital übereinander gelegten Bilder. Das Fusionsprotein mit den sub-
zellulären Körperchen kolokalisiert schwach mit den Mitochondrien der COS-7-Zellen. 
(B) Das ODF2-NC1-Fusionsprotein kolokalisiert nicht mit den Mitochondrien der COS-7-Zellen. 
Auch die dispersen Aggregate des Fusionsproteins lokalisieren nicht mit den Mitochondrien. 
(C) Das ODF2-NC2-Fusionsprotein und die dispersen Aggregate kolokalisieren vereinzelt mit den 
Mitochondrien der COS-7-Zellen. 
(D) Das ODF2-N2C-Fusionsprotein kolokalisiert schwach mit den Mitochondrien der COS-7-Zellen. 
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3.4 ODF2-überexprimierende Zellen und der Proteintransport 

3.4.1 ODF2-überexprimierende Zellen zeigen eine Verlagerung der subzellulä-
ren Körperchen in Richtung Zellperipherie bei Inkubation mit Brefeldin A  

Die eingangs erhaltenen Ergebnisse lassen nun eine weitaus umfassendere Beschrei-
bung des testikulären ODF2-Proteins zu. Das Protein assoziiert mit dem Zytoskelett und 
mit den Zellorganellen somatischer Zellen (3.3.3). Es generiert fibrilläre Strukturen und 
zeigt Ähnlichkeiten mit dem Intermediärfilamentsystem (Donkor et al., 2004). Diese beo-
bachteten Assoziationen könnten auf eine Bedeutung des ODF2-Proteins bei der zellulä-
ren somatischen Organisation hindeuten. Weitere durchgeführte Experimente sollten 
eine mögliche Interaktion des ODF2-Proteins bei den intrazellulären Proteintransporten 
untersuchen. 
Brefeldin A (BFA) ist ein fungiides Stoffwechselprodukt von Eupenicillium brefeldianum. 
BFA inhibiert den intrazellulären Protein-Transport vom ER zum Golgi-Apparat sowie die 
Proteinsekretion (Klausner et al, 1992). Ohne den retrograden Transport zu blockieren. 
Die schnelle und reversible Umverteilung von intrazellulären Membranen führt zu ver-
schiedenen vielseitigen spezifischen und reversiblen Effekten bei zellulären Protein-
transporten (Pelham, 1991; Rothman und Orci, 1992). Inkubation von Zellen in Kultur mit 
BFA führt zu einer Blockierung des Proteintransports zum Golgi und zu einer Akkumula-
tion der Proteine im ER (Fujiwara et al., 1988). Auf Grund dieser Eigenschaft von BFA an 
Zellen in Kultur können Mechanismen des Proteintransports analysiert werden. 
Die zelluläre konfokale Fluoreszenzmikroskopie an ODF2-GFP-überexprimierenden 
COS-7-Zellen und HeLa-Zellen erbrachte eine definierte und identische Lokalisation des 
Fusionsproteins innerhalb der Zelle und, wie oben beschrieben, in beiden Zelllinien eine 
Assoziation mit dem Golgi-Apparat (3.3.3). Der Golgi-Apparat besteht aus abgeflachten 
Membranzisternen, die als Stapel um das Centrosom der Zelle orientiert sind. An den 
Übergängen des Golgi-Apparates zu den anderen Kompartimenten der Zelle bilden tubu-
läre und vesikuläre Membranstrukturen das cis- und trans-Golgi-Netzwerk. Nahe dem 
Golgi-Apparat lokalisierte in den transfizierten Zellen das subzelluläre Körperchen des 
ODF2-Fusionsproteins (Abbildung 23). Eine Blockierung des Golgi-ER-Transportes in 
Odf2-überexprimierenden Zellen sollte belegen, ob das Fusionsprotein in  Prozessen des 
intrazellulären Proteintransportes involviert ist. 
COS-7-Zellen wurden mit dem Odf2-NC-Konstrukt transfiziert (2.2.8) und in zwei Expe-
rimenten: 

(i) 30 min bei einer BFA Konzentration von 10 µg/ml  
(ii) 50 min bei einer BFA Konzentration von 12,5 µg/ml 

inkubiert (2.2.9). Die Zellen wurden nach der Inkubation immundekoriert (2.2.11.1) und 
mit Hilfe der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die gleichzeitige Immunde-
koration mit anti-alpha-Tubulin und anti-Golgin97 diente zur indirekten Lokalisation des 
Centrosoms der BFA behandelten Zellen. 
Nach 30 minütiger Inkubation mit BFA (10 µg/ml) wurde eine veränderte Lokalisation des 
Fusionsproteins beobachtet: Das subzelluläre Körperchen verlagerte die Position weg 
vom Centrosom hin in Richtung Zellperipherie, dabei blieb die Zytoplasma- und Zellkern-
lokalisation konstant (Abbildung 25). 
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Da der Effekt und der Einfluss des Fungizids BFA auf Zellkulturzellen eventuell in Ab-
hängigkeit zur Konzentration und zur Einwirkdauer stehen, wurde im zweiten Experiment 
länger inkubiert und mit einer höheren BFA Konzentration gearbeitet. Nach der 50 minü-
tigen Inkubation mit BFA (12,5 µg/ml) wurde in einigen Zellen das Fehlen der Kernlokali-
sation des Fusionsproteins beobachtet (Abbildung 25).  
Da das ODF2-NC Fusionsprotein auch zu 30 % ausschließlich im Zytoplasma lokalisiert 
sein kann (3.3.3; Tabelle 7) muss dieser Phänotyp nicht unbedingt auf die Auswirkung 
der BFA Inkubation zurückgeführt werden, bleibt aber dennoch auffällig.  
Zusammenfassend ist zu notieren:  

(i) In unbehandelten ODF2-überexprimierenden Zellen lokalisiert das subzelluläre 
Körperchen des ODF2-NC-Fusionsproteins in naher Assoziation mit dem Zell-
kern und kolokalisiert mit dem Interphase Golgi-Komplex.  

(ii) Bei Einwirkung von BFA verlagern sich die subzellulären Körperchen in Richtung 
Zellperipherie und verlieren ihre nahe Zellkernassoziation, sie kolokalisieren 
nicht mit dem Golgi-Komplex (Abbildung 25).  
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Abbildung 25 BFA Inkubation an ODF2-GFP-überexprimierenden COS-7-Zellen 

BFA ist ein Modulator der Proteinsekretion. Es unterbricht den Transportweg vom ER zum cis Golgi. 
(A) Odf2-NC-GFP-transfizierte COS-7-Zellen wurden 30 min mit BFA (10 µg/ml) inkubiert. Das Fusi-
onsprotein lokalisierte im Zytoplasma, im Zellkern und im subzellulären Körperchen. Dieses subzellu-
läre Körperchen verlagert die Lokalisation in Zytoplasma und verliert die nahe Assoziation zum MTOC.  
(B) Immunfluoreszenzaufnahme des anti-alpha-Tubulin Antikörpers. 
(C) Die digital übereinander gelegten fluoreszenzmikroskopischen Aufzeichnungen (Overlay).  
(D) Das Fusionsprotein lokalisiert bei 12 µg/ml BFA und 50 min Inkubation im Zytoplasma und in den 
subzellulären Körperchen. Keine Lokalisation des Fusionsproteins im Zellkern. 
(E) Immunfluoreszenzaufnahme. Detektion des Golgi-Apparates mit Hilfe des anti-Golgin97 Antikör-
pers. Der Golgi-Apparat ist um das Centrosom der Zelle organisiert. 
(F) Overlay: Das subzelluläre Körperchen des Fusionsproteins verlagert die nahe centrosomale Loka-
lisation hin in das Zytoplasma. 
Der Maßstab entspricht 20 µm. 
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3.4.2 ODF2 und der Dynein-abhängige Proteintransport 
Dynamitin ist eine Untereinheit des Mikrotubuli-abhängigen Motorproteins Dynein 
(Abbildung 5). Überexpression von Dynamitin beeinflusst die Verteilung von membranö-
sen Organellen, indem es den Mikrotubuli-abhängigen retrograden (minus end-directed) 
Transport unterbricht (Burkhardt et al., 1997). Die cDNS des Dynamitins wurde in den 
pCMV-Expressionsvektor unter der Kontrolle des Cytomegalovirus Promotors (CMV) 
kloniert. Der Vektor besitzt zusätzlich einen myc-tag (Echeverri et al., 1996). Ein Antikör-
per, gerichtet auf den myc-tag, erlaubt eine Markierung der Dynamitin-exprimierenden 
Zellen (2.1.2; 2.2.8). 
ODF2-GFP-überexprimierende Säugerzellen wurden mit dem pCMV-H50 Konstrukt 
kotransfiziert (2.2.1; 2.2.8.1). Immunfluoreszenzstudien an transfizierten HeLa-Zellen und 
COS-7-Zellen zeigten dabei identische subzelluläre Lokalisation der 
ODF2-Fusionsproteine (ohne Abbildung). Die transfizierten Zellen wurden fixiert und mit 
dem anti-myc Antikörper immundekoriert (2.2.11.1). Analysiert wurden die kotransfizier-
ten Zellen, die sowohl das Fusionsprotein als auch Dynamitin exprimierten (2.2.11.2). 
Verglichen wurde die subzelluläre Lokalisation der Fusionsproteine in kotransfizierten 
Zellen mit den Ergebnissen der Einzeltransfektionen (ohne Abbildung). Das ODF2-NC-
Fusionsprotein zeigte eine Auffälligkeit bei gleichzeitiger Überexpression der Dynami-
tin-Untereinheit (Abbildung 26 A-C): Die subzellulären Körperchen, die in HeLa- als auch 
in COS-7-Zellen sonst am Kern in der Nähe des Centrosoms assoziiert waren konnten 
nicht mehr detektiert werden. Die ODF2-NC1, -NC2 und -N2C-Fusionsproteine zeigten 
keine Änderung der subzellulären Verteilung und Lokalisation in Dynami-
tin-überexprimierenden HeLa-Zellen (Abbildung 26 D-H und J-M). Auch die bei den 
C-terminal verkürzten Konstrukten (ODF2-NC1 und ODF2-NC2) auftretenden Aggregati-
onen des Fusionsproteins (Abbildung 26 d-h und j), blieben bei Überexpression der Dy-
namitin-Untereinheit in ihrer Morphologie und subzellulären Verteilung, verglichen mit 
den Einzeltransfektionen, unverändert. 
 
 



  Ergebnisse 
 

71
 

 
Abbildung 26 Immunfluoreszenzbilder der mit Odf2 und pCMV-H50 kotransfizierten He-

La-Zellen 
Die Zellen exprimierten sowohl das Fusionsprotein (grün) als auch die Dynamitin-Untereinheit (rot). (A) 
Kotransfizierte HeLa-Zellen, die das ODF2-NC Fusionsprotein und Dynamitin exprimieren. Das subzelluläre 
Körperchen konnte nicht detektiert werden. (B) Immunfluoreszenzaufnahme der anti-myc dekorierten HeLa-
Zellen. (C) Die digital übereinander gelegten fluoreszenzmikroskopischen Bilder (Overlay). Keine Änderung 
der Lokalisation und Verteilung des ODF2-NC-Fusionsproteins. (D-F) ODF2-NC1-Fusionsprotein zeigte 
keine Änderung der subzellulären Verteilung und Lokalisation. (d-f) Der zweite Phänotyp des ODF2-NC1-
Fusionsproteins zeigte ebenfalls keine Änderung der subzellulären Lokalisation und Verteilung. (G-H) Das 
ODF2-NC2-Fusionsprotein und der zweite Phänotyp (g-h) zeigten keine Änderung der subzellulären Lokali-
sation. (K-M) Das ODF2-N2C-Fusionsprotein zeigte keine Veränderung der Lokalisation im Vergleich zu 
den Einzeltransfektionen. Der Maßstab entspricht 20 µm. 
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3.5 Anti-proliferativer Effekt bei Überexpression von testikulärem 
ODF2 in COS-7-Zellen  

Lange et al. (1995) konnten nachweisen, dass das Centriolenpaar biochemisch unter-
schiedlich ist und identifizierten einen molekularen Marker, das Cenexin, das präferentiell 
in der maturen Centriole zu detektieren ist. Cenexin hat eine Aminosäurenidentität von 
99 % mit dem testikulären ODF2. Nakagawa et al. (2001) lokalisierten ODF2/Cenexin in 
den distalen/subdistalen Anhängseln der Centriole und charakterisierten ODF2 als ein 
centrosomales Protein. 
Da die Centriolen während der Mitose eine semikonservative Duplikation erfahren und 
bei den Prozessen der Mitose eine exklusive Rolle spielen (1.2.2), wird hier der Frage 
nachgegangen, ob das jüngst als centrosomales Protein identifizierte ODF2 eine prolife-
rative Wirkung auf somatische Zellen ausübt. Ebenso war das variierende Erschei-
nungsbild der Odf2-transfizierten COS-7-Zellen (3.3.3) ein Hinweis auf eine mögliche 
Zellzyklus-abhängige Lokalisation der Fusionsproteine. Klärung sollte ein Proliferation-
sassay geben (2.2.10.2). 
Die COS-7-Zellen wurden einzeln mit den jeweiligen vier Odf2-GFP-Konstrukten transfi-
ziert (2.2.8). Da von einer hohen Dichte transfizierter Zellen ausgegangen werden sollte, 
wurde mit Hilfe des FACS-sorters die heterogene Zellpopulation aufgetrennt und die 
Zellzahl ermittelt (2.2.10). Parallel als Kontrolle zu den Zellpopulationen, die ausschließ-
lich die jeweiligen ODF2-Fusionsproteine exprimierten, wurden untransfizierte COS-
7-Zellen in gleicher Zellzahl ausgesät, für den Proliferationsassay eingesetzt und in Kul-
tur gehalten (Tabelle 9). Die Kontrollzellen wurden nach fünf Tagen umgesetzt, ein Me-
diumwechsel erfolgte an jedem zweiten Tag und nach 13 Tagen wurde neben den Pro-
ben und der Kontrolle die jeweilige Zellzahl ermittelt (Tabelle 10;Tabelle 11). 
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Tabelle 9 Ausgesäte untransfizierte COS-7-Zellen. Ermittelte Zellzahl nach definiertem Zeit-
raum  

Untransfizierte Zellpo-
pulation 
0 Tage 
 

Untransfizierte Zell-
population nach 
5Tagen                           
 

Untransfizierte Zellpopulation nach 
13 Tagen 
 

1000 50000 1200000 
4000 87500 1600000 
5000 140000 5900000 

10000 175000 10737500 
15000 337500 20750000 
20000 375000 21225000 
25000 700000 23512500 

 

Tabelle 10 Ermittlung der Zellzahl FACS sortierter ODF2-GFP-überexpriemirender Zellen nach 
definiertem Zeitraum. 

Transfizierte 
Odf2-Konstrukte 

Transfizierte Ausgangspopu-
lation nach FACS-Analyse 
 0 Tage 

Transfizierte 
Ausgangspopulation nach  
13 Tagen 
 

ODF2NC-GFP 4266 1080000 
ODF2NC1-GFP 1086 1150000 
ODF2NC2-GFP 22923 4810000 
ODF2N2C-GFP 26726 6680000 

 

Tabelle 11 Die für den Proliferationsversuch ermittelten Zellzahlen 

Zellzahl der paral-
lel angesetzten 
Kontrolle 

Nach 
13 Tagen A 

Odf2- 
Konstrukte

Eingesetzte 
Zellzahl nach 
FACS-sorter  

Nach  
13 Tagen 

B 

Differenz  
(B-A) 

(B-A)/Bx100

1000 1200000    
NC 

1086 1150000 50000 4 % 

4000 1600000    
NC1 

4266 1080000 520000 33 % 

20000 21225000    
NC2 

22923 4810000 1641500
0 

77 % 

25000 23512500    
N2C 

26726 6680000 1683250
0 

72 % 
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Abbildung 27 Proliferationsassay an ODF2-GFP-überexprimierenden COS-7-Zellen  

Untransfizierte Kontrollzellen (blau) wurden mit ODF2-GFP-überexprimierenden COS-7-Zellen vergli-
chen. Parallel zu den Proben wurden Kontrollen mit jeweils identischer Zellzahl kultiviert. Nach 13 
Tagen wurden die Proben und die jeweiligen Kontrollzellen manuell ausgezählt. 
(A) Das in COS-7-Zellen überexprimierte ODF2-NC-GFP reduziert die Proliferation in COS-7-Zellen 
um 4% im Vergleich zu den untransfizierten COS-7-Zellen. 
(B) Das Fusionsprotein ODF2-NC1-GFP reduziert die Proliferation der COS-7-Zellen um 33 %. 
(C) Das Fusionsprotein ODF2-NC2-GFP reduziert die Proliferation der COS-7-Zellen um 77 % im 
Vergleich zu den nicht-transfizierten Kontrollzellen. 
(D) Das Fusionsprotein ODF2-N2C-GFP reduziert die Proliferation der COS-7-Zellen um 73 % im 
Vergleich zu den Kontrollzellen. 
 
Die vier transfizierten Odf2-GFP-Konstrukte zeigten eine geringere Proliferativität gegen-
über den untransfizierten Kontrollzellen bei gleicher Ausgangszellzahl nach 13 Tagen. 
Die exprimierten ODF2-Fusionsproteine üben einen anti-proliferativen Effekt auf COS-
7-Zellen aus (Abbildung 27;Tabelle 9; Tabelle 10;Tabelle 11;Tabelle 12) 
(i) Das ODF2-NC-Fusionsprotein, das dem gesamten kodierenden Bereich des 

testikulären ODF2 entspricht (Brohman et al., 1997), reduziert bei Überexpression 
in COS-7-Zellen die Proliferation um 4 %. 

(ii)  Das ODF2-NC1-Fusionsprotein, das C-terminal deletiert ist (Abbildung 6 ) und nur 
eines der beiden Leucin-Zipper besitzt, reduziert die Proliferation um 33 % im 
Vergleich zu den eingesetzten Kontrollzellen.  

(iii)  Das Fusionsprotein ODF2-NC2-GFP, das den N-terminalen Bereich exklusiv der 
beiden Leucin-Zipper repräsentiert, reduziert die Proliferation in COS-7-Zellen um 
77 % im Vergleich zu den Kontrollzellen. 
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(iii) Das ODF2-N2C-Fusionsprotein, das N-terminal deletiert ist und beide Leu-
cin-Zipper beinhaltet, reduziert die Proliferation um 72 % im Vergleich zu den 
Kontrollzellen. 

Tabelle 12 Proliverativität der ODF2-überexprimierten Fusionsproteine 

Fusionsproteine Reduktion der Pro-
liferation  

ODF2-NC-GFP 

 

um  4 % 

ODF2-NC1-GFP, ODF2 ΔC429-591 

 

um 33 % 

ODF2-NC2-GFP, ODF2 ΔC375-591 

 

um 77% 

ODF2-N2C-GFP, ODF2 ΔN1-369 

                     

um 72 % 

 
Da sowohl die Konstrukte, die die Leucin-Zipper-Motive beinhalten (-NC,-NC1,-N2C;), als 
auch das Konstrukt ODF2-NC2, das die Leucin-Zipper-Motive nicht trägt, das Wachstum 
der Zellen negativ regulieren, kann der anti-proliferative Effekt nicht auf die Anwesenheit 
der Leucin-Zipper-Motive zurückgeführt werden (Tabelle 12).  

3.5.1 Reduktion der G2-Phase in Odf2-transfizierten HeLa-Zellen  
Da das Proliferationsexperiment auf einen anti-proliferativen Effekt der 
ODF2-Fusionsproteine auf Säugerzellen hindeutete sollte untersucht werden, welche der 
Zellzyklusphasen betrofen sind. Die Methode der Durchflusszytometrie erlaubt die Ana-
lyse des Zellzyklusverlaufs und Quantifizierung des DNS-Gehaltes einer Zelle (2.2.10.1). 
Zellen die aus der G0/G1-Phase in die Apoptose übergehen, zeigen als Folge der DNS 
Fragmentierung eine Abnahme des DNS-Gehaltes im Vergleich zu nicht apoptotischen 
Zellen. Der DNS-Gehalt zeigt bei asynchronen Zellen, wie die hier analysierten Zellen, 
die aus der S- bzw. G2-Phase in die Apoptose übergehen, keine signifikanten Reduktio-
nen der DNS Menge im Vergleich zu den Kontrollzellen. Die Bestimmung des DNS-
Gehaltes erlaubt somit auch eine Verifizierung der Eintrittsphase in die Apoptose.  
Die Ergebnisse der Lebendzellaufnahmen (3.6) implizierten einen Arrest der transfizier-
ten Zellen während des Zellzyklus, da auch nach einer deutlich verlängerten Zeitspanne, 
die die Literaturwerte zum Zellzyklusverlauf von HeLa-Zellen übertraf, keine Zellteilung 
beobachtet werden konnte. Die Zellen gingen nach 48 h in die Apoptose über (3.6.2; 
3.6.3). Die Rohdaten zu jedem gemessenen Ereignis wurden als list-mode Datenfile FCS 
2.0 (Flow Cytometry Standard 2.0) gespeichert und zur Weiterbearbeitung auf einen 
Standard-PC übertragen. 
Die Kontrollen dienten dazu, ein standardisiertes und vergleichbares Messergebnis zu 
produzieren und die Grundeinstellung des Gerätes festzulegen. Zum Ausschluss von 
Zelldubletten bei den Messungen wurden die Pulsprozessoren verwendet. Pulsprozesso-
ren können die Signalintensität (Höhe H), die Dauer eines Signals (Weite W) und das 
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Integral des Peaks (Fläche A) messen. Zelldubletten übersteigen wegen ihrer Größe die 
Dimension des Laserstrahls. Im Vergleich zu einer Einzelzelle benötigen Dubletten mehr 
Zeit, den Laserstrahl zu passieren und induzieren ein größeres Weitensignal als Einzel-
zellen mit identischer Fluoreszenzmarkierung (Brockhoff, 2004).  
Bei der Auftragung von Signal-Weite gegen Signal-Fläche, können in einer anschließen-
den Darstellung des DNS-Gehalts „unverfälschte“ Datenmessungen erhoben werden. 
Zur Identifizierung und Determinierung definierter Zellpopulationen, wie z.B. intakte Zel-
len, wurden in zweidimensionalen Dot- oder Density-Plots das Seitwärtsstreusignal (engl. 
SSC-Signal) bzw. die Fluoreszenz des Farbstoffes auf der Ordinate gegen das Vor-
wärtsstreusignal (engl. FSC-Signal) auf die Abszisse aufgetragen, graphisch dargestellt 
und statistisch ausgewertet (Abbildung 28). Zellaggregate und Zelldubletten sind größer 
und granulärer als Einzelzellen, produzieren deshalb ein stärkeres FSC- und 
SSC-Signal. Zellaggregate werden diskriminiert und nur die Zellpopulationen von Inte-
resse werden gemessen „gegatet“ und ausgewertet. Dabei wird eine Region (Gate) in 
das Streulichtdiagramm eingezeichnet, die nur die definierte Population an Zellen bein-
haltet. Diese markierte, ausgewählte Region wird dann in weiteren Histogrammen darge-
stellt (Abbildung 28). Damit können zusätzliche Eigenschaften der Zellen, in diesem Fall 
GFP-positiv und gleichzeitig DNS-markiert, weiter untersucht werden.  
Das Fluochrom DAPI bindet an die DNS des Zellkerns, die Intensität des Fluoreszenz-
signals ist proportional zum DNS-Gehalt der Zelle; je größer die Fluoreszenzintensität 
desto größer ist der DNS-Gehalt. Zellen besitzen unterschiedliche Mengen an DNS in 
Abhängigkeit vom Zellzyklus. Die Daten werden als zytometrisches Histogramm darge-
stellt (Abbildung 28). Für die Auftragung des Parameters DNS-Gehalt wird die Anzahl der 
Ereignisse auf der y-Achse gegen die Fluoreszenzintensität der Färbung auf der x-Achse 
aufgetragen und statistisch ausgewertet (Tabelle 13). 
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Tabelle 13 Statistische Darstellung der Zellpopulation nach dem Gaten mit den Werten der 
Fluoreszenzintensität DAPI positiver Kontrollzellen und Proben 

 Zellen im gemes-
senen Gate in Pro-
zent 

Anzahl der 
Ereignisse 
im Gate 

Anteil der im Gate gemes-
senen DAPIFluoreszenz-
intensität 

DAPI-Fluores-
zenzintensität im 
Gate 

HeLa-Zellen 66,5 27695 0.011 0 
HeLa-Zellen 
DNS markiert 

77,3 28895 99,9 2096 

HeLa-Zellen 
DNS mar-
kiert+GFP 

17,3 24764 99,5 1968 

ODF2-NC-
GFP+DAPI 

8,4 18860 98,1 1930 

ODF2-NC1-
GFP+DAPI 

10,5 25322 98,7 1958 

ODF2-NC2-
GFP+DAPI 

12,3 31783 93,9 1910 

ODF2-N2C-
GFP+DAPI 

11,2 28050 98,1 2018 

 
Die geringe Transfektionsrate, die der Prozentsatz der Zellen im gemessenen Gate wie-
dergibt (Tabelle 13), hat keinen Einfluss auf die Auswertbarkeit der Daten, da ein Ereig-
nis um 20000 im auswertbaren Grenzbereich liegt (pers. Mitteilung PD. Sopper).  
Die nach dem Gaten ausgewählte Zellpopulation der transfizierten Zellen und der Kon-
trollen zeigen eine bis zu 99,9 %ige DAPI-Färbung und sind damit miteinander ver-
gleichbar. 
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Abbildung 28 Gating und Diskriminierung von Zelldebris.  

Die DAPI-Fluoreszenzintensität der Kontrollzellen und Odf2-transfizierter Zellen sind in einem Streu-
licht Dot-Plot dargestellt. Die Zellen werden nach ihrem Vorwärtsstreulicht (FSC) und ihrem Seitwärts-
streulicht (SSC) dargestellt. Man erkennt Anhäufungen von Zellen, Zelldebris die ähnliche Streulichtei-
genschaften haben; diese wurden diskriminiert (Markierung). Jeder Punkt entspricht einer gemesse-
nen Zelle bzw. einem gemessenen Ereignis.  
(A) Die definierte ausgewählte Zellpopulation wurde in ein Histogramm „gegatet“. Die gewünschte 
Population vitaler Zellen wird durch eine Region markiert. Die ausgewählten Zellen sind in einer Auf-
tragung der Signal-Fläche gegen die Signal-Weite abgebildet. Die definierte Region wurde für die üb-
rigen Proben übernommen. Der DNS-Gehalt der DAPI markierten Kontrollzellen und der Proben wird 
in einem Histogramm dargestellt und statistisch ausgewertet. 
(B) Bei den transfizierten und DNS-markierten HeLa-Zellen wurde die definierte ausgewählte Zellpo-
pulation gegatet und die ausgewählten Zellen in einer Auftragung der Signal-Fläche gegen die Signal-
Weite abgebildet. Der DNS-Gehalt der Proben wird in einem zytometrischen Histogramm dargestellt 
und statistisch ausgewertet. 
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Der Zellzyklus ist ein sequenzielles Ereignis, in dem eine Zelle über Duplikation der DNS 
und Teilung der Zelle in zwei genetisch identische Tochterzellen übergeht. 
Eukaryotische Zellen besitzen spezifische biochemische Kontrollsysteme zur Regulation 
des Zellzyklus. Der Zellzyklus ist unterteilt in vier Phasen: G1, S, G2 und M. Die DNS 
wird in der S-Phase dupliziert, die Trennung der Chromosomen erfolgt in der M-Phase. 
Die G1-Phase, Gap (engl.: Lücke), geht der Synthesephase, in der die Zelle ihre DNS 
vor der Teilung verdoppelt, voraus. In der G1-Phase stellt sie die Enzyme und Proteine 
her, die sie für den Vervielfältigungsprozess benötigt. In der G2-Phase erfolgt eine weite-
re Kontrolle des Zellzyklus. Kontrolliert wird, ob die Verdopplung der DNS vollständig und 
fehlerfrei ablief. Ist dies nicht der Fall, teilt sich die Zelle nicht. Bei einer erfolgreichen 
Vervielfältigung der DNS, stellt die Zelle in der G2-Phase einige der zur Teilung benötig-
ten Proteine her. Im Anschluss an die G2-Phase teilt sich die Zelle. 
Die Zellzyklusverteilung der DAPI-markierten Odf2-transfizierten HeLa-Zellen und Kon-
trollzellen wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert und mit der Programm-
software WinMDI 2.8 berechnet. WinMDI 2.8 ermittelte die Peaks der Zellzyklusphasen 
G1 bzw. G2 symmetrisch und "Gauss-verteilt" und ordnet unter der Annahme von gerin-
gen Überlappungen den dazwischen liegenden Bereich der S-Phase zu (Abbildung 29; 
Abbildung 31). 
Der in den HeLa-Zellen transfizierte pEGFP-Vektor zeigte eine Verschiebung des 
G2-Peaks mit gleichzeitigem Auftreten eines sub-G1-Peaks (Abbildung 29). Diese Ver-
schiebung bleibt dennoch ohne Einfluss auf die Zellzyklusverteilung.  
Die mit jeweils einem der vier Odf2-Konstrukte transfizierten HeLa-Zellen zeigten nach 
48 h keinen sub-G1-Peak und keinen verschobenen G2-Peak. Die vier analysierten 
Odf2-transfizierten Konstrukte (2.2.8; 2.2.10.1) verloren nach 48 h den G2-Peak und 
zeigten dabei keinen bedeutsamen Unterschied bezüglich des DNS-Gehaltes zu den 
Kontrollzellen (Tabelle 13;Abbildung 30;Abbildung 29;Abbildung 31). Der DNS-Gehalt 
asynchroner Zellen, die aus der S- bzw. G2-Phase in die Apoptose übergehen, zeigen 
generell keine signifikante Reduktion der DNS Menge. Es kann daher vermutet werden, 
dass die Synthesephase ODF2-GFP-überexprimierender Zellen nicht beeinträchtigt wird, 
die Zellen nicht in die Teilungsphase übergehen können und somit den bei den 
Odf2-transfizierten Zellen beobachteten anti-proliferativen Effekt erklärt. Die Ergebnisse 
der Durchflusszytometrie zeigen keine Akkumulation bzw. Arrest in einer der Phasen 
nach 48 h, es wurde aber ein Fehlen der G2-Phase wurde festgestellt (Abbildung 29; 
Abbildung 30; Abbildung 31). Vermutlich gehen die Zellen in die Apoptose über. Diese 
Annahme wird auch von den Ergebnissen der Lebendzellaufnahmen gestützt. Die vi-
deomikroskopischen Aufnahmen zeigen einen Übergang der Odf2-transfizierten Zelle in 
Apoptose-ähnliche Strukturen nach 45 h (3.6.3). 
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Abbildung 29 Histogramme der Zellzyklusverteilung von pEGFP-transfizierten HeLa-Zellen 

und von Kontrollzellen.  

Die Zellzyklusverteilung der DAPI-markierten HeLa-Kontrollzellen und die DAPI-markierte pEGFP-
Probe wurden mit der Programmsoftware (WinMDI 2.8) berechnet; sie ermittelte die Peaks der Zell-
zyklusphasen G1 bzw. G2 symmetrisch und "Gauss-verteilt" und ordnet unter der Annahme von ge-
ringen Überlappungen den dazwischen liegenden Bereich der S-Phase Fraktion zu. 
Die pEGFP-transfizierten HeLa-Zellen gingen nach 48 h in die G2-Phase und zeigten dabei eine Ver-
schiebung des G2-Peaks und einen sub-G1-Peak . 
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Abbildung 30 Histogramme der Zellzyklusverteilung von ODF2-NC-GFP und ODF2-NC1-GFP-
exprimierenden HeLa-Zellen. 

Asynchrone HeLa-Zellen wurden mit den Odf2-Konstrukten transfiziert, nach 48 h mit dem DNS-
Fluorochrom DAPI markiert und mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert. Parallel dazu wurden 
DNS-markierte HeLa-Kontrollzellen verglichen. 
Die Zellzyklusverteilung der DAPI-markierten HeLa-Kontrollzellen und Proben wurden mit der Pro-
grammsoftware (WinMDI 2.8) berechnet; sie ermittelte die Peaks der Zellzyklusphasen G1 bzw. G2 
symmetrisch und "Gauss-verteilt" und ordnet unter der Annahme von geringen Überlappungen den 
dazwischen liegenden Bereich der S-Phase zu. 
Die nach dem Gaten ausgewählte Zellpopulation der HeLa-Kontrollzellen zeigte eine typische Zellzyk-
lusverteilung asynchroner Zellen, die sich etwa zu 80% in der G0/G1-Phase befanden, 10% in der S-
Phase und 10 % in der G2-Phase. Die Odf2-NC und Odf2-NC1-transfizierten HeLa-Zellen gehen nach 
48 h nicht in die G2-Phase. Die Histogramme zeigen ein „Verschwinden“ des G2-Peaks (Markierung; 
Pfeile).  
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Abbildung 31 Histogramme der Zellzyklusverteilung von ODF2-NC2 und 

ODF2-N2C-überexprimierenden HeLa-Zellen  

Asynchrone HeLa-Zellen wurden jeweils mit den Odf2-Konstrukten Odf2-NC2 und –N2C transfiziert, 
nach 48 h mit dem DNS-Fluorochrom DAPI markiert und mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert. 
Parallel dazu wurden HeLa-Kontrollzellen verglichen. Die Zellzyklusverteilung der DAPI-markierten 
HeLa-Kontrollzellen und Proben wurden mit der Programmsoftware (WinMDI 2.8) berechnet; sie ermit-
telte die Peaks der Zellzyklusphasen G1 bzw. G2 symmetrisch und "Gauss-verteilt" und ordnet unter 
der Annahme von geringen Überlappungen den dazwischen liegenden Bereich der S-Phase zu. Die 
Odf2-NC2 und Odf2-N2C-transfizierten HeLa-Zellen gehen nach 48 h nicht in die G2-Phase. Die 
Histogramme zeigen ein „Verschwinden“ des G2-Peaks (Markierung; Pfeile).  

3.6 Videomikroskopie von HeLa-Zellen und ODF2-überexprimieren-
den Zellen 

Die in den immunzytologischen Versuchen an fixierten Zellen gewonnenen Ergebnisse 
ergaben ein heterogenes Bild hinsichtlich der subzellulären Lokalisation der jeweiligen 
exprimierten Fusionsproteine in der Zelle (3.3; Donkor et al., 2004). Vermutet wurde eine 
Zellzyklus-determinierte Lokalisation der ODF2-Fusionsproteine in HeLa- und 
COS-7-Zellen. Die Experimente zur Proliferation an Odf2-transfizierten Zellen belegten 
einen anti-proliferativen Effekt auf Zellen in Kultur. Lebendzellaufnahmen sollten die Er-
gebnisse zur Proliferation und Zellzyklusverteilung vervollkommnen. 
Die Life-Cell-Imaging-Vorrichtung (2.2.12) sollte reproduzierbare und vergleichbare Er-
gebnisse liefern, dazu wurden Kontrollen an nicht-transfizierten HeLa-Zellen durchge-
führt, um die aus der Literatur bekannte Zellzyklusdauer zu überprüfen.  
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3.6.1 Head over Bottom 
Aus technischen Gründen musste die mit HeLa-Zellen bewachsene Inkubationskammer 
während der mikroskopischen Langzeitbeobachtung über Kopf aufgestellt werden. Es 
erfolgten drei Versuche die klären sollten, inwiefern dieser Umstand einen Einfluss auf 
die lebenden Zellen haben könnte (2.2.12.1).  
(i) Zellen, die in der Orientierung up-down in der Inkubationskammer kultiviert wur-

den, zeigten qualitativ eine Abnahme der Zelldichte in einem beobachteten Zeit-
raum von fünf Tagen (Abbildung 32; 2.2.12.1).  

(ii) Wurde ähnlich angelegt wie Versuch (i) allerdings mit dem Unterschied, dass die 
Zellen in der Inkubationskammer up-up kultiviert wurden, d.h. die Adhäsionskräfte 
und die Schwerkraft wirken in eine Richtung. Es zeigte sich visuell eine qualitative 
Zunahme der Zelldichte (Abbildung 33; 2.2.12.1). Diese Zunahme zeigte sich 
nicht in dem Ausmaße, wie es erfahrungsgemäß mit Zellen in Zellkultur zu erwar-
ten gewesen wäre.  

(iii) Auf die Zellen in der Inkubationskammer wurde eine Gaze gelegt und die Zellen 
weiter  kultiviert. Die Inkubationskammer wurde dann in up-down Orientierung 
mikroskopiert (Abbildung 34).  

Während der Zellteilung erfolgt eine Umordnung der Aktin- und Myosinfilamente im Zell-
cortex. Dies kann zu einer Verminderung der Haftung an der extrazellulären Matrix im 
Gewebe oder an das Substrat, d.h. der Oberfläche der Zellkulturschale, führen. Erfolgt 
die Zellteilung nun „über Kopf“, d.h. in der Orientierung up-down, fallen aus diesem 
Grunde die sich teilenden Zellen nach „unten“ und können nicht weiter beobachtet wer-
den; die Zelldichte nahm wie dokumentiert ab (Abbildung 32).  
Die Experimente mussten in der Orientierung up-down vorgenommen werden. Eine 
technisch mögliche Lösung war das Einbringen einer Gaze mit einer Maschenweite von 
30-50µm, die als Wachstumsorientierung der Zellen diente (Abbildung 34). Ein qualitati-
ver Vergleich zeigte, dass die Zellen nun in ihrer Morphologie und ihrem Wachstumsver-
halten Zellen in Zellkultur entsprachen (ohne Abbildung). Die Gaze wurde bei den weite-
ren Versuchen zur Langzeitmikroskopie beibehalten. 
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Abbildung 32 Beobachtungen zur Zellproliferation. Die Zellen wurden über Kopf up-down kul-
tiviert. 

HeLa-Zellen wurden ausgesät und in der Inkubationskammer über Kopf kultiviert. Der beobachtete 
Abschnitt wurde markiert und die jeweilige Position I-IV beibehalten. Es erfolgte eine qualitative mikro-
skopische Auswertung nach zwei Tagen und am fünften Tag nach der Aussaat der Zellen. Wie hier 
dokumentiert werden kann, nimmt die Zelldichte ab. 
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Abbildung 33 Beobachtungen zur Zellproliferation. Die Inkubationskammer mit den Zellen 
wurde in der Orientierung up-up kultiviert.  

HeLa-Zellen wurden ausgesät und in der Orientierung up-up kultiviert. Der beobachtete Abschnitt wur-
de markiert und die jeweilige Position I-IV beibehalten. Es erfolgte eine mikroskopische qualitative 
Auswertung nach einem Tag und am fünften Tag nach der Aussaat der Zellen. Die mikroskopische 
qualitative Auswertung zeigte eine Zunahme der Zelldichte. 
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Abbildung 34 Einbringen einer Gaze mit einer Maschenweite von 30-50 µm in die Inkubations-
kammer.  

Diese Gaze wurde von den Zellen als Wachstumsorientierung angenommen. Die Zellen wachsen auf 
und zwischen den Maschen der Gaze (Pfeil) in der Orientierung up-down. Sie zeigen ein morpholo-
gisch identisches Bild zu den Zellen, die parallel in Kulturschalen gehalten wurden. 
 
Die eingebrachte Gaze war die technische Lösung. Nun sollte gezeigt werden dass diese 
Gaze wiederum keinen Einfluss auf die Zellteilung untransfizierter HeLa-Kontrollzellen 
ausübt. Dazu wurde in einem Vorversuch die Zellzyklusdauer an untransfizierten He-
La-Zellen bestimmt. 

3.6.2 Videomikroskopie an HeLa-Zellen 
Für die Lebendzellaufnahmen mussten aufwendige Vorversuche durchgeführt werden, 
da das System im Labor nicht etabliert war. So musste eine dauerhafte Sauerstoffzufuhr 
gewährleistet sein, ein gleichbleibender physiologischer pH-Wert, eine konstante Tempe-
rierung der Zellen und die Sicherstellung, dass die Zellen während des Beobachtungs-
zeitraums nicht austrocknen. Im Vorwege sollte gezeigt werden, dass die Vorrichtung zur 
Lebendzellaufnahme (2.2.12;Abbildung 9; Abbildung 13) geeignet war, die aus der Lite-
ratur bekannte Zellzyklusdauer von HeLa-Zellen zu reproduzieren. 
Es sollten Aufnahmen gemacht werden, die während der dynamischen Prozesse leben-
der Zellen stattfinden, um Einflüsse auf die transfizierten und ODF2-überexprimierenden 
Zellen in Kultur beobachten zu können. Dazu wurden in festen Intervallen Aufnahmen 
von lebenden Zellen gemacht, digital aufgezeichnet und ausgewertet. Die Visualisierung 
von Zellprozessen in lebenden Zellen über lange Zeitspannen und die Aufzeichnung 
transienter Ereignisse sichert eine Reproduzierbarkeit der erhobenen Daten zu.  
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Die zu diesen Studien interdisziplinär in Zusammenarbeit mit dem Dipl. Physiker G.Hoch 
eingeführte und etablierte Life-Cell-Imaging-Vorrichtung (2.2.12; Abbildung 11;Abbildung 
12; Abbildung 13) besteht aus dem Axioplan 2 Zeiss image, ein motorisiertes upright 
Mikroskop, einer Digitalkamera und einer Inkubationskammer für die Zellen, die eine Auf-
rechterhaltung der oben beschriebenen physiologischen Bedingungen erlaubt (2.2.12; 
Abbildung 10). Die Zellen wurden auf ein Deckgläschen umgesetzt und im entsprechen-
den Medium (2.1.15) bis zu einer Konfluenz von 40-60 % inkubiert. Daraufhin wurden sie 
transfiziert (2.2.8). Die transfizierten Zellen auf dem Deckgläschen wurden dann in die 
Inkubationskammer überführt, mit einer Gaze, die unmittelbar auf den Zellen zuliegen 
kam, versehen und die Inkubationskammer über den Bajonettverschluss geschlossen 
(2.2.12; 2.2.12.1). Es erfolgte daraufhin ein Mediumwechsel. Die Zellen wurden dann in 
der Inkubationskammer mit dem CO2-Independent Medium zur Langzeit-Mikroskopie 
weitergehalten (2.1.15).  
HeLa-Zellen in Zellkultur vermehren sich mit einer Verdopplungszeit von etwa 21-25 h. 
Der Zellzyklus oszilliert zwischen Interphase und Mitose, ein regelmäßiger, sich wieder-
holender Ablauf. Dabei nimmt die Interphase etwa 90% und die Mitose etwa 10% der 
Zeit ein. 
 

Abbildung 35 Proliferation einer eukaryoti-
schen Zelle.  

Skizzierter Zellzyklus von HeLa-Zellen in Kultur. 
G1-Phase ist eine Wachstumsphase ohne Syn-
these der DNS. S-Phase, hier findet die Replika-
tion der DNS statt. G2-Phase ist eine weitere 
Phase ohne DNS-Synthese. Bei der Differenzie-
rung einer Zelle zur Dauerzelle verlässt sie den 
Zellzyklus und tritt in die G0-Phase ein, hier 
nicht skizziert. Pfeil markiert den Startpunkt, an 
dem vermutlich die Beobachtung der lebenden 
HeLa-Zelle ausging, da die experimentell beo-
bachtete Zellzyklusdauer 18 h:42 min betrug 
(verändert nach H. Hupfeld) 
 
 

Untransfizierte HeLa-Zellen, die für den Vorversuch eingesetzten Zellen, wurden in die 
Inkubationskammer eingebracht und beobachtet (2.2.12). Ausgehend von einer Zelle in 
der Interphase wurden aus einer Zelle zwei Zellen (Abbildung 36). Beobachtet wurde ein 
Zeitraum von 18 h:42 min. In diesem Zeitraum konnte die Zellteilung dokumentiert wer-
den. Die Zelle proliferierte und am Ende waren zwei Zellen entstanden. Die Zelle zog 
sich zusammen und rundete sich ab; es erfolgte eine Umordnung der Aktin- und Myosin-
filamente im Zellkortex. Die Zelle ging aus der Interphase in die Mitose über und gelang-
te zur Zytokinese (Abbildung 36 D). 
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Abbildung 36 Videomikroskopie proliferierender HeLa-Zellen. 

Vier Ausschnitte der Videoaufzeichnung der Zellteilung von nicht-transfizierten HeLa-Zellen.  
(A) Beginn der Aufzeichnung. Die Zelle ist mit Zellausläufern am Netz assoziiert (Pfeile).  
(B) Bei dem Übergang in die Mitose rundet sich die Zelle ab und verbleibt eine Weile mit einigen Zell-
ausläufern am Netz assoziiert (Pfeile). 
(C) Die Zelle hat sich von der Assoziation mit der Gaze gelöst und rundet sich weiter ab. 
(D) Am Ende der Aufzeichnung, nach 18 h:42 min, liegen zwei Zellen vor als Produkt der Proliferation 
(Pfeile). 
 
Es ist gelungen, HeLa-Zellen in der Inkubationskammer über längere Zeit zu halten und 
gleichzeitig mikroskopisch zu beobachten (Abbildung 36; Video 1). Damit konnte gezeigt 
werden, dass die technischen Voraussetzungen, wie fortwährende Sauerstoffzufuhr, 
gleichbleibender physiologischer pH-Wert, konstante Temperierung der Zellen und die 
Sicherstellung, dass die Zellen während des Beobachtungszeitraums nicht austrocknen, 
optimal waren. Zum Ende der Aufzeichnung geriet das Objekt aus dem Fokus. Die Auf-
zeichnung im Bild 36 D wurde mit einem Scharfzeichner zur besseren Darstellung nach-
bearbeitet. 
Die erhobenen Daten sind mit der in der Literatur bekannten Zellzyklusdauer von prolife-
rierenden HeLa-Zellen nahezu identisch. Am Ende der Proliferation standen zwei Zellen. 
Es ist damit gelungen, mit den entsprechenden technischen Voraussetzungen in einem 
Beobachtungszeitraum von 18 h:42 min den Zellzyklus einer HeLa-Zelle zu beobachten. 
Die eingebrachte Gaze hatte keinen Einfluss auf die Zellteilung von HeLa-Zellen ausge-
übt. 
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3.6.3 Überexpression von Testis-spezifischem ODF2 induziert Apoptose ähnli-
che Strukturen in HeLa-Zellen  

HeLa-Zellen wurden mit dem Odf2-NC-Konstrukt (2.2.5.1) transfiziert (2.2.8) und in die 
Inkubationskammer zur Lebendzell-Mikroskopie überführt (2.2.12). Es wurden mit dem 
Fluoreszenzmikroskop Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahmen sequenziell aufgezeich-
net und dokumentiert. Die Zellen in der Inkubationskammer wurden präpariert und ver-
sorgt wie die Kontrollzellen im Vorversuch. 
Zu Beginn der Aufzeichnung, die Zellen befinden sich in der Interphase, lokalisiert das 
Fusionsprotein der transfizierten HeLa-Zellen im Zytoplasma, im Zellkern und konzent-
riert in subzellulären Körperchen, die eine starke Fluoreszenz zeigten (Abbildung 37; 
Video 2). Nach 5 h:47 min runden sich die Zellen ab, das Fusionsprotein lokalisiert im 
Zellkern und konzentriert sich in den Kern-assozierten Körperchen, die paarig orthogonal 
zueinander angeordnet waren und fibrilläre Ausläufer bildeten (Abbildung 39). Deren 
Anzahl von je vier pro Zelle änderte sich im Zellzyklusverlauf nicht. 
Im Zellzyklusverlauf, nach 5 h:47 min, konzentrierte sich das Fusionsprotein in den asyn-
chronen Zellen in den subzellulären Körperchen und in einem konzentrischen Kreis um 
den Zellkern herum (Abbildung 37 b). Etwa 2 h nach Beginn der Aufzeichnung persistier-
te und konzentrierte sich das Fusionsprotein ausschließlich in den subzellulären Körper-
chen. Diese, jeweils vier pro Zelle, ordneten sich paarig orthogonal zueinander an und 
zeigten fibrilläre Ausläufer (Abbildung 37 b; Abbildung 38 Abbildung 39). 
Nach 13 h:20 min schrumpften die transfizierten Zellen, das Fusionsprotein verlagerte 
sich in den Zellkern und in einen konzentrierten Kreis um den Zellkern (Abbildung 37 C). 
Die Zellen zeigten vesikelförmige Abschnürungen, zerfielen, und im Verlauf der Auf-
zeichnung wurde eine für die Apoptose charakteristische Zellschrumpfung beobachtet. 
Das Fluoreszenzsignal wurde schwächer; nur in den subzellulären Körperchen wurden 
weiterhin die stärksten Fluoreszenzsignale detektiert (Abbildung 37; Abbildung 39). Die 
Fluoreszenzintensität nahm ab und verblieb in den subzellulären Körperchen als stärks-
tes Signal noch nach 20 h:42 min erhalten, die Zelle ging in diesem Zeitraum nicht in die 
Mitose und anschließende Zytokinese über (Abbildung 37; Video 2).  
Der beobachtete Zeitraum lag in dem von der Literatur ausgewiesenen Zeitraum einer 
Proliferation für HeLa-Zellen von 21-25 h. Der hier vorgenommene Vorversuch hatte ge-
zeigt, dass untransfizierte HeLa-Zellen sich in einem Zeitraum von 18 h:42 min teilten, 
die Literaturdaten bestätigten und das die Versuchsbedingungen optimal gewählt waren. 
Innerhalb des verlängerten Beobachtungsabschnitts von 20h:42min konnte in 
ODF2-NC-überexprimierenden Zellen nun keine Zellteilung registriert werden. Die sich 
bis dahin nicht geteilten transfizierten Zellen zeigten typische Charakteristika der Apop-
tose wie Zellschrumpfung, Größenabnahme und Vesikelabschnürungen (Abbildung 37; 
Video 2). Diese Daten wurden übereinstimmend in fünf unabhängigen videomikroskopi-
schen Analysen bestätigt. Da der Zeitraum sich noch nicht außerhalb der in der Literatur 
vermerkten Zellzyklusdauer von HeLa-Zellen bewegte, wurde der beobachtete Zeitraum 
einmalig in einem weiteren Life Imaging Versuch auf nahezu drei Tage ausgedehnt und 
gleichzeitig die DNS-markiert (Abbildung 40; Video 3).. Dies diente dazu, im Zellzyklus-
verlauf die Morphologie des Chromatins nachzuvollziehen. Damit stützen sich die erho-
benen Daten auf sechs unabhängige Experimente. 
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Abbildung 37 Videomikroskopie ODF2-NC-überexprimierende HeLa-Zellen im Zellzyklus  
A) ODF2-NC-exprimierende HeLa-Zellen zu Beginn der Aufzeichnung. Das Fusionsprotein lokalisierte im Zell-
kern, im Zytoplasma und in subzellulären Körperchen. (A’) Zeigt die dazugehörige Durchlichtaufnahme. (B) Nach 
5h:47min wurde ein intensives membrane blebbing an der Zytoplasmamembran (Pfeile) beobachtet. (b) Zeigt den 
Ausschnitt der rechts oben gelegenen Zellen in Abbildung (B). Das Fusionsprotein verblieb in den Bläschen und 
in einem Kreis um den Zellkern (Pfeile). (B’) Zeigt die dazugehörige Durchlichtaufnahme. (C) 13h:20min nach 
Beginn der Aufzeichnung schrumpften die Zellen (Pfeile). Das Floureszenzsignal verblieb am stärksten in den 
subzellulären Körperchen. (C’) Die dazugehörige Durchlichtaufnahme. (D) 20h:42min nach Beginn der Aufzeich-
nung wurde keine Zytokinese beobachtet. Das Fluoreszenzsignal blieb in den subzellulären Körperchen erhalten. 
(C’) und (D’) zeigen die entsprechenden Durchlichtaufnahme. Maßstab entspricht 10 µm. 
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Abbildung 38 Subzelluläre Körperchen des ODF2-NC-Fusionsproteins im Zellzyklusverlauf  

Vergrößerter Ausschnitt der Aufzeichnung von Abbildung 37. 
(A) Zu Beginn der Aufzeichnung lokalisierte das Fusionsprotein im Zellkern, im Zytoplasma und in den 
subzellulären Körperchen (Pfeile). 
(B) 1:09 h später begann die Zelle sich abzurunden, das Signal konzentrierte sich im Zellkern und in 
den subzellulären Körperchen (Pfeile). 
(C) 1:32 h später schnürte die untere linke Zelle Membranvesikel ab. Das Signal konzentrierte sich 
weiterhin im Zellkern und in den subzellulären Körperchen (Pfeile). 
(D) 1:55 h veraschwand das Signal aus dem Zellkern und persistierte in den subzellulären Körper-
chen, die fibrilläre Ausläufer bildeten. 
Maßstab entspricht 5 µm. 
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Abbildung 39 Lokalisation des ODF2-NC-Fusionsproteins in subzellulären Körperchen. Aus-

schnittvergrößerung. 

Im Zellzyklusverlauf änderte sich die Lokalisation des Fusionsproteins in transfizierten HeLa-Zellen. 
Das Fusionsprotein konzentrierte sich im Zellzyklusverlauf in den Zellkern assoziierten Körperchen, 
vier an der Zahl, die paarig orthogonal zueinander angeordnet waren. Ihre Anzahl veränderte sich 
nicht, aber die Fluoreszenzintensität nahm im Verlauf der Aufzeichnung ab (siehe dazu Abb. 46). 
(A) Zeigt eine vergrößerte Ausschnittaufnahme der sequenziellen Aufzeichnung des Life Imaging von 
Odf2-NC-GFPtransfizierten HeLa-Zellen, 5 h:47 min nach Beginn der Aufzeichnung. Vergleiche dazu 
auch Abbildung 37. Das Fluoreszenzsignal konzentriert sich in den subzellulären Körperchen, die 
paarig orthogonal zueinander angeordnet waren. 
(B) Zeigt eine weitere Vergrößerung der in Bild (A) rechts oben gelegenen Körperchen. Die Körper-
chen bildeten fibrilläre Ausläufer (Pfeil). 
(C) Zeigt eine Vergrößerung der in Bild (A) links unten gelegenen Bläschen. Auch diese lagen paarig 
orthogonal zueinander angeordnet vor und bildeten fibrilläre Ausläufer (Pfeil). 
Maßstab entspricht 10 µm. 
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Abbildung 40 Lebendzellaufnahmen an ODF2-NC-überexprimierenden HeLa-Zellen im erwei-
terten Beobachtungszeitraum  
(A) HeLa-Zellen wurden mit dem Odf2NC-GFP Konstrukt transfiziert. Zu Beginn der Aufzeichnung wird das Fusi-
onsprotein im Zytoplasma, Zellkern und in den subzellulären Körperchen detektiert (Pfeile). (B) Acht Stunden 
später begannen die Zellen sich abzurunden, das Fusionsprotein verdichtete sich. (C-E) Die Zellen wanderten 
aus dem beobachteten Ausschnitt. Die subzellulären Körperchen persistierten und behielten ihre Assoziation am 
Kern. (F) Die Zellen wurden wieder in den Beobachtungsausschnitt positioniert. 17h:49min später, die Zellen 
waren nun vollständig abgerundet, das Fusionsprotein lokalisiert im Zellkern und in den subzellulären Körperchen 
(Pfeile). (G-J) An der Zytoplasmamembran kam es zu Vesikelabschnürungen. (K-M) Die Zellen verharrten nun in 
ihrer Position, die Zellen schrumpften, das Fluoreszenzsignal wurde schwächer. Nach 45 h:17 min konnte keine 
Zytokinese beobachtet werden. Links unten ist das entsprechende Hoechst Signal detektiert, es markiert den 
Kern und das Chromatin. (a-m) Hoechst Markierung der korrespondierenden Zellen. Maßstab entspricht 10 µm. 
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Es konnten keine morphologischen Auffälligkeiten des Chromatins beobachtet werden. 
Dies könnte auf die Beobachtungsmethode zurückgeführt werden. Die Odf2-NC-
EGFP-transfizierten Zellen gingen auch nach 45 h:17 min, im erweiterten Aufzeichnungs 
zeitraum, nicht in die Zytokinese, sondern in Apoptose ähnliche Strukturen über 
(Abbildung 40; Video 3). 
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4 Diskussion 

4.1 Putative ODF2-Interaktionspartner 
Von Interesse ist, welche Interaktionen das Mantelfaserprotein ODF2 bei der zellulären 
Organisation eingeht. Ziel war es, mit Hilfe des Yeast-two-hybrid Sytems Interaktions-
partner des ODF2-Proteins zu identifizieren, die zum einen in die Prozessen des Protein-
transportes involviert sind und zum anderen die mediierte Bindung zu den Mikrotubuli 
begründen. Dazu wurde ein Protein-Protein Wechselwirkungsscreen mit der cDNS aus 
Rattenhirn durchgeführt (2.2.5; 3.1). 
Die über Sequenzvergleich identifizierten annotierten putativen Interaktionspartner müs-
sen durch weitere Sequenzierung überprüft und bestätigt werden, da sie bis jetz nur 
einmal sequenziert wurden, konnen Sequenzierfehler nicht vollständig ausgeschlossen 
werden. Sequenzierte Bereiche und Grad der Übereinstimmung mit den putativen Inter-
aktionspartner ist der Liste im Anhang und der Tabelle 4 zu entnehmen. 
Auf einige eventuell relevante Kandidaten, die zur Charakterisierung der Funktion von 
ODF2 beitragen könnten, wird im Folgenden eingegangen.  
 
Putative ODF2-Interaktionspartner beim Proteintransport wurde das SNAP25 interacting 
protein (SIP30) gefunden. Das SIP30 wird in der Hauptsache im Gehirn und zu einem 
geringeren Anteil auch im Testis exprimiert und ist als Synonym des ZW107-interacting 
protein  1 (Zwint-1) bekannt. Das Protein Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor at-
tachment protein receptors (SNAREs), das synaptosome-associated proteins of 25 kDa 
(SNAP25), syntaxin und das vesicle-associated membrane protein (VAMP) sind essen-
tiell bei den regulatorischen Exocytose-Prozessen der Neurotransmission synaptischer 
Vesikel. Lee et al. (2002) identifizierten das SNAP25 interacting protein (SIP30), von 
dem sie annehmen, dass es beim intrazellulären Proteintransport über die direkte Bin-
dung zum SNAP25 involviert ist. SIP30/Zwint-1 spezifiziert die Lokalisation des ZW10–
Proteins an das Kinetochor. Wang et al. (2004) identifizieren in ihren Studien Zwint-1 als 
eine neue Komponente bei den mitotischen check-point Prozessen. Zellen, denen das 
Zwint-1-Protein fehlt, arretieren in der Mitose.  
Als putativer ODF2-Interaktionspartner wurde die ADP-Ribosyltransferase (ART) identifi-
ziert. ART transferieren die ADP-Ribose-Gruppe auf Zielproteine, während Nikotinamid 
freigesetzt wird. Die ADP-Ribosylierung induziert die Inaktivierung des Zielproteins. ART 
sind in Prozesse der intrazellulären sowie der extrazellulären Signalübermittlung invol-
viert (Balduccii et al., 1999; Seman et al., 2004). 
Der Rezeptor für die hyaluronan-mediated motility (RHAMM) ist ein Mikrotubuli binden-
des Protein und wurde hier als putativer ODF2-Interaktionspartner identifiziert. RHAMM, 
ein coiled-coil Protein, lokalisiert im Centrosom und ist darüber hinaus für die Integrität 
der Mitosespindel verantwortlich (Evanko et al., 2004). Maxwell et al. (2003) sehen eine 

 
7 Zeste White10 lokalisiert im Kinetochor und spielt eine essentielle Rolle bei den Zellzyklus-
Kontrollprozessen. Das Protein ist notwendig zur Assemblierung des Dynein-Dynactin Komplexes an 
die Kinetochore. Die Assoziation mit SNARE-ähnlichen Komplexen lässt vermuten, dass das 
ZW10-Protein eine Rolle beim Membrantransport zwischen ER und dem Golgi-Aparat spielt (Hirose et 
al., 2004). 
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mögliche Funktion des RHAMM–Proteins bei der Verankerung centrosomaler Mikrotubuli 
über die direkte Interaktion mit den Mikrotubuli und der Assoziation mit Dynein. Sie do-
kumentieren eine Inhibition in der Mitose bei Deregulationen der RHAMM Expression. 
RHAMM könnte der Mediator für die Mikrotubulibindung des ODF2-Proteins sein, ein 
Kandidat, der mit Priorität weiter auf direkte Interaktion zum ODF2 untersucht werden 
sollte. 
Das Calmodulin regulated spectrin associated protein 1 gehört zur Familie der microtu-
bule-associated proteins 1B (MAP 1B), die bei der Nukleation und Stabilisierung der Mi-
krotubuli eine Rolle spielen. MAP 1B ist ein neuronales zytoskelettales Protein und wird 
hauptsächlich im Gehirn exprimiert. C Queiroz et al. (2006) konnten MAP 1B im Epidi-
dymis nachweisen. Die funktionelle Bedeutung von MAP 1B im Epididymis ist noch nicht 
geklärt. Es ist hier als ein putativer ODF2-Interaktionspartner identifiziert worden und 
steht eventuell im Kontext mit der von ODF2 ausgewiesenen Lokalisation in den 
subdistalen Anhängseln der maturen Centriole, deren mögliche Funktion in der Positio-
nierung der Interphase-Mikrotubuli um das mature Centriol besteht (De Brabander et al., 
1982; Gorgidze und Vorobjev, 1995; Piel et al., 2000; Ishikawa et al., 2005). Und könnte 
ein möglicherweise die Bindung von ODF2 an die MT vermitteln. 
 
Es wurde als ODF2-Interaktionspartner das voltage-dependent anion-selective channel 2 
(VDAC2) identifiziert. VDAC-Proteine werden als pore-forming Proteine in der äußeren 
mitochondrialen Membran gefunden. VDAC2 und VDAC3 wiederum wurden in den zy-
toskelettalen Komponenten des Spermienschwanzes, den ODFs, identifiziert. Es wird 
spekuliert, dass VDAC2 und VDAC3 eine andere Funktion in den ODFs haben, da den 
ODFs keine membranöse Struktur nachgewiesen wurde. Eine mögliche Rolle des testi-
kulären VDAC2 sehen die Autoren bei der Induktion von Apoptose in den männlichhen 
Keimzellen (Hinsch et al., 2001; Hinsch et al., 2004). VDAC2 ist im Zusammenhang mit 
der bei ODF2-überexprimierten Säugerzellen beobachtete Übergang in Apoptose ähnli-
chen Strukturen, ein interessanter Kandidat den in weiteren Studien nachgegangen wer-
den sollte. 

4.2 ODF2 und der Proteintransport 
Bei den zytologischen fluoreszensmikroskopischen Experimenten an 
ODF2-exprimierenden Säugerzellen wurden Kolokalisationen mit dem Golgi-Apparat und 
dem ER detektiert. Es wurden an diesen Zellen in zwei Experimenten 

(i) der vesikulare Proteintransport  
(ii) und der Mikrotubuli-abhängige Proteintransport untersucht (3.4). 

Die ermittelten Ergebnisse dokumentieren eine partielle Kolokalisation des ODF2-NC- 
und ODF2-N2C-Fusionsproteins mit dem ER und dem Golgi-Apparat (Tabelle 8). Die 
beiden C-terminalen Konstrukte, ODF2-NC1 und ODF2-NC2 zeigten nur eine schwache 
Assoziation mit den beiden Zellorganellen. Das Ergebnis zeigte, dass bei Zugabe von 
BFA auf die kultivierten ODF2-NC-überexprimierenden Zellen sich das subzelluläre Kör-
perchen in Richtung Zellperipherie verlagerte (3.4). Das subzelluläre Körperchen zeigte 
auch bei erhöhter BFA-Konzentration eine Verlagerung in Richtung Zellperipherie. Dies 
liefert den Hinweis, dass das ODF2-Protein passiv an dem zellulären vesikulären Prote-
intransport involviert ist.  
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Die Lokalisation von ODF2 im Golgi-Apparat wird möglicherweise über einen im 
C-terminalen Bereich kodierenden Abschnitt definiert, da die beiden N-terminalen Ab-
schnitte, repräsentiert durch die Fusionsproteine ODF2-NC1 und ODF2-NC2 nur 
schwach mit dem Golgi-Apparat kolokalisierten (3.3.3; Tabelle 8). Folglich ist die Golgi-
Lokalisation des ODF2-Proteins möglicherweise über eine strukturelle Komponente des 
C-terminalen Proteinabschnitts des ODF2-Proteins definiert.  
Die Komplexität der Analyse zellulärer regulatorischer Netzwerke und Systeme zeigt sich 
dahingehend, dass Topologien und differentielle regulatorische Proteine in Wechselwir-
kungsbeziehungen stehen. Dabei werden Modelle der Proteinfunktionen über die soge-
nannten globulären Domänen beschrieben und charakterisiert. Zunehmend werden funk-
tionelle Gruppen in “unstrukturierten”, linearen Bereichen von Proteinen beschrieben. Die 
vergleichende Analyse solcher linearen systemischen Module am ODF2-Protein wurde 
mit Hilfe des ELM-Programms8 durchgeführt und sollte der putativen funktionellen Struk-
turanalyse dienen. Über diese rechnerbasierenden Strukturanalysen konnten putative 
funktionelle Protein-Interaktions-Motive für Bindungspartner am ODF2-Protein identifi-
ziert werden, die die Lokalisation des ODF2-Proteins im Golgi bzw. im ER erklären hel-
fen und eine mögliche Funktion des ODF2-Proteins in der zellulären Organisation be-
gründen.  
Im C-terminalen Proteinabschnitt 305-309 (ERSGN) und im Bereich 434-438 (EYSAF) 
des ODF2-Proteins (Abbildung 41) befinden sich Bindungsmotive für Glykosaminogly-
kan.  
 

Abbildung 41 Skizze des 
ODF2-Fusionsproteins 

Das ODF2-NC–Protein umspannt 
den Bereich 1-593 mit zwei C-

terminalen Leucin-Zipper-Motiven an den Positionen AS 392-AS 413 und AS 530-AS 551. Die Zahlen 
definieren die AS-Position. Die blauen Markierungen definieren die Position der beiden Leucin-Zipper-
Motive. 
 
Die Gruppe der Glykosaminoglykane spielt eine Rolle beim enzymatischen zellulären 
intramolekularen Transport in den Golgi-Apparat. Die extrazellulären Glykane fungieren 
als Schlüsseldeterminanten bei den multizellulären Zell-Zell Interaktionen. Mechanismen 
der Glykan Biosynthese, bei der die Assoziation und Interaktionen mit vielseitigen Protei-
nen stattfindet, führt zur Regulation der Interaktionen und biomolekularen Kommunikati-
on an der Zelloberfläche (De Graffenried und Bertozzi, 2004). Das Motiv TNRTLR im 
Proteinabschnitt 200-205 des ODF2-Proteins, könnte nach den in silico Ananlysen eine 
Bindungsstelle sein, an den sich ein Glukosemolekül unter Wasserabspaltung anlagern 
kann (ELM http://elm.eu.org/basicELM/cgimodel) 
Aminoständige Glykosylierung ist ein posttranslationaler Prozess der im ER stattfindet 
und über die die Qualitätskontrolle der Proteinfaltung erfolgt (Parodi, 2000). Über dieses 
Motiv könnte die beobachtete Kolokalisation des ODF2-Proteins mit dem ER vermittelt 
sein. 
Die überexprimierten ODF2-Fusionsproteine in somatischen Säugerzellen zeigten eine  

 
8(Eukaryotic Linear Motif resource for functional sites in proteins; http://elm.eu.org/basicELM/cgimodel) 
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(i) Aggregation des ODF2-NC-Fusionsproteins in subzelluläre Strukturen, die zell-
kernnah assoziierten; (3.3.3; Abbildung 37).  

(ii) Die C-terminal deletierten Fusionsproteine lagen in dispersen Aggregaten im Zy-
toplasma vor, ODF2-NC1 und ODF2-NC2 (3.3.3; Abbildung 22; Abbildung 24).  

(iii) Das N-terminal deletierte Fusionsprotein zeigte keine dispersen punktierten Ag-
gregate, und es wurde auch keine Aggregation in subzellulären und perinukleolä-
ren Strukturen beobachtet, ODF2-N2C (3.3.3; Abbildung 22; Abbildung 24).  

Die Strukturen kolokalisierten nicht mit den Mitochondrien, zeigten nur eine schwache 
Assoziation mit dem ER und waren keine Komponenten, die über das Hsp47 Protein  
eindeutig markiert wurden. Hsp47 ist ein Protein, das in den Lumen des ER lokalisiert 
(Nagata, 2003; 3.3.3). 
Diese dispersen punktierten Aggregate könnten Aggresom-ähnliche Strukturen sein, 
Strukturen von denen angenommen wird, eine generelle zelluläre Reaktion fehlgefalteter 
Proteine zu sein (Johnston et al., 1998), die in der Nähe des MTOC lokalisieren. Nach 
Garcia-Mata et al. (1999) inhibiert die Überexpression von p50/Dynamitin die Ausbildung 
aggresomaler Strukturen, gleichzeitig wird der vesikuläre ER-Golgi Transport von Aggre-
som-bildenden Proteinen nicht beeinflusst und die Anwesenheit großer aggresomaler 
Strukturen innerhalb der Zelle soll keinen Einfluss auf deren Vitalität haben. Diese Cha-
rakteristika treffen nicht auf die oben beschriebenen Aggregationen des 
ODF2-Fusionsproteins zu und bleiben Gegenstand weiterer Studien. 
Bei den Untersuchungen zur Interaktion des ODF2-Proteins beim Motorprote-
in-abhängigen Transport wurde in ODF2-überexprimierenden Säugerzellen mit Hilfe der 
Überexpression der Dynein-Untereinheit Dynamitin der Mikrotubuli-abhängige retrograde 
Transport unterbrochen (3.4.1; Echeverri et al., 1996). Das subzelluläre Körperchen des 
ODF2-Proteins konnte dabei nicht detektiert werden. Die ermittelten Daten lassen ver-
muten, dass das ODF2-Protein möglicherweise passiv in den Dynein-abhängigen Trans-
portwegen involviert ist.  
Das Centrosom ist ein dynamisches Organell. Die Proteinkomposition und stöchiometri-
sche Zusammensetzung variiert während des Zellzyklus (Doxsey, 2001; Bornens, 2002; 
Blagden und Glover, 2003). Von einigen Proteinen wie dem NuMA-Protein9 und Peri-
centrin ist belegt, dass ihre centrosomale Lokalisation über den von zytoplasmatischen 
Dynein mediierten Transport realisiert wird (Zimmerman und Doxsey, 2000). Proteine 
assemblieren im Centrosom auch Dynein-unabhäng, wie das gamma-Tubulin dass beide 
möglichen Transportwege begehen kann (Khodjakov und Rieder, 1999; Young et al., 
2000).  

4.3 Mantelfaserproteine in somatischen Zellen 
Die anfänglich in der Literatur als exklusiv testisspezifisch definierten zytoskelettalen Pro-
teine wie ODF1, SPAG4, SPAG5, SPAG6 und ODF2 wurden nun auch in somatischen 
Zellen detektiert und beschrieben (Nakagawa et al., 2001; Sapiro et al., 2002; Xue et al., 
2002; Bhullar et al., 2003; Zarsky et al., 2003; Fitzgerald et al., 2005; 3.3.1). Die oben 

 
9 Nuclear Mitotic Apparatus (NuMA) Protein ist bei der Aufrechterhaltung der Zellkernmorphologie 
involviert sowie bei der Assemblierung des mitotischen Spindelapparates. Während der Mitose ist das 
NuMA-Protein mit den mikrotubulären Motorproteinen assoziiert und hat eine essentielle Rolle bei der 
Organisation der Mikrotubulus (-) Enden am Spindel-Pol (Sun und Schatten 2006). 
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genannten Mantelfaserproteine könnten auch in somatischen Zellen eine Bedeutung bei 
der Aufrechterhaltung und Organisation zytoskelettaler Strukturen haben. In somatischen 
Zellen sind diese oben aufgezählten Mantelfaserproteine, wie z.B. das SPAG5-Protein, 
mit den unterschiedlichsten Zellorganellen assoziiert. SPAG5, das Astrin-Ortholog, zeigt 
in somatischen Zellen eine Assoziation mit dem ER (Fitzgerald et al., 2005), ist bei der 
Etablierung der Spindelarchitektur involviert und induziert einen Zellwachstumsarrest in 
somatischen Zellen (Gruber et al., 2002). Dem gegenüber steht die Beobachtung der 
gesteigerten Expression des Spag4-Gens in neoplastischen Zellen. Kennedy et al. 
(2004) diskutieren die erhöhte Transkriptionsrate als potentiellen Tumormarker. 
Das axonemale Protein SPAG6 kolokalisiert in somatischen Zellen mit den Mikrotubuli 
(Sapiro et al., 2000). Wird das spag6 mit Hilfe der homologen Rekombination ausge-
schaltet, zeigen die so generierten Mausmutanten morphologische Defekte der Sper-
mienköpfe, ein Fehlen des zentralen Mikrotubulipaars im Spermienschwanz, eine Desor-
ganisation der ODFs und der fibrösen Hülle. Diese Mausmutanten waren infertil (Sapiro 
et al., 2002). Somit kommt dem Spermienschwanzprotein SPAG6 eine Rolle bei der 
strukturellen Integrität des Spermienschwanzes zu. 
Die eingangs bezeichneten Mantelfaserproteine stehen in vielseitiger Wechselwirkung 
zueinander, z.B. werden die Interaktionen des ODF1-Proteins mit dem ODF2 sowie den 
Spermatidspezifischen Axonem-bindenden Proteinen SPAG4 und SPAG5 über das Leu-
cin-Zipper-Motiv vermittelt (Shao et al., 1997; Tarnasky et al., 1998; Shao et al., 2001; 
Abbildung 42). Das testikuläre SPAG5-Protein wird in den Spermatocyten und runden 
Spermatiden gefunden. Es zeigt Sequenzähnlichkeiten mit Astrin, einem Mikrotubu-
li-bindenden Spindelprotein (Gruber et al., 2002; Chang et al., 2001). Die Assoziation des 
SPAG5/Astrin Proteins mit den ODFs (und nicht mit den MT des Axonems in testikulären 
Zellen) steht der Assoziation mit dem ER und den Mikrotubuli in den somatischen Zellen 
gegenüber (Fitzgerald et al., 2005). Astrin, das Ortholog zu SPAG5, bewirkt bei Überex-
pression einen Arrest der Zellen, die dann in die Apoptose übergehen. Diskutiert wird, ob 
Astrin bei der Organisation des mitotischen Spindelapparates eine Rolle zukommt 
(Gruber et al., 2002). 
Außerdem sind Interaktionen des ODF1-Proteins mit weiteren Proteinen bekannt, wie 
z.B. mit kinesin-light-chain (KLC, Motorprotein) oder OIP1, einem Ringfingerprotein 
(Bhullar et al., 2003; Zarsky et al., 2003). Die Funktion von Oip1 bei der Spermiogenese 
ist bis jetzt noch nicht geklärt. Zarsky et al. (2003) beobachten eine hohe Expressionsra-
te der beiden Interaktionspartner OIP1 und ODF1 während der Spermiogenese und fol-
gern daraus eine funktionelle Bedeutung. 

99
 



  Diskussion 
 
 

 
Abbildung 42 Wechselwirkungen und Interaktionspartner der Mantelfaserproteine 

Das testikuläre ODF1-Protein lokalisiert im Centrosom und interagiert, mediiert über die Leucin-Zipper 
Motive mit SPAG5, SPAG4 (einem Astrin-Ortholog), ODF2 und Sak57. (Kierszenbaum et al., 1996; 
Shao et al., 1997; Tarnasky et al., 1998; Kierszenbaum 2001; Nakagawa et al., 2001; Shao et al., 
2001; Xue et al., 2002; Bhullar et al., 2003; Zarsky et al., 2003; Luiro et al., 2004; Fitzgerald et al., 
2005; 3.3). Ebenso konnte in jüngster Zeit eine Assoziation mit der Kinesin-Leichten-Kette (KLC) de-
tektiert werden (Bhullar et al., 2003). Über das Cys-Gly-Pro Motiv interagiert das ODF1-Protein mit 
dem OIP1-Ringfingerprotein (Zarsky et al., 2003).  
Das ODF2-Protein steht über eine assoziative copolymere Interaktion mit dem SAK57-Protein in 
Wechselwirkung (Kierszenbaum, 2001). Über die Interaktion von ODF2 mit Hook1 könnte die mediier-
te Bindung zu den Tubulinen erfolgen (4.4.2). 
Doppelpfeile = wechselseitige Interaktion. Gestrichelte Linie = assoziative copolymere Interaktion. 
LCM = Leucin-Zipper-Motiv 

 
Das bereits bestätigte Interaktionspaar ODF1-ODF2 (Shao et al., 1999) wurde erstmalig 
in somatischen Zellen über die Koexpression der Gene immunzytologisch mit Hilfe der 
Dualchromophorenmikroskopie visualisiert (3.3; 3.3.2). Das ODF2-Protein generiert in 
somatischen Zellen eine fibrilläre Struktur (Donkor et al., 2004). Die Koexpression der 
zwei Odf-Gene in somatischen Zellen führt zur Ausbildung eines zytoskelettalen Protein-
netzwerkes, das sich durch die perlschnurartige Anordnung des ODF1-Proteins auf den 
ODF2-Fibrillen auszeichnet (3.3.2). 
Auf der Grundlage der bereits bekannten Fakten über die Wechselwirkungsbeziehungen 
der Mantelfaserproteine und den in dieser Arbeit gewonnenen Daten, könnte dem ODF1-
Protein eine mögliche zentrale Rolle bei der Komposition komplexer Proteinnetzwerke 
zukommen (Abbildung 42). 
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4.4 Testikuläres ODF2 und das Zytoskelett 
Odf2 wird während der Spermatidentwicklung in der Keimbahn, den testikulären Zellen, 
exprimiert. Die höchste Expression wird in elongierten Spermatiden gefunden (Turner et 
al., 1997). Das testikuläre ODF2-Protein, das vermutlich bei der Stabilisierung der Sper-
mienschwanzstruktur involviert ist und den Spermienschwanz bei der Passage durch den 
Nebenhoden vor physikalischen Scherkräften schützen soll, ist in somatischen Zellen im 
Zytoplasma, im Zellkern, im Centrosom und im Golgi-Apparat lokalisiert (Nakagawa et al. 
2001; Hoyer-Fender et al., 2003; Donkor et al., 2004; 3.3.3). In den vorangegangenen 
Studien konnte eine Assoziation mit dem mitotischen Spindelapparat und dem Mikrotu-
buli-Netzwerk somatischer Zellen nachgewiesen werden (Donkor et al., 2004). 

4.4.1 ODF2 assoziiert und kosedimentiert in somatischen Zellen mit  
Mikrotubuli 

Die kodierenden Sequenzen für das testisspezifische Odf2-Gen, beschrieben von Broh-
mann et al. (1997), wurde in einen Expressionsvektor (2.2.1) eingebracht und in somati-
sche Säugerzellen transfiziert. Die ODF2-Fusionsprodukte zeigten bei der zytologischen 
Immunfluoreszenzanalyse eine Kolokalisation und Assoziation mit dem Mikrotubuli-
Netzwerk und dem mitotischen Spindelapparat (Donkor et al., 2004). Diese Assoziation 
wurde eingehend auf eine mögliche direkte physikalische Interaktion untersucht. Dazu 
wurden in Anlehnung an die Experimente von Vallee und Collins (1986) Mikrotubuli-
Kosedimentationsversuche durchgeführt (2.2.13; 3.1; Donkor et al., 2004). Es konnte mit 
den Kosedimentationsexperimenten das ODF2-Protein bei den Bedingungen unter de-
nen  Mikrotubuli polymerisieren detektiert werden. Bei depolymerisierenden Bedingun-
gen entfiel eine Assoziation mit den Mikrotubuli (3.1). 
Die Nukleation der Mikrotubuli wird bei den Vertebraten über das Centrosom kontrolliert. 
Das Centrosom besteht aus einem Centriolenpaar, das mit einer amorphen Matrix asso-
ziiert ist (1.2.2; Abbildung 43). Die beiden Centriolen sind nicht äquivalent. Das mature 
Centriol wird über die Anwesenheit distaler und subdistaler Anhängsel charakterisiert, in 
denen das ODF2-Protein lokalisiert ist (Paintrand et al., 1992; Nakagawa et al., 2001). 
Die Funktion der distalen Anhängsel ist noch nicht geklärt. Elektonenmikroskopische 
Aufzeichnungen der subdistalen Anhängsel legen den Schluss nahe, dass es sich um 
eine Verankerungsstruktur handelt, die es ermöglicht, Mikrotubuli um die mature Centrio-
le zu positionieren (De Brabander et al., 1982; Gorgidze und Vorobjev, 1995; Piel et al., 
2000). Die Kosedimentationseigenschaften von ODF2 (Mikrotubuli-polymerisierenden 
Bedingungen) steht möglicherweise im Zusammenhang mit der von Ishikawa et al. 
(2005) formulierten Beobachtung, dass bei ODF2-defizienten Säugerzellen ein Unver-
mögen bei der Ausbildung der primären Cilie vorliegt. Es kann vermutet werden, dass 
das ODF2 bei den centriolären Mechanismen involviert ist. 
Mit Hilfe eines microtubuli binding assays konnte gezeigt werden, dass die Assoziation 
mit den Mikrotubuli über ein bis jetzt noch nicht identifiziertes Protein vermittelt wird 
(Donkor et al., 2004). 

4.4.2 Die mediierte Bindung des ODF2-Proteins an die Mikrotubuli 
Die in einem Proteininteraktionsscreen nachgewiesene Interaktion des HOOK1-Proteins 
mit ODF2 (pers. Mitteilung Hoyer-Fender) könnte möglicherweise die vermutete mediier-
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te Bindung des ODF2-Proteins an die Mikrotubuli eklären. HOOK1 gehört zur Familie der 
Mikrotubulibindenden Proteine, die evolutiv bei Fliegen und Menschen konserviert sind. 
Experimente an dem Drosophila Homolog Hook1 lassen vermuten, dass es eine Rolle 
bei dem intramolekularen Vesikeltransport spielt (Kramer und Phistry, 1999). Es besteht 
die Annahme, dass das HOOK1-Protein am Mikrotubuli abhängigen endozytischen 
Membrantransport in somatischen Zellen beteiligt ist (Luiro et al., 2004). Weimer et al. 
(2005) zeigten kürzlich eine Interaktion von HOOK1 und Ankyrin G, einem Adap-
tor-Molekül, das sich an das Spectrin-Aktin Zytoskelett bindet und Proteine zur periphe-
ren Zellmembran transportiert. Das HOOK1 Protein ist möglicherweise an den Prozesse 
des intramolekularen Proteintransports beteiligt. HOOK-Proteine werden unterschieden 
in HOOK1, HOOK2 und HOOK3. Diese Proteine besitzen drei verschiedene Proteindo-
mänen:  
(i) Eine konservierte Mikrotubuli-Bindungsdomäne, die N-terminal lokalisiert ist,  
(ii) zentral ein coiled-coil Motiv, das vermutlich die Homodimerisierung vermittelt und  
(iii) eine diversifizierte C-terminale Domäne, die die Spezifität der Organellenbindung 

determiniert. 
Immunohistochemische Analysen haben gezeigt, dass das HOOK1-Protein mit der 
mikrotubulären Manschette des Spermienschwanzes assoziiert ist, das Ausschalten des 
Gens zu Fehlpositionierung mikrotubulärer Strukturen in den Spermatiden führt und den 
azh (abnormal spermatozoon head shape) Phänotyp bei Mäusen begründet (Mendoza-
Lujambio et al., 2002). Infertilität bei Männern wird zu einem hohen Prozentsatz auf de-
fekte Spermienstrukturen zurückgeführt. Vor diesem Hintergund könnten Experimente an 
azh-Maus-Mutanten, bei denen in immunhistologischen Reihenstudien die Lokalisation 
und Distribution von ODF2 analysiert wird, Hinweise auf eine funktionelle Interaktion der 
Proteine ODF2 und HOOK1 geben. Es ließen sich dann eventuell Erkenntnisse über die 
Ausbildung korrekter Spermien-Morphologien gewinnen, die möglicherweise in eine rele-
vante Anwendung bei der klinischen Reproduktion münden könnten. 

4.5 Das testikuläre ODF1 in somatischen Zellen 
Die als Interaktionspartner ausgewiesenen testikulären Proteine ODF1 und ODF2 (Shao 
et al., 1996; Shao et el., 2001) wurden in COS-7-Zellen zur Untersuchung ihrer Wech-
selwirkungsbeziehung in somatische Zellen sowohl einzeln als auch kotransfiziert (3.3.1; 
3.3.2). Die durchgeführten Experimente sollten Aufschluss geben, inwieweit das von 
Shao et al., (1999) postulierte Modell eines molekulären Netzwerkes auch in somati-
schen Zellen visualisiert werden könnte.  
Ausschlaggebend für die Untersuchung von Wechselwirkungsbeziehungen an Mantelfa-
serproteinen in somatischen Zellen war auch die Tatsache, dass in jüngster Zeit Tran-
skripte von Odf2 in unterschiedlichen somatischen Geweben gefunden wurden. 
Die zellulären Immunfluoreszenzergebnisse zeigte eine Lokalisation des 
ODF1-NC-Fusionsproteins im Zytoplasma und in subzellulären Strukturen, die nahe am 
Zellkern assoziierten. Diese Strukturen kolokalisierten mit centrosomalen Elementen und 
zeigten eine partielle Assoziation mit dem Golgi-Apparat. Das ODF1-Fusionsprotein ge-
nerierte dabei keine fibrillären Strukturen (3.3.1). 
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4.5.1 Das ODF1-Protein interagiert in somatischen Zellen mit ODF2 und gene-
riert dabei ein zytoskelettales Netzwerk 

Über das N-terminale Leucin-Zipper-Motiv des  ODF1-Proteins soll die Interaktion mit 
ODF2 vermittelt sein und dabei das eingangs erwähnte molekulare Netzwerk generieren.  
Dieses Modell war Grundlage für die in der hier vorliegenden Arbeit durchgeführte Kolo-
kalisationsstudie (3.3.2). Dazu wurden die beiden Mantelfaserproteine in somatischen 
Zellen kotransfiziert und fluoreszensmikroskopisch ausgewertet, um die Ausprägung der 
Wechselwirkungsbeziehung der beiden testikulären Proteine ODF1 und ODF2 in somati-
schen Zellen zu visualisieren (3.3; 3.3.2). Die dualchromophore konfokale Mikroskopie 
wurde als Grundlage zur experimentellen in vivo Analyse der interagierenden Proteine 
eingesetzt (2.2.8.1; 3.3.2). Die bei der Dualchromophorenmikroskopie eingesetzten Fluo-
rophore ECFP und EYFP sind dafür ideal geeignet, da aufgrund ihrer Absorptions- und 
Emissionsspektren vernachlässigbar geringe Interferenzen entstehen und die emittierten 
Signale eindeutig differenziert werden können. Mögliche unliebsame Kreuzreaktionen 
wurden mit Hilfe der Emissionsfilter reduziert (3.3). Wird das Odf1-NC-ECFP mit den 
Odf2-NC-EYFP kotransfiziert, organisiert sich das ODF1-Protein entlang der ODF2-
generierten Fibrillen und reiht sich perlenförmig daran auf (3.3.2). Die Distribution des 
ODF1-Protein verändert sich bei Anwesenheit von ODF2. Das ODF1-Protein nimmt da-
bei eine geordnete Struktur im Zytoplasma ein und folgt der zytoskelettalen Architektur 
(Abbildung 21) Das ODF1-Protein besitzt drei Proteindomänen: 
(i) Ein N-terminales Leucin-Zipper-Motiv (van der Horn et al., 1990). 
(ii) Ein C-terminales Cys-X-Cys Motiv (Higgy et al., 1994). 
(iii) Eine in der Mitte lokalisierte alpha-crystalin-Hsps Domäne (Fontaine et al., 2003). 
ODF1 und ODF2 formieren sich zu organisierten zytoskelettalen Strukturen und generie-
ren eine netzartige Struktur in somatischen Zellen (3.3.2). Unterstützt werden könnte 
dieses Netzwerk in den zellulären Kompartimenten der somatischen Zellen über die al-
pha-crystalline Domäne des ODF1-Proteins. Fotaine et al. (2003) finden Sequenzähn-
lichkeit mit der alpha-crystallin Domäne in den Mantelfaserproteinen der Säuger wieder. 
Computer-Strukturanalysen des ODF1-Proteins lokalisieren diese alpha-crystallin Domä-
ne im mittleren Bereich des Proteins10. 
Die sHSPs Proteine (heat-shock protein) der Säuger besitzen eine konservierte alpha-
crystallin Domäne. Die sHsp Proteine sollen bei zytoskelettalen Funktionen eine Rolle 
spielen. Diese Proteine können mit den Intermediärfilamenten assoziieren und sind auch 
bei den Prozessen der IF-Polymerisierung involviert (Nicholl und Quinlan, 1994). Sie ü-
ben ebenfalls Einfluss auf das Tubulin-Netzwerk wie auch auf die Mikrofilamente aus. 
Die Aktin Polymerisierung wird in vitro von einigen sHSPs inhibiert; von anderen sHSPs 
wird das Aktinzytoskelett bei Hitze-induzierten Stressprozessen wiederum stabilisiert 
(Mounier und Arrigo, 2002). 
Einige Zellen, die mit den beiden Mantelfaserproteinen kotransfiziert waren, zeigten ne-
ben dem oben beschriebenen Erscheinungsbild noch eine Akkumulation des 
ODF1-Fusionsproteins im Zytoplasma (3.3.2; Abbildung 20). Es ist vorstellbar, dass die 
alpha-crystallin Domäne des ODF1-Proteins eine zusätzliche Wechselwirkung mit dem 
Aktinzytoskelett der somatischen Zellen erfolgt.  

 
10 in silico Untersuchungen mit dem im Internet zur Verfühgung stehenden Programm haben diese 
Datenlage erbracht (http://elm.eu.org/basicELM/cgimodel). 
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In somatischen Zellen konnte die gegenseitige Einflussnahme der ausgewiesenen Inter-
aktionspartner ODF1 und ODF2 über die dualchromophore konfokale Mikroskopie nach-
gewiesen werden (3.3; 3.3.2). Die Wechselwirkung der Mantelfaserproteine ODF2 und 
ODF1 führt zur Etablierung eines zytoskelettalen Proteinnetzwerks.  

4.6 ODF2 im Zellzyklusverlauf 
Die bei Cilien und Flagellen im Zytoplasma eingebetteten Basalkörper zeigen strukturelle 
Analogien zu den Centriolen (Schatten, 1994). Die Centriolen bilden zusammen mit der 
pericentriolaren Matrix das MTOC11. Die Lokalisation von ODF2 in den maturen Centrio-
len und die Assoziation mit den Mikrotubuli des Spindelapparates von somatischen Zel-
len implizierte eine funktionelle Bedeutung bei den Zellzyklus-Prozessen (Lange und Gull 
1995; Donkor, 2001; Nakagawa et al., 2001; Hoyer-Fender et al., 2003; Donkor et al., 
2004). 

4.6.1 Mögliche Bedeutung der ODF2-Lokalisation an den subdistalen Anhäng-
seln der maturen Centriole  

Das testikuläre ODF2-Protein, ein Cenexin-Ortholog, wurde mit Hilfe der Elektronenmik-
roskopie als eine Komponente der subdistalen Anhängsel der maturen Centriole identifi-
ziert (Lange und Gull, 1995; Nakagawa et al., 2001). Der anti-proliferative Effekt des 
ODF2-Proteins auf die somatischen Zellen könnte auch im Kontext zur Lokalisation des 
Proteins in den subdistalen Anhängseln der maturen Centriole stehen (Abbildung 43).  

Abbildung 43 Aufbau des Centrosoms 

Die Centriolen sind umgeben von der 
amorphen pericentriolaren Matrix, diese 
beiden Elemente bilden das Centrosom, 
das MTOC. Die paarig angeordneten 
Centriolen sind orthogonal zueinander 
orientiert. Bei der Zellteilung erfolgt eine 
semi-konservative Verdoppelung der 
Centriolen. Ausgehend von der perizentri-
olaren Matrix polymerisieren die Mikrotu-
buli. 
ODF2 wurde identifiziert und lokalisiert in 
den distalen und subdistalen Fortsätzen 
des maturen Centrosoms (Nakagawa et 
al., 2001). 
Verändert nach Doxsey, 2001  
 

Die mögliche Funktion der subdistalen Anhängsel besteht in der Positionierung der Inter-
phase-Mikrotubuli um das mature Centriol (De Brabander et al., 1982; Gorgidze und Vo-
robjev, 1995; Piel et al., 2000; Ishikawa et al., 2005).  
Die Experimente zur Proliferation in dieser Studie haben gezeigt, dass das ODF2-Protein 
offenbar in den Prozessen des Zellzyklusverlaufs involviert ist und einen anti-
proliferativen Effekt auf somatische Zellen ausübt. Diese Beobachtung könnte im Zu-
sammenhang zur möglichen Funktion der subdistalen Anhängsel stehen, in dem das 
ODF2-Protein lokalisiert wurde (Nakagawa et al., 2001), die sich im Falle einer Überex-

 
11 Vom Centrosom geht die Orientierung und Polymerisierung der Mikrotubuli in vivo aus (Pickett-
Heaps, 1969) 
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pression des ODF2-Proteins negativ auf die Mechanismen der Mikrotubulipositionierung 
auswirkt und so eventuell den anti-proliferative Effek auf die COS-7-Zellen begründet. 
Bei der Mitose stehen sich zwei Centrosome mit ihren jeweiligen Centriolenpaaren ge-
genüber, die den mitotischen Spindelapparat strukturieren. Diese entsteht aus dem Zu-
sammenwirken der Mikrotubuli mit den Komponenten des Zytoskeletts. Die Struktur des 
Centrosoms, die den Spannungen, resultierend aus den einwirkenden Zug- und Druck-
kräften während der Mitose, standhalten kann (siehe dazu auch Abal et al., 2005), sorgt 
für einen korrekten Ablauf bei der Zellteilung. Den Centriolen bei der Einwirkung dieser 
mechanischen Kräfte während der Mitose Stand und Stabilität zu geben könnte eine 
mögliche Funktion des ODF2 in somatischen Zellen sein. Überexprimiert könnte diese 
Eigenschaft, Stabilisierung und Positionierung der centriolaren Strukturen, in der PCM 
überpointiert sein, sodass die flexiblen Komponenten, die auch die Zug- und Druckkräfte 
modellieren, zum Erstarren kommen und die Zelle sich nicht mehr teilelt und somit den 
anti-proliferativen Effekt auf die somatische Zellen erklären könnte. 
 

4.6.2 Überexpression von ODF2 in Säugerzellen führt möglicherweise zu einer 
fehlenden Trennung der Centrosomen 

Die in dieser Arbeit beobachteten dispersen zytoplasmatischen und subzellulären Struk-
turen in ODF2-überexprimierenden Zellen im Falle des ODF2-NC-GFP- Fusionsproteins, 
die den gesamten Bereich des testikulären Odf2-Gens kodiert (2.2.1), lokalisierten und 
assoziierten zu zwei Paaren nahe am Zellkern (3.6.3). Diese Anordnung zeigte eine 
strenge Symmetrie. Das eine Paar stand sich parallel gegenüber und das zweite Paar 
ordnete sich ebenfalls jeweils gegenüberliegend, orthogonal zum ersten Paar an. Diese 
subzellulären Strukturen zeigten fibrilläre Ausläufer (Abbildung 39).  
Es könnte davon ausgegangen werden, dass bei der Duplikation des Centrosoms bei 
Überexpression von ODF2 Fehler auftraten. Normalerweise besitzen die Zellen in der 
G1-Phase ein Centrosom mit zwei parentalen Centriolen (1.2.1; Abbildung 3). Bei dem 
Übergang von der G1- zur S-Phase trennen sich die parentalen Centriolen von einander, 
das eine wandert entlang der Mikrotubuli an den gegenüber liegenden Pol der Zelle. 
Seitlich aus der ursprünglichen Centriole wachsen die Procentriolen. Die Centrosomen 
duplizieren während der S-Phase. Vorstellbar ist nun, dass die Centriolen sich zwar noch 
voneinander trennten, aber die Wanderung zum gegenüber liegenden Pol der Zelle sei-
tens einer der Centriolen nicht vollständig stattfand. Sie verblieben noch nahe beieinan-
der assoziiert und duplizierten, dabei bildeten sie die beobachtete strenge Symmetrie 
aus. Diese Struktur persistierte in der Zelle und war unfähig sich voneinander zu lösen 
(3.6.3). Folge war, die Zelle ging nicht in die Mitose, die Zelle teilte sich nicht und im Zell-
zyklusverlauf „verschwand“ die G2-Phase (3.5.1) und die Zellen zeigten Apoptose ähnli-
che Charakteristika (3.6.3). 

4.7  ODF2 übt einen anti-proliferativen Effekt aus und induziert da-
bei Apoptose ähnliche Strukturen in HeLa-Zellen  

In einem deskriptiven Experiment wurde die Proliferationsrate von ODF2-GFP- übe-
rexprimierenden Säugerzellen mit COS-7-Kontrollzellen verglichen (3.5). Da Unterschie-
de in der Zahl der Ausgangszellen (Gründerpopulationseffekt) einen Einfluss auf die Pro-
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liferationsrate haben könnte und das Experiment vergleichbar sein sollte, wurden die 
Kontrollzellen beim Start des Experiments mit der gleichen Zellzahl wie die jeweilige 
Probe eingesetzt. Das Medium über den Zellen wurde alle zwei Tage gewechselt, um 
eventuelle von den Zellen in das Medium abgegebene toxische Komponenten zu verwer-
fen, und somit eine Auswirkung auf die Proliferation ausschließen zu können.  
Da das N-terminale NC2-Konstrukt ohne Leucin-Zipper-Motiv und das C-terminale 
N2C-Konstrukt mit den beiden Leucin-Zipper-Motiven die stärksten Effekte auf die Proli-
feration der COS-7-Zellen zeigten, kann der Effekt nicht auf die Anwesenheit oder Abwe-
senheit der Leucin-Zipper-Motive zurückgeführt werden (3.5). 
Die Ergebnisse zeigten, dass die anti-proliferative Wirkung des ODF2-Proteins auf die 
kultivierten COS-7-Zellen möglicherweise auf die intrinsische coiled-coil Struktur des Pro-
teins zurückgeführt werden kann.  
Das Protein des AS3 Gens, das neben anderen Domänen ein coiled-coil Motiv und ein 
Leucin-Zipper besitzt, wurde als möglicher Kandidat bei der Regulation der androgen-
induzierten Proliferationsarrests bei humanen Prostatazellen identifiziert (Geck et al., 
2000). Das Proteinprodukt des Transkriptionsfaktors E2F1, das möglicherweise als posi-
tiver Regulator für den Eintritt der Zellen in die S-Phase während der Mitose verantwort-
lich ist, wird von Prohibitin, bekannt als potentieller Tumorsupressor, reprimiert und arre-
tiert so die Zellproliferation (Joshi et al., 2003). Joshi et al. (2003) konnten unter anderem 
auch zeigen, dass diese putative Bindungsdomäne des Prohibitins coiled-coil Strukturen 
aufweist und diese mit E2F1 interagieren. Diese Interaktion soll die transkriptionelle Akti-
vität des E2F1 blockieren und die beobachtete Reduktion der Zellpopulation um 64 % bei 
Transfektion von Prohibitin in Zellkulturen erklären. 
Diese Beispiele implizieren, dass einige Proteine offenbar allein aufgrund ihrer coiled-coil 
Struktur einen Einfluss auf die Proliferation nehmen. Syntetisch hergestellte Agentien, 
die die Peptidstruktur des ODF2-Proteins mit seiner coiled-coil Ausprägung besitzen, 
könnten möglicherweise in klinischen Studien eingesetzt werden und zur Regulierung 
von neoplastischen Zellen dienen.  
 
Die Mikroskopie, unter Einsatz von Vitalfarbstoffen und fluoreszierenden Fusionsprotei-
nen zur Visualisierung und Lokalisation der Organisationsstrukturen innerhalb der Zell-
kompartimente, vermittelt einen Eindruck in die Funktionsweise somatischer Zellen. Ei-
nen wesentlichen Einblick in die Dynamik der Zellprozesse bieten die mikroskopischen 
Lebendzellaufnahmen und die Durchflusszytometrie zur Analyse und Definition der Zell-
zyklusverläufe. Die Auswirkungen des anti-proliferativen Effekts auf die Zellen wurden in 
den Experimenten zu den mikroskopischen Lebendzellaufnahmen untersucht (3.6).  
Die Versuchsbedingungen wurden in einem Vorversuch überprüft und es konnte eine in 
der Literatur beschriebene Zellzyklusdauer der HeLa-Zellen reproduziert werden (3.6.2). 
Der Beobachtungszeitraum der Odf2-NC-transfizierten Zellen betrug 20-21 h. In diesem 
Zeitraum konnte keine Zellteilung dokumentiert werden; die Zellen zeigten ein charakte-
ristisches Bild apoptotischer Zellen. Der Beobachtungszeitraum wurde daraufhin in ei-
nem weiteren Experiment, bei gleichzeitiger Visualisierung des Chromatins über eine 
Hoechst Färbung, auf nahezu zwei Tage erweitert. Die Zellen teilten sich nicht, das Fusi-
onsprotein persistierte in den beschriebenen subzellulären Strukturen. Die Zelle begann 
im Verlauf der Beobachtung sich abzurunden, schnürte dann aber nach geraumer Zeit 
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Vesikel ab und ging zur Zellschrumpfung über, das Fluoreszenzsignal wurde schwächer. 
Die Zellen waren unfähig, nach 45 h in die Mitosephase überzugehen und gelangten in 
die Apoptose (3.6.3; Video 3). Ermittelt wurde, aus welcher Phase des Zellzyklus der 
Eintritt in die Apoptose erfolgte. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnte die Zellzyklus-
verteilung nachvollzogen werden, der Zellpopulation fehlte nach 48 h die G2-Phase. Die-
ses Ergebnis stützt die bei den Lebendzellaufnahmen ermittelten Daten und bildet damit 
auch eine mögliche Erklärung für den anti-proliferativen Effekt, den das ODF2-Protein 
auf die Säugerzellen ausübt und belegt den Eintritt in die Apoptose nach der S-Phase. 
Außergewöhnlich war das bei den Lebendzellaufnahmen beobachtete Persistieren des 
Fusionsproteins in den subzellulären Körperchen, die auffällig symmetrisch formiert nahe 
am Zellkern lokalisierten. Spekulativ könnten diese Strukturen als Centrosomen gedeutet 
werden, die sich bei den Prozessen der Centrosomduplikation nicht vollständig räumlich 
getrennt hatten, sich jeweils duplizierten und nun mit zwei Paaren in einer Zelle existier-
ten. Die Wanderung der Centriole ist Mikrotubuli-abhängig, die Centriole gelangt über 
dieses Netzwerk an den gegenüber liegenden Pol der Zelle. 
Bei der Überexpression der Dynamitin-Untereinheit, wodurch die Dynaktin Funktion un-
terbunden wurde (Echiverri et al., 1996; 3.4), zeigte sich, dass das ODF2-Protein in die-
sen Prozessen des Proteintransportes involviert war. Die subzellulären Körperchen, die-
se auffälligen immer wiederkehrenden Strukturen, fehlten nun, d.h. bei Unterbrechen des 
minus-Ende gerichteten Transports könnten die vom ODF2-Protein generierten subzellu-
lären Körperchen nicht in die Nähe des Centrosoms gelangen und würden eventuell bei 
der korrekten Trennung der Centriolen im Zellzyklusverlauf nicht interferieren.  
Das Fusionsprotein könnte als Folge der Überexpression oder der intrinsischen Protein-
struktur in aggresomalen Strukturen in den Zellen abgelegt werden und dort akkumulie-
ren. Die Folge wäre eventuell ein Fehlen des ODF2-Proteins bei den mitotischen zellulä-
ren Prozessen, und dies könnte zu den beobachteten Ausprägungen geführt haben. Den 
Odf2-transfizierten Zellen wäre es nicht möglich, einen normalen Zellzyklusverlauf zu 
prozessieren. 
Ishikawa et al. (2005) haben in ihren Studien zur physiologischen Funktion der centriolä-
ren Anhängsel, Deletionen beider Allele des Odf2-Gens in Maus-F9-Zellen über eine 
homologe Rekombination generiert, um darüber die Expression des Odf2-Genproduktes 
zu reprimieren. Der ODF2-Protein defiziente Zustand in somatischen führte zu einem 
Fehlen der distalen/subdistalen Anhängsel der Centriolen. Sie beobachteten bei den 
Odf2-defizienten Zellpopulationen keine Änderungen im Zellzyklusverlauf und keine sig-
nifikanten Unterschiede im Zellwachstum im Vergleich zu den in der Studie verwendeten 
Kontrollzellen. Ein Fazit ihrer Untersuchungen ist , dass das ODF2-Protein keine Funkti-
on bei den centriolaren Zellzyklusprozessen einnimmt. 
Der überexprimierte, im Gegensatz zum defizienten Zustand (Ishikawa et al., 2005) wirkt 
auf die Prozesse der Zellproliferation so, dass das Zellwachstum zum Erliegen kommt 
und die Zellen in die Apoptose geführt werden (3.6.3). 
Eine Konzentration des Fusionsproteins in Aggresomen und ein dadurch resultierendes 
Fehlen des Proteins kann nicht der Grund für die dokumentierten Beobachtungen sein 
und wird nicht als mögliche Erklärung herangezogen.  
Das ODF2-Fusionsprotein zeigte in den durchgeführten Experimenten im Durchflusszy-
tometer zur Analyse des Zellzyklusverlaufs ein Fehlen des G2-Peaks bei gleicher 
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DNS-Menge im Vergleich zu den Kontrollzellen (3.5.1). Nun zeigen bei Auftreten von 
Apoptose asynchrone Zellen als Folge der DNS-Fragmentierung eine Abnahme des 
DNS- Gehalts im Vergleich zu nicht-apoptotischen Zellen. Diese Zellen sind in der Regel 
aus der G0/G1-Phase in die Apoptose übergegangen. Gehen nun Zellen, wie die hier 
analysierten Zellen, aus der G2- bzw. S-Phase in die Apoptose über, so können bei Be-
stimmung des DNS-Gehalts keine signifikanten Reduktionen der DNS-Menge im Ver-
gleich zu den Kontrollzellen detektiert werden. 
Die zugewiesene Rolle des testikulären zytoskelettalen ODF2-Proteins in somatischen 
Zellen könnte es sein, bei der Wanderung der Centriolen entlang der Mikrotubuli Einfluss 
zunehmen; dies könnte Dynein-abhängig als auch -unabhängig realisiert werden. Das 
ODF2-Protein ist möglicherweise bei den Mechanismen der centriolaren  Zellzykluspro-
zesse involviert und kann im überexprimierten Zustand die Zellen aus der G2-Phase in 
Apoptose ähnliche Zustände überführen.  
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5 Zusammenfassung 
In dieser Arbeit wurde der Frage nachgegangen, inwieweit dem testikulären 
ODF2-Protein in der zellulären Organisation der somatischen Zelle eine Bedeutung zu-
kommt. Dazu sollten auch Wechselwirkungspartner identifiziert werden, die eventuell 
dabei involviert sind. Bei der Identifikation von Wechselwirkungspartnern des 
ODF2-Proteins wurden in einem Yeast-two-hybrid Screen putative Interaktionspartner 
beim Proteintransport, Mikrotubulibindungspartner und putative Interaktionspartner bei 
apoptotischen Prozessen gefunden. Der ausgewiesene ODF2-Interaktionspartner ODF1 
(Shao et al., 1997) wurde hier in zellulären immunfluoreszenzmikroskopischen Analysen 
in centrosomalen Strukturen lokalisiert. Kotransfektions Experimente mit Odf2 und Odf1 
in somatischen Zellen zeigen, dass die koexprimierten Proteine im Zytoplasma ein fibril-
läres molekulares Proteinnetzwerk generieren.  
Immunzytologische Analysen an ODF2- und Dynamitin-überexprimierenden Zellen liefer-
ten den Hinweis darauf, dass das ODF2-Protein bei Dynein-abhängigen Proteintrans-
portwegen involviert ist. 
Indirekte zelluläre Immunfluoreszenzexperimente belegen, dass das ODF2-Protein As-
soziationen mit dem Golgi-Apparat und dem ER eingeht. Im C-terminalen Abschnitt des 
testikulären ODF2-Proteins konnte eine mögliche Organellen-bindende Region einge-
grenzt werden. Zur Analyse intrazellulärer Proteintransporte wurden zeitlich unterschied-
liche Brefeldin  A Inkubationen an ODF2-überexprimierenden Zellen durchgeführt. Es 
wurde ähnliche aber nicht identische Ergebnisse reproduziert. Eine Kurzzeit Inkubation 
mit BFA zeigte unterschiede in der Auswirkung zur Langzeit Einwirkung. 
ODF2-überexprimierende HeLa-Zellen zeigten einen signifikanten anti-proliferativen Ef-
fekt. Durchflusszytometrische Experimente an ODF2-überexprimierenden Zellen doku-
mentierten einen "Verlust“ der G2-Phase im Zellzyklusverlauf. Mit Hilfe fluoreszenzmik-
roskopischer Lebendzellaufnahmen an ODF2-überexprimierenden Zellen konnte visuali-
siert werden, dass bei Überexpression von ODF2 in HeLa-Zellen diese in für Apoptose 
charakteristische Strukturen übergehen. 
Die hier gewonnenen Daten legen die Vermutung nahe, dass das testikuläre 
ODF2-Protein in somatischen Zellen möglicherweise beim G2/M Phasenübergang wäh-
rend des Zellzyklusprozesses eine Rolle zukommt und in centriolare Prozesse involviert 
ist. 
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6 Abstract 
 
Outer dense fibre 2 was initially identified as a main component of the sperm tail cy-
toskeleton and was shown as a self-interacting centrosomal protein in somatic cells with 
affinity for microtubules. 
ODF2 has different localization in somatic versus male germ cells suggesting the possi-
bility of different function. It was an aim to understand how the testicular protein ODF2 is 
involved in the cellular organisation of somatic cells and at the same time to identify puta-
tive interaction partners which eventually take part in this process.  
A yeast two hybrid screen enabled to identify putative ODF2-interaction partners which 
are expected to be involved in protein transport, microtubuli binding and apoptotic proc-
esses. The known ODF2-interactive partner ODF1 (Shao et al., 1997) co-localized in 
somatic cells with centrosomal structures. Odf2/Odf1 cellular co-transfection experiments 
demonstrate a fibrillar molecular protein network generated by ODF1-ODF2 interaction 
event. ODF2 and dynamitin-overexpressing cells indicated an involvement of ODF2 in 
dynein-dependent protein assembly. 
ODF2 associated in somatic cells with the endoplasmtic reticulum and the 
Golgi complex. Immuncytology experiments with truncated ODF2-GFP fusion proteins 
suggested that the C terminal domain of ODF2 is thereby involved in binding to these 
specific organelles. Time series incubation of cells in culture with Brefeldin A (BFA) to 
analyse intracellular protein transport on ODF2 overexpressing cells were performed. 
Cells lead to similar but not identical results. Thus, the effects of short-term treatment 
with BFA was different from those of long-term treatment. 
Proliferation assays and flow cytometry analyses demonstrated that ODF2 overexpress-
ing cells lead to a significant decrease of proliferation by “losing” the G2-phase in 
cell-cycle processes. Life-cell-imaging of ODF2 overexpressing cells visualized morpho-
logical characteristics of apoptosis. The data suggest a potential invariant factor of ODF2 
in cell-cycle progressing during G2/M transition and seems to be indispensable for cell-
cycle-related centriolar functions. 
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  Videomikroskopische Aufzeichnungen 
 

Videomikroskopische Aufzeichnungen 
 
In dieser Ausgabe befindet sich eine CD mit den videomikroskopischen Aufzeichnungen. 
Die CD muss aus einem DVD-Laufwerk heraus abgespielt werden.  
Die in Abschnitt 3.6 präsentierten Aufnahmen sind ausgewählte und zusammengefügte 
Sequenzen der jeweiligen Aufzeichnungen. 
 
Video 1: es zeigt die Videomikroskopie an untransfizierten HeLa-Zellen und entspricht 
der Abbildung 36. 
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  Videomikroskopische Aufzeichnungen 
 

 
Video 2: es zeigt die Videomikroskopie ODF2-überexprimierender HeLa-Zellen und ent-
spricht der Abbildung 37. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FITC = Fluoreszenzmikroskopische-Aufnahmen 
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  Videomikroskopische Aufzeichnungen 
 

 
Video 3: es zeigt die Videomikroskopie ODF2-überexprimierender, DNS markierter He-
La-Zellen im erweiterten Beobachtungszeitraum und entspricht der 
Abbildung 40. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FITC = Fluoreszenzmikroskopische-Aufnahmen 
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  Anhang 
 

 

Anhang                           
 
Die fett und kursiv hervorgehobenen werden im Ergebnis- und Diskussionsabschnitt behandelt. 
Blast Hits on 
the query 
sequence  

Klon Bezeichnung PCR-
Größe(kb) 

Sequenzierter 
Bereich/ 
Score/ Identities % 

BLAST Hit 
Accessionnr.

Leserahmen
+ ja/ - nein 

Annotiert als 

51 YTH1 1,2 8635-9320/1277/98  AY769440 + cytochrome c oxidase 
subunit 3 

>50 YTH 2  1,0 30-704/1261/98  NM_019258 + Rattus norvegicus 
cystatin 8 (Cst8), 
mRNA 

>50 YTH 3  1,2 8635-9293/1326/99  AY769440        - cytochrome c oxidase 
subunit 3 

1 YTH 4  0,4 9-44/44/91 AJ011418       - ubiquitin activating en-
zyme  

3 YTH 5  1,7 2-21/40/100  NM_006384       - calcium and integrin 
binding 1 (calmyrin)" 

>40 YTH 6  1,7 139-604/737/94  X04240       - mature malate dehydro-
genase 

>50 YTH 7  1,2 2164-2805/2145/99 BC066661       - eukaryotic translation 
elongation factor 2 

>50 YTH 9  1,7 1542-2229/1350/99 NM_019288       - amyloid beta (A4) pre-
cursor protein 

>50 YTH 10  1,7 1597-1905/613/100 BC062082       - Rattus norvegicus amy-
loid beta (A4) precursor 
protein, mRNA 

24 YTH 13  0,4 3779-3976/234/90 BC054553        - Mus musculus 
calmodulin regulated 
spectrin-associated pro-
tein 1 

11 YTH 16  2,0 9-44/58/97 AJ011418       - ubiquitin activating en-
zyme 
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  Anhang 
 

 
Blast Hits on 
the query 
sequence  

Klon Bezeichnung . PCR-
Größe(kb) 

Sequenzierter 
Bereich/ 
Score/ Identities % 

BLAST Hit 
Accessionsnr.

Leserahmen
+ ja/ - nein 

Annotiert als 

24 YTH 19  1,5 10-44/61/97 AJ011418       -  ubiquitin activating en-
zyme 

50 YTH 29  2,0 16-317/599/100 BC063144         - SNAP25 interacting 
protein 30 SNAPin-
ter30.x.pdf 

52 YTH 30  2,0 24-332/613/100 NM_147138         - SNAP25 interacting 
protein 30  

>50 YTH 35  0,6  AC137104  Mus musculus chromo-
some 1, clone RP23-
241K20 

>50 YTH 36  1,5 18-326/613/100 NM_031354 + voltage-dependent 
anion channel 2 
(Vdac2)  

>40 YTH 37  1,0 2426-2733/611/100 XM_342385         - Rattus norvegicus simi-
lar to hypothetical pro-
tein FLJ13045 
Ras family. Includes 
sub-families Ras, arf 
and myosin_head             

14 YTH 40  0,4 265693-
265816/125/88 

AC109138  Mus musculus chromo-
some 19, clone RP23-
41B18 

13 YTH 41  0,4 265693-
265816/125/88 

AC109138  Mus musculus chromo-
some 19, clone RP23-
41B18 

>50 YTH 42  2,0 1597-1903/609/100 BC062082         - amyloid beta (A4) pre-
cursor protein 

>50 YTH 43  1,0 2426-2734/613/100 XM_342385         - similar to hypothetical 
protein FLJ13045 
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  Anhang 
 

 
Blast Hits on 
the query 
sequence  

Klon Bezeichnung. PCR-
Größe(kb) 

Sequenzierterbereich/
Score/ Identities % 

BLAST Hit 
Accessionsnr.

Leserahmen
+ ja/ - nein 

Annotiert als 

>45 YTH 25   2426-2712/569/100 XM_342385         - Rattus norvegicus simi-
lar to hypothetical pro-
tein FLJ13045 

14 YTH 32   265693-
265816/125/88 

AC109138  Mus musculus chromo-
some 19, clone RP23-
41B18 

12 YTH 46   265693-
265816/127/88 

AC109138  Mus musculus chromo-
some 19, clone RP23-
41B18 

>50 YTH 47   1341-1632/547/98 AB027143         - cell division control re-
lated protein 1. syno-
nyms: Pnutl1, Cdcrel1, 
Cdcrel-1 
 

>50 
 

YTH 49   1-213/208/87 XM_223235  
 
        - 

ADP-ribosyltransferase 
3 (Art3), func-
tion="unknown"                
extracellular space 

 YTH 50     
NM_017245 
 
 

   
        - 

Rattus norvegicus eu-
karyotic translation 
elongation factor 2 
(Eef2), mRNA 
 
 

14 YTH 51  
 

 407-284 AK018780  Mus musculus adult 
male cerebellum cDNA 
product:unknown EST 

 135 



  Anhang 
 

 
Blast Hits on 
the query 
sequence 

Klon Bezeichnung PCR-
Grö-
ße(kb)  

Sequenzierter Be-
reich/ 
Score/ Identities % 

BLAST Hit 
Accessionsnr.

Leserahmen
+ ja/ - nein 

Annotiert als 

>50 
 

YTH 52  1,2 1542-1832/577/100 NM_019288         - amyloid beta (A4) pre-
cursor protein 

>50 
 

YTH 53  0,6  Y17323 
 
 
U87983 
AAB47997.1 

         - Rattus norvegicus 
CDK109 mRNA. 
Rattus norvegicus re-
ceptor for hyaluronan-
mediated motility mRNA 
"RHAMM" 
 

>50 
 

YTH 54  1,2 1542-1827/533/99 NM_019288           - Rattus norvegicus amy-
loid beta (A4) precursor 
protein (App), mRNA 

 40 YTH 55  0,4 92-203/198/97 XM_355863           - similar to MGC15476 
protein 

>50 
 

YTH 56  0,9 18-307/575/100 NM_031354  + Rattus norvegicus 
voltage-dependent 
anion channel 2 
(Vdac2), mRNA  

>40 YTH 58  1,0 1-214/424/100 XM_223235  + Rattus norvegicus 
similar to ART3 
mono(ADP-
ribosyl)transferase 

41 YTH A2  0,5 92-203/184/96 XM_355863         - similar to MGC15476 
protein 
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  Anhang 
 

 
Blast Hits on 
the query 
sequence 

Klon Bezeichnung PCR-
Größe(kb) 

Sequenzierter Be-
reich/ 
Score/ Identities % 

BLAST Hit 
Accessionsnr. 

Leserah-
men 
+ ja/ - nein 

Annotiert als 

>40 YTH A3  0,5 67-344/484/97 
 
 
272-1/464/97 

 Y17323 
 
 
U87983 

Keine Protein-
sequenz (-)  
 
 
              - 

Rattus norvegicus 
CDK109 mRNA. 
 
Rattus norvegicus recep-
tor for hyaluronan-
mediated motility mRNA 
“RHAMM” 
 

>50 YTH A5  1,2 1542-1823/559/100 NM_019288                - amyloid beta (A4) precur-
sor protein 

>40 YTH 48  1,2 2135-2419/565/100 XM_220544 + Rattus norvegicus simi-
lar to sperm antigen 
HCMOGT-1 
(LOC303208) 
 

31 YTH E  2,0 231-406/349/100  BC078725          - Rattus norvegicus Estro-
gen-regulated protein 
CBL20, 20.4kD, mRNA 
 

>50 YTH F  0,9 143-442/300/100 
 
1986-1/381/99 

Y17323 
 
U87983 

         - 
 
         - 

-Rattus norvegicus   
CDK109 mRNA 
-Rattus norvegicus recep-
tor for hyaluronan-
mediated motility mRNA 

7 YTH G  < 0,4 211-337/119/100 XM_125703           PREDICTED: Mus mus-
culus RIKEN cDNA 
2210404O07 gene 
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  Anhang 
 

Blast Hits on 
the query 
sequence 

Klon Bezeichnung. PCR-
Größe(kb) 

Sequenzierter Be-
reich/ 
Score/ Identities % 

BLAST Hit 
Accessionsnr.

Leserahmen
+ ja/ - nein 

Annotiert als 

12 YTH H  0,9 1-21/42/100 NM_006384         - calcium and integrin 
binding 1 (calmyrin) 

37 YTH I  2,0 2-227/448/100 XM_223235         - Rattus norvegicus simi-
lar to ART3 mono(ADP-
ribosyl)transferase 
 

>40 YTH L  2,5 2135-2433/593/100 XM_220544          - Rattus norvegicus simi-
lar to sperm antigen 
HCMOGT-1 
(LOC303208), 
            mRNA 

>40 YTH A24  2,5 24-314/577/100 NM_147138           - Rattus norvegicus 
SNAP25 interacting 
protein 30 (Sip30), 
mRNA  

 YTH A6  2,0    No significant similar-
ity found 

>50 YTH A7  1,5 1-216/428/100 XM_223235. + Rattus norvegicus 
similar to ART3 
mono(ADP-
ribosyl)transferase 
       (LOC305235), 
mRNA 
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  Anhang 
 

 
Blast Hits on 
the query 
sequence 

Klon Bezeichnung PCR-
Größe(kb) 

Sequenzierter Be-
reich/ 
Score/ Identities % 

BLAST Hit 
Accessionsnr.

Leserahmen
+ ja/ - nein 

Annotiert als 

5 YTH A8   1,5 17-44/56/100 
 
1-21/42/100 
 
 
1-21/42/100 

 AJ011418 
 
NM_006384 
 
 
 U85611 

        - 
          
        - 
 
        
        - 

ubiquitin activating en-
zyme 
Homo sapiens calcium 
and integrin binding 1 
(calmyrin) (CIB1), 
Human DNA-PK interac-
tion protein (KIP) mRNA 

13 YTH A9  0,8 17-44/56/100 
 
1-21/42/100 
 
 
1-21/42/100 

 AJ011418 
 
 NM_006384 
 
 
 U85611 

        - 
          
        - 
 
        
        - 

ubiquitin activating en-
zyme 
Homo sapiens calcium 
and integrin binding 1 
(calmyrin) (CIB1), 
Human DNA-PK interac-
tion protein (KIP) mRNA 

14 YTH A11  0,5 17-44/56/100 
 
1-21/42/100 
 
 
1-21/42/100 

AJ011418 
 
NM_006384 
 
 
U85611 

        - 
          
        - 
 
        
        - 

ubiquitin activating en-
zyme 
Homo sapiens calcium 
and integrin binding 1 
(calmyrin) (CIB1), 
Human DNA-PK interac-
tion protein (KIP) mRNA 

13 YTH A12  0,5 17-44/56/100 
 
1-21/42/100 
 
1-21/42/100 
 

AJ011418 
 
NM_006384 
 
U85611 

        - 
          
        - 
 
        
        - 

ubiquitin activating en-
zyme 
calcium and integrin 
binding 1 (calmyrin) 
(CIB1), 
Human DNA-PK interac-
tion protein (KIP) mRNA 
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