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The most exciting phrase to hear in science, 
 

the one that heralds new discoveries,  
 

is not “eureka!” but “that's funny...” - Isaac Asimov 
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1. Einleitung 
 
Neurone sind polarisierte Zellen, welche durch interzelluläre asymmetrische Kontakte 

(Synapsen) Signale empfangen und weiterleiten können. Diese Struktur muss sich in prä- und 

postsynaptischen Transportmechanismen widerspiegeln. Notwendige Proteine müssen zur 

richtigen Zeit ihre korrekte Lokalisierung erreichen (Kennedy & Ehlers, 2006). Heterologe 

transsynaptische Komplexe sind beteiligt an der Bildung und Differenzierung von Synapsen 

(Piechotta et al., 2006; Scheiffele, 2003) und eignen sich somit als ideale Modelle zur 

Untersuchung intrazellulärer polarisierter Transportprozesse. Neurexin (Nrxn) und Neuroligin 

(Nlgn) bilden einen heterologen transsynaptischen Komplex, welcher an der 

Signalweiterleitung beteiligt ist (Missler et al., 2003), und sind als autism spectrum disorders-

assoziierte Gene etabliert (Autism Genome Project et al., 2007; Jamain et al., 2003). Deshalb 

wurde in der vorliegenden Arbeit der intrazelluläre Nrxn-Transport untersucht. Um die 

Erkenntnisse einordnen zu können, werden in den nachfolgenden Kapiteln zunächst 

Zusammenhänge zwischen chemischen Synapsen (vgl. Kap. 1.1), dem präsynaptischen 

Membranprotein Nrxn (vgl. Kap. 1.2), autistischen Erkrankungen (vgl. Kap. 1.3) sowie 

Mechanismen des intrazellulären Transports (vgl. Kap. 1.4) aufgezeigt. 

 
1.1 Chemische Synapsen 
 
Neurone sind postmitotische, hochspezialisierte Zellen des Nervensystems. Sie weisen eine 

polare Struktur auf, bestehend aus einem Zellkörper (Soma), einem Axon und mehreren, 

verzweigten Dendriten. Informationsübertragung und -verarbeitung erfolgt durch chemische 

Synapsen. Ein elektrisches Ausgangssignal (Aktionspotential) wird von der präsynaptischen 

Seite als chemisches Signal über den synaptischen Spalt (Gray, 1963) zur postsynaptischen 

Seite übertragen. Ein Aktionspotential führt zur Depolarisation der präsynaptischen Membran 

und zur Öffnung spannungsabhängiger Calciumkanäle (Evans & Zamponi, 2006). Der 

Einstrom von Calcium bewirkt die Fusion neurotransmitterbeladener Vesikel mit der aktiven 

Zone (cytomatrix active zone, CAZ).  

Nach Exocytose der Neurotransmitter werden die verbleibenden Vesikelbestandteile 

endozytiert und für neue Vesikel recycelt oder abgebaut. Die Neurotransmitter diffundieren 

über den ca. 20nm breiten synaptischen Spalt und binden an Rezeptoren der postsynaptischen 

Dichte (PSD, (Collins et al., 2006)). Ihre Wirkung richtet sich nach Art der Neurotransmitter 

und der Rezeptoren. Glutamat kann an exzitatorischen Synapsen an ionotrope Kainat-, 

AMPA- (α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsäure) oder NMDA- (N-Methyl-

D-Aspartat) Rezeptoren (Hollmann & Heinemann, 1994) und metabotrope 
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Glutamatrezeptoren (mGluR1-8, (Sugiyama et al., 1989)) binden. Die Bindungen führen zu 

einem Natrium-/Calciumeinstrom und einem Kaliumausstrom infolgedessen die 

postsynaptische Membran depolarisiert wird. Metabotrope Rezeptoren haben keinen direkten 

Einfluss auf Ionenverhältnisse, sondern wirken über intrazelluläre Signalkaskaden (second 

messenger, (Nalepa & Vetulani, 1990)). An inhibitorischen Synapsen kann GABA (γ-

Aminobuttersäure) an ionotrope GABAA- und metabotrope GABAB-Rezeptoren binden und 

einen Chlorideinstrom auslösen, es kommt zur Hyperpolarisation. Alle eingehenden 

exzitatorischen und inhibitorischen Signale werden im Axonhügel zeitlich und räumlich 

integriert, wodurch das Neuron entweder ein Aktionspotential über sein Axon schickt oder die 

Signalweiterleitung beendet wird (Garrido et al., 2003). 

Die Fusion neurotransmitterbeladener Vesikel an der CAZ stellt einen hoch regulierten 

Prozess unter Beteiligung verschiedener Proteine der aktiven Zone, SNARE- (soluble N-

ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor) und SM- (Sec1/Munc18-like) Proteinen 

dar. Die Proteine der aktiven Zone interagieren über verschiedene Domänen miteinander, von 

denen bisher Zinkfinger, coiled-coil, PDZ, C1 und C2 bekannt sind. Zu diesen Proteinen 

gehören Bassoon, Piccolo, CAST (cytomatrix at the active zone-associated structural 

protein)/ELKS, Liprinα und Munc. Des Weiteren RIMs (Rab-interacting molecule) und RIM-

BPs (RIM-binding proteins), welche sowohl untereinander als auch Calciumkanäle binden 

können (Davydova et al., 2014; Fenster et al., 2000; Gundelfinger & Fejtova, 2012; Hida & 

Ohtsuka, 2010; Maximov et al., 1999; Ohtsuka et al., 2002; tom Dieck et al., 1998; Wang et 

al., 1997; Zhen & Jin, 1999). Intrazellulär liegt zunächst eine geringe Calciumkonzentration 

vor, deshalb müssen die Calciumkanäle dicht an den Exocytoseapparat gekoppelt sein 

(positional priming, (Neher & Sakaba, 2008)). Der spannungsabhängige Calciumeinstrom, 

welcher durch ein Aktionspotential ausgelöst wird, bewirkt eine Reihe zeitlich abgestimmter 

Proteinkomplexbildungen innerhalb der hoch dynamischen CAZ, die durch Complexin und 

den Calciumsensor Synaptotagmin initiiert werden. Die Komplexbildungen basieren 

überwiegend auf Helix-Helix-Interaktionen. So bindet Munc18 an die geschlossene 

Konformation von Syntaxin1 und löst eine Konformationsänderung aus. Die offene 

Konformation von Syntaxin1 kann mit Synaptobrevin und SNAP25 (soluble NSF attachment 

protein) interagieren und ermöglicht die Bildung eines SNARE-Komplexes. Dieser Komplex 

bringt die Membranen des Vesikels und der CAZ in die erforderliche räumliche Nähe 

zueinander (Kaeser et al., 2011; Südhof, 2004; Südhof, 2013).  

Die Lokalisierung dieser Proteine ist zentraler Bestandteil der Bildung chemischer Synapsen 

(Synaptogenese). Diese durchläuft mehrere Phasen beginnend mit dem primären Kontakt 
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zwischen präsynaptischem Axon und postsynaptischem Dendrit, gefolgt vom Transport prä- 

und postsynaptischer Proteine, der funktionellen Spezialisierung der synaptischen Kontakte 

und schließlich der aktivitätsabhängigen strukturellen und funktionellen Plastizität (Missler et 

al., 2012). 

Ein Teil der Kontakte zwischen Neuronen wird durch Zelladhäsionsmoleküle (synaptic cell 

adhesion molecules, (Akins & Biederer, 2006)) stabilisiert und ermöglicht die Bildung 

chemischer Synapsen. Die Stabilisierung des Kontaktes zwischen Axon und Dendrit wird von 

transsynaptischen Komplexen initiiert, an denen meistens Zelladhäsionsmoleküle beteiligt 

sind. Die transsynaptischen Vorgänge sind jedoch nicht auf Zelladhäsionsmoleküle 

beschränkt, da Pentraxine derartige Komplexe z.B. auch mit AMPA-Rezeptoren bilden 

können (Koch & Ullian, 2010; O'Brien et al., 2002). Definitionsgemäß sind 

Zelladhäsionsmoleküle synaptisch lokalisiert, an interzellulären Interaktionen beteiligt und 

beeinflussen nachweislich die Bildung oder Funktion von Synapsen (Missler et al., 2012). 

Hierzu gehören Cadherine, Ephrine, Immunoglobuline, Integrine, NCAMs (neuronal cell 

adhesion molecules), Nectine, Neurexine, Neuroligine, Pentraxine, SALMs (synaptic 

adhesion-like molecules) und SynCAMs (synaptic cell adhesion molecules) (McAllister, 

2007). In ausgereiften Neuronen finden sich viele dieser Moleküle am präsynaptischen 

Terminal und der PSD, in sich entwickelnden Neuronen können diese Moleküle zur 

Akkumulierung von synaptischen Vesikeln und NMDA-/AMPA-Rezeptoren beitragen 

(Montgomery et al., 2001; Washbourne et al., 2002; Washbourne et al., 2004). In heterologen 

Zellkulturen konnte gezeigt werden, dass ohne die Ausschüttung von Neurotransmittern und 

nur durch Sekretion von Zelladhäsionsmolekülen eine Akkumulation synaptischer Proteine 

auf beiden Seiten des synaptischen Spalts stattfinden kann (Boucard et al., 2005; Fogel et al., 

2007; Graf et al., 2004; Kayser et al., 2006; Koch et al., 1999; Nikonenko et al., 2003; Tseng 

et al., 2003). 

Alle synaptogenetischen Lokalisationsprozesse basieren auf intrazellulärem Transport vom 

Zellkörper zur finalen Position. Proteine können sowohl durch cytosolische und 

membranständige Diffusion, über den langsamen axonalen Transport als auch über den 

klassischen sekretorischen Transportweg mittels Vesikeln zur Präsynapse gelangen. Für viele 

MAGUKs (membrane associated guanylate kinase) konnte gezeigt werden, dass sie nicht 

vom vesikulären Transport abhängig sind (Manneville et al., 2010; Roy, 2014; Winckler & 

Mellman, 2010). Es wurden bisher zwei Vesikelklassen intensiv beschrieben, welche sich 

morphologisch, biochemisch und anhand ihrer Transporteigenschaften unterscheiden lassen 

(Sabo et al., 2006). PTVs (piccolo-bassoon transport vesicles) sind elektronendichte Vesikel 
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mit einem Durchmesser von etwa 80nm. Sie transportieren in erster Linie Proteine der CAZ 

wie Bassoon, Piccolo, N-Cadherin, Syntaxin, Munc13, Munc18 und SNAP25 (Zhai et al., 

2001). STVs (synaptic vesicle protein transport vesicles) hingegen existieren als pleiomorphe 

und tubulovesikuläre Strukturen und transportieren Vesikel-assoziierte Proteine wie 

Synaptophysin, Synaptotagmin und Synaptobrevin (Ahmari et al., 2000). Die ersten Vesikel 

die während der Synaptogenese die postsynaptische Membran erreichen, enthalten NMDA-, 

und in einer Unterklasse zusätzlich AMPA-, Rezeptoren (Washbourne et al., 2002). 
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1.2 Der Neurexin/Neuroligin-Komplex 
 
Primär präsynaptisch lokalisiertes Nrxn und postsynaptisch lokalisiertes Nlgn, welche einen 

heterologen, transsynaptischen Komplex bilden können, gehören wie in Kap 1.1 beschrieben 

zu den an Synaptogenese und Neurotransmission beteiligten Zelladhäsionsproteinen. 

Nrxn wurde ursprünglich aus Rattenhirnlysat isoliert und als Rezeptor für das Spinnengift α-

Latrotoxin identifiziert (Ushkaryov et al., 1992). Nachfolgend wurde jedoch gezeigt, dass es 

spezifische Latrotoxinrezeptoren gibt (Ushkaryov et al., 2008) und Nrxn andere, davon 

unabhängige Funktionen ausführt. Vertebraten besitzen drei Nrxn-Gene (Nrxn1-3), die beim 

Menschen mit 1.1Mbp (Nrxn1) und 1.6Mbp (Nrxn3) zu den längsten Genen gehören. Sie 

weisen jeweils zwei Promotoren auf, die das extrazellulär längere α-Nrxn und das kürzere β-

Nrxn regulieren (Missler et al., 1998). α-Nrxn besteht aus sechs extrazellulären LNS- 

(Laminin-Nrxn-Sex hormone binding globulin) Domänen, welche drei EGF-ähnliche 

(epidermal growth factor) Domänen flankieren. β-Nrxn ist identisch zum C-Terminus von α-

Nrxn beginnend ab der LNS6 und besitzt N-terminal eine kurze β-spezifische Sequenz 

((Ushkaryov et al., 1994), vgl. Abb. 1.1). 
 

 
 
α-Nrxn enthält fünf Spleißstellen, von denen sich drei (SS#2-SS#4) in LNS-Domänen 

befinden. Für Nrxn1α und Nrxn3α konnte kürzlich die Existenz einer weiteren Spleißstelle 

(SS#6) zwischen LNS5 und EGF3 nachgewiesen werden. Daher lässt sich schlußfolgern, dass 

zwischen Nrxn1α und Nrxn3α eine höhere phylogenetische Verwandtschaft besteht als zu 

Nrxn2α (Treutlein et al., 2014). β-Nrxn enthält nur die Spleißstellen SS#4 und SS#5. Die 

Anzahl alternativ eingebauter Aminosäuren variiert je nach Spleißstelle, es können zwischen 

4 und 194 Aminosäuren eingebaut werden. Bei der am besten untersuchten Spleißstelle SS#4 
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können in allen Neurexinen bei Maus und Mensch 30 Aminosäuren eingebaut werden. Die 

Anzahl aller Isoformen und Spleißvarianten übersteigt die zuletzt angenommenen 3.908 

möglichen Nrxn-Transkripte (Missler et al., 1998; Reissner et al., 2013). 

Neurexine besitzen ein Signalpeptid, welches der Translation ins Lumen des 

endoplasmatischen Retikulums dient (Missler et al., 1998; Ushkaryov et al., 1994). Die C-

terminale Domäne enthält ein Klasse II-PDZ-Bindungsmotiv (EYYV, benannt nach 

PSD95/SAP90, Dlg1 aus Drosophila melanogaster und Zonula occludens-1, (Hung & Sheng, 

2002)). Über diese Domäne kann Nrxn mit verschiedenen präsynaptisch lokalisierten 

Proteinen wie den MAGUKs CASK (Calcium/calmodulin-dependent serine protein kinase, 

(Hata et al., 1996) und Mint1 (Biederer & Südhof, 2000) sowie Drosophila Syd1 (Owald et 

al., 2012) interagieren. 

 
Der am besten untersuchte Bindungspartner für Nrxn ist das postsynaptisch lokalisierte 

Transmembranprotein Nlgn (vgl. Abb. 1.2). Die Bindung erfolgt extrazellulär an der LNS6 im 

α-Nrxn und der LNS-Domäne im β-Nrxn. Diese Komplexbildung ist calciumabhängig und 

hydrophobe Reste, die um die Calcium-Bindungsstelle liegen, sind hierfür notwendig (Arac et 

al., 2007; Fabrichny et al., 2007; Reissner et al., 2008). 

In Säugetieren sind generell vier Nlgn-Gene (Nlgn1-4) vorhanden (Bolliger et al., 2001), nur 

beim Menschen kommt ein zusätzliches Gen (Nlgn5) vor. Nlgn enthält eine extrazelluläre 

Domäne, welche zur Acetylcholinesterase strukturell ähnlich, jedoch im Nlgn für die 

Dimerisierung verantwortlich und katalytisch inaktiv ist. Die kurze intrazelluläre Domäne 

enthält ein PDZ-Bindungsmotiv, wodurch Nlgn mit PSD95/SAP90 postsynaptisch verankert 

wird (Irie et al., 1997). Nur Nlgn1 enthält beide Spleißstellen SSA und SSB, Nlgn2/3 nur 

SSA, für Nlgn4 existieren keine alternativ gespleißten Formen (Bolliger et al., 2001; 

Ichtchenko et al., 1995; Ichtchenko et al., 1996). Nlgn1/3 sind an exzitatorischen Synapsen 

lokalisiert (Budreck & Scheiffele, 2007; Rosales et al., 2005), Nlgn2/4 kommen an 

inhibitorischen Kontakten vor (Hoon et al., 2011; Varoqueaux et al., 2004). Eine genauere 

Lokalisation von Nrxn-Varianten wurde aufgrund fehlender, Isoform-spezifischer Antikörper 

bisher nicht durchgeführt (Südhof, 2008). Durch ursprüngliche Beobachtungen, dass nur 

bestimmte Spleißvarianten von Nrxn (± SS#4) und Nlgn (±SSA, ±SSB) einen 

transsynaptischen Komplex bilden können, wurde ein splice-Code vorgeschlagen (Boucard et 

al., 2005). Dieser beschreibt eine bidirektionale Kommunikation zwischen Prä- und 

Postsynapse basierend auf Kombinationen von splice-Insertionen in Nrxn und Nlgn. 

Demnach können β-Nrxn oder Nlgn ohne splice-Insertion den transsynaptischen Komplex 

unabhängig von der splice-Variante des Bindungspartners bilden. Die Bindungsfähigkeit 
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verringert sich durch den Einbau einer bzw. beider Insertionen (Chih et al., 2006; Kang et al., 

2008; Reissner et al., 2008).  
 

 
 
Nach Aufklärung der Kristallstruktur der beteiligten Proteine und weiterer biochemischer 

Experimente musste der splice-Code neu formuliert werden, da jede Nrxn-Variante jedes 

Nlgn binden kann, abgesehen von der Ausnahme, dass Nrxn+SS#4 nicht mit Nlgn1+SSB 

interagieren kann (Koehnke et al., 2010; Leone et al., 2010). 

Weitere Interaktionspartner von Nrxn sind Neurexophilin, welches splice-unabhängig an die 

LNS2-Domäne von α-Nrxn binden kann (Missler et al., 1998), Dystroglycan (Sugita et al., 

2001) und LRRTM2 (leucine-rich repeat transmembane protein, (Siddiqui et al., 2010)), die 

nur ohne splice-Insertionen binden, sowie Cerebellin, welches direkt mit dem insert in der 

SS4 interagiert (Uemura et al., 2010). 

Funktionelle Untersuchung durch knock out (KO) Experimente von α-Nrxn in Mäusen 

(Missler et al., 2003) zeigten eine erhöhte postnatale Lethalität, beim KO von zwei α-Nrxn-

Genen innerhalb der ersten Woche, beim KO aller drei α-Nrxn-Gene bereits am Tag der 

Geburt. Der Grund liegt in einer unzureichenden Funktion des Atemzentrums im Hirnstamm. 

S

C

P

S

C
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Die Anatomie des Gehirns und die Ultrastruktur der Synapsen unterschieden sich nicht 

wesentlich vom Wildtyp, jedoch zeigte der Doppel-KO eine geringere Dichte inhibitorischer 

Synapsen im Neocortex (Dudanova et al., 2007), welche für den Dreifach-KO zusätzlich im 

Hirnstamm gezeigt werden konnte. Entgegen diesem milden strukturellen Phänotyp konnte 

ein deutlicher funktioneller Phänotyp gefunden werden. Elektrophysiologische Messungen 

ergaben, dass α-Nrxn für die calciumabhängige Exocytose an Synapsen notwendig ist. Die 

Deletion von zwei oder drei α-Nrxn-Isoformen führte zu einem verminderten 

Calciumeinstrom durch spannungsgesteuerte Kanäle und einer massiven Beeinflussung der 

spontanen und induzierten Neurotransmitterausschüttung an exzitatorischen sowie 

inhibitorischen Synapsen im Hirnstamm und Neocortex. Bereits die Deletion einer einzigen 

Isoform (Nrxn1α) verursachte eine Reduktion der Ausschüttung von Neurotransmittern an 

exzitatorischen Synapsen hippokampaler Neurone (Etherton et al., 2009; Kattenstroth et al., 

2004; Missler et al., 2003). Eine direkte Bindung zwischen Nrxn und der porenbildenden 

Untereinheit von Calciumkanälen ist unwahrscheinlich, da Nrxn nicht generell für 

Calciumströme notwendig ist. Möglich wäre eine Beeinflussung über die bereits 

beschriebenen Interaktionen zwischen Nrxn und CASK sowie Mint1, welche ihrerseits mit 

Calciumkanälen interagieren. Dem widerspricht allerdings der vergleichsweise milde 

Phänotyp synaptischer Transmission der CASK und Mint1 KO-Mäuse (Atasoy et al., 2007; 

Ho et al., 2008). Es wurde zudem gezeigt, dass der Phänotyp nicht durch β-Nrxn gerettet 

werden kann (Zhang et al., 2005), demnach könnte die in beiden Nrxn-Varianten 

unterschiedliche extrazelluläre Domäne für diesen Effekt verantwortlich sein (Tanaka et al., 

2012). 

Den Erkenntnissen aus den KO-Experimenten gegenüber steht die Akkumulation prä- und 

postsynaptischer Proteine durch die Sekretion von Nrxn oder Nlgn (Graf et al., 2004; 

Scheiffele et al., 2000). Die Oberflächenpräsenz von Nrxn akkumuliert postsynaptisch 

Gephyrin und PSD95 an exzitatorischen und inhibitorischen Synapsen (Dean et al., 2003; 

Giannone et al., 2013). Nlgn bewirkt selbiges mit präsynaptischen Proteinen, wobei Nlgn1/3 

für die Bildung exzitatorischer und Nlgn2/4 für die Bildung inhibitorischer Kontakte 

zuständig sind (Chih et al., 2005; Chubykin et al., 2007). 

Nrxn-Gene sind über die bisher genannten Spezies hinaus in weiteren Vertebraten (Danio 

rerio, (Rissone et al., 2007)) und Invertebraten (Drosophila melanogaster und 

Caenorhabditis elegans, (Tabuchi & Südhof, 2002)) vorhanden, wobei β-Nrxn bisher nur in C. 

elegans nachgewiesen wurde (Haklai-Topper et al., 2011). Die Sequenzen von Nrxn in den 

verschiedenen Spezies sind homolog, wodurch ein Vergleich der Funktion möglich wird. 
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Während D. melanogaster nur ein α-Nrxn besitzt, dessen loss-of-function Mutanten 

Veränderungen in der synaptischen Ultrastruktur aufweisen (Li et al., 2007), sind derartige 

Veränderungen im Maus knock out nicht vorhanden (Missler et al., 2003). Beeinträchtigung 

der Ausschüttung von Neurotransmittern sind in beiden Modellsystemen zu beobachten. 
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1.3 Autistische Erkrankungen 
 
Durch humangenetische Studien konnte in den letzten Jahrzehnten gezeigt werden, dass 

autistischen Erkrankungen (autism spectrum disorders, ASD) auch genetische Ursachen zu 

Grunde liegen (Folstein & Rosen-Sheidley, 2001; Veenstra-VanderWeele & Cook, 2004). 

Neurexine zählen zu jenen etablierten Genen, die mit ASD in Zusammenhang stehen (Autism 

Genome Project et al., 2007). 

Autismus ist eine Entwicklungsstörung, welche sich durch begrenzte oder nicht vorhandene 

verbale Kommunikation, gestörte soziale Interaktion und stereotype, repetitive 

Verhaltensmuster auszeichnet (Bailey et al., 1996; Risch et al., 1999). Autism spectrum 

disorders definiert darüber hinaus weitere Phänotypen, die zum Asperger-Syndrom (Gillberg, 

1998), Rett-Syndrom (Hagberg et al., 1985) und pervasive developmental disorder-otherwise 

nonspecified zählen (Association, 2013; Chen et al., 2014; Pardo & Eberhart, 2007). 

Die Interaktionen spezifisch exzitatorisch oder inhibitorisch exprimierter Nlgn-Isoformen mit 

Neurexinen legten die Hypothese nahe, dass diese Proteine über die Balance zwischen 

exzitatorischen und inhibitorischen Synapsen an Pathomechanismen von ASD beteiligt sind 

(Bourgeron, 2009; Doherty et al., 2012; Ey et al., 2011; Levinson et al., 2012; Reichelt et al., 

2011; Südhof, 2008; Yizhar et al., 2011). ASD-assoziierte Mutationen sind Veränderungen 

der Anzahl der Kopien von DNA-Fragmenten (copy number variation) und vererbbare 

Mutationen einzelner Basenpaare (single nucleotide polymorphism) in Nrxn1, Nrxn3 (Ching 

et al., 2010; Feng et al., 2006; Kim et al., 2008; Kirov et al., 2009; Vaags et al., 2012), Nlgn3, 

Nlgn4 (Jamain et al., 2003; Laumonnier et al., 2004; Yan et al., 2005) sowie Shank2 und 

Shank3, welche mit der zytoplasmatischen Domäne von Nlgn interagieren können (Arons et 

al., 2012; Berkel et al., 2010; Durand et al., 2007; Gauthier et al., 2009; Moessner et al., 

2007). Die mit den genannten Krankheitsbildern assoziierten Mutationen bewirken den 

Verlust der Proteinsynthese oder verhindern den Transport (Retention im endoplasmatischen 

Retikulum (Chih et al., 2004; Comoletti et al., 2004; De Jaco et al., 2010; Zhang et al., 2009)). 

Aus diesem Grund ist die Erforschung der Dynamik dieser Proteine notwendig.  
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1.4 Intrazellulärer Transport 
 
Die Fähigkeit zur Übertragung und 

Verarbeitung von Informationen basiert auf der 

polarisierten Struktur der Neurone (Craig & 

Banker, 1994). Die grundlegendste strukturelle 

Einordnung erfolgt in drei funktionell und 

morphologisch unterscheidbare subzelluläre 

Domänen: den Zellkörper (Soma), ein Axon, 

welches einen konstanten Durchmesser 

aufweist und durch den Axonhügel (axon 

initial segment, AIS) vom Zellkörper getrennt 

ist (Ogawa & Rasband, 2008), sowie meist 

mehrere, verzweigte Dendriten ((Winckler & 

Mellman, 1999), vgl. Abb 1.3). Der 

intrazelluläre Transport muss diese 

Asymmetrie in Bezug auf prä- und postsynaptische Proteine widerspiegeln. 

Unser Verständnis über den intrazellulären Transport begann mit der Entdeckung, dass 

Mikrotubuli notwendig sind für die anterograde Mobilität von Acetylcholinesterase im Axon 

(Kreutzberg, 1969). Die erste Studie über den Transport synaptischer Proteine in Neuronen 

erfolgte wesentlich später und ging einher mit der Entwicklung eGFP-gekoppelter Proteine 

(Nakata et al., 1998). Die weit verbreitetsten Mechanismen intrazellulären Transports 

basieren auf molekularen Motorproteinen, welche die jeweilige Ladung (Cargo) entlang des 

Zytoskeletts der Neurone transportieren. Das Zytoskelett wird aus drei verschiedenen 

Bestandteilen aufgebaut: Aktinfilamente, Mikrotubuli und Neurofilamente, wobei nur die 

ersten beiden transportrelevant sind. Es existieren drei Klassen von Motorproteinen, die für 

den Transport in Neuronen verantwortlich sind: Myosine, welche sich primär entlang von 

Aktinfilamenten bewegen. Dyneine, welche sich als Minus-Ende gerichtete Motoren in 

Axonen primär retrograd entlang der Mikrotubuli bewegen. Und schließlich eine hohe Anzahl 

Kinesine, welche als Plus-Ende gerichtete Motoren primär für den anterograden, axonalen 

Transport verantwortlich sind (Buss et al., 2002; Conde & Caceres, 2009; Kapitein & 

Hoogenraad, 2010). 

Der Cargo wird meist über große Strecken entlang der Mikrotubuli transportiert, bevor er für 

kurze Strecken in lokalen aktinreichen Strukturen wie dem präsynaptischen Terminal, 

dendritischen spines und nahe der Plasmamembran auf Aktinfilamente übertragen wird ((Cai 

Axon
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& Sheng, 2009; Hirokawa & Noda, 2008; Langford, 2002; Schlager & Hoogenraad, 2009), 

vgl. Abb. 1.4). Sowohl dem Aktin- als auch dem Mikrotubuli-basiertem Transport liegt die 

Energiegewinnung durch Hydrolyse von Adenosintriphosphat (ATP) zugrunde (Schliwa & 

Woehlke, 2003; Vale, 2003). Die durch ein ATP-Molekül erreichte Schrittlänge der Motoren 

(Gennerich & Vale, 2009) in Kombination mit der Gesamtstrecke und Verteilung von 

Mitochondrien innerhalb der Zelle erfordert zu mitochondrialer ATP-Bereitstellung 

zusätzliche Möglichkeiten. Ein weiterer Mechanismus wurde in Form von GAPDH 

(Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase)-abhängiger Glykolyse gefunden, wobei das 

Enzym durch Huntingtin am Vesikel verankert wird (Zala et al., 2013). Einige Organellen 

und zu transportierende Proteine weisen eine bidirektionale Bewegung auf und sind in der 

Lage, sowohl Aktinfilamente als auch Mikrotubuli für den Transport zu verwenden (Karcher 

et al., 2002). Der Transport kann unspezifisch zu Axon und Dendriten stattfinden, worauf 

eine Verankerung der Proteine nur im korrekten Kompartiment oder eine selektive 

Entfernung aus dem falschen Bereich erfolgt (Bel et al., 2009; Leterrier et al., 2006; Wisco et 

al., 2003) oder spezifisch für präsynaptische Proteine zum Axon (Kaether et al., 2000; 

Pennuto et al., 2003) und für postsynaptische Proteine zu den Dendriten (Craig et al., 1993; 

Ruberti & Dotti, 2000; Stowell & Craig, 1999) verlaufen. 
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Aktinfilamente setzen sich aus G-Aktin (globuläre Aktinmonomere) zusammen und bilden 

eine doppelsträngige Helixstruktur, welche zwei morphologisch unterscheidbare Enden, das 

„barbed end“ und das „pointed end“, aufweist. In reifen Neuronen liegt Aktin in 1-2µm 

kurzen, verzweigten Filamenten vor, welche zur Plasmamembran orientiert sind (Bearer & 

Reese, 1999). Aktinwachstum erfolgt meist am barbed end, wobei gleichzeitig 

Aktinmonomere vom pointed end dissoziieren können. Besonders aktinreiche Strukturen sind 

der axonale Wachstumskegel, die Präsynapse und dendritische spines (Hotulainen & 

Hoogenraad, 2010; Matus, 2000; Pak et al., 2008). 

Mikrotubuli sind hohle Röhren mit einem Durchmesser von etwa 24nm, bestehend aus 10-15 

Protofilamenten (in Säugerzellen meist 13 Protofilamente), die sich aus Heterodimeren von α- 

(α1, α2 und α4) und β- (βI, βII, βIII, βIVa und βIVb) Tubulin zusammensetzen (Desai & 

Mitchison, 1997; Lowe et al., 2001; Nogales, 2001). Mikrotubuli befinden sich im Zustand 

des GTP (Guanosintriphosphat)-abhängigen Wachstums (Polymerisation) oder der 

Verminderung (Depolymerisation) (Conde & Caceres, 2009). Elongation weiterer 

Tubulinfragmente erfolgt nur am Plus-Ende, an dem selektiv +TIPs (plus-tip interacting 

proteins) akkumuliert sind (Akhmanova & Steinmetz, 2008). Die am besten untersuchten 

polarisierten, mikrotubuli-assoziierten Proteine sind Tau, welches im Axon und in Dendriten 

vorkommt und im distalen Axon angereichert ist, sowie MAP2, welches ausschließlich in 

Dendriten vorkommt (Dehmelt & Halpain, 2005). In Axonen ist das Plus-Ende den 

synaptischen Terminalen zugewandt und das Minus-Ende dem Zellkörper. In Dendriten findet 

sich eine gemischte Orientierung der Mikrotubuli, wobei diese am distalen Ende wieder der 

Orientierung in Axonen folgt (Baas et al., 1988; Cai & Sheng, 2009; Jaworski et al., 2009). 

Diese eindeutige Orientierung ist ausschlaggebend für den polarisierten Transport vieler 

Proteine und ist Alleinstellungsmerkmal neuronalen Transports gegenüber anderen Zelltypen. 

Über dynamische Mikrotubuli (Halbwertszeit mehrere Minuten) hinaus existiert eine Reihe 

von posttranslatorischen Modifikationen (PTMs) an Mikrotubuli, welche ihre Stabilität 

erhöhen (Halbwertszeit mehrere Stunden) und Bindungseigenschaften verändern können. 

Diese PTMs sind Polyglutamylierung, Polyglycylierung, Detyrosinierung, Acetylierung, 

Phosphorylierung und Palmitoylierung (Conde & Caceres, 2009; Verhey & Hammond, 2009; 

Westermann & Weber, 2003). Detyrosinierung und Acetylierung sind die an neuronalen 

Mikrotubuli am häufigsten vorkommenden Modifikationen (Fukushima et al., 2009), 

detyrosinierte Mikrotubuli finden sich vermehrt im Axon (Erck et al., 2005; Hammond et al., 

2010; Witte et al., 2008). Besondere Bedeutung erhalten die Modifikationen durch ihren 

Einfluss auf die Bindungsfähigkeit molekularer Motoren. Es konnte gezeigt werden, dass 
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detyrosinierte Mikrotubuli eine höhere Bindungsaffinität für das Kinesin1-Mitglied KIF5 und 

polyglutamylierte Mikrotubuli für das Kinesin3-Mitglied KIF1A (Ikegami et al., 2007; 

Konishi & Setou, 2009) haben. 

Die Motorproteine lassen sich in Myosine, Dyneine und Kinesine einteilen. Myosine sind 

molekulare Motoren, welche an Aktin binden. Die meisten Myosine bestehen jeweils aus 

einer Motordomäne, einer Linkerdomäne sowie der Cargo-bindenden Domäne. Es existieren 

18 verschiedene Klassen (Foth et al., 2006), welche an Zellmigration, Muskelkontraktion, 

Zytokinese und Transportprozessen beteiligt sind. In Neuronen sind die Klassen I, II, V, VI, 

IX und X existent, wobei für die Klassen I, V, VI und X Studien vorliegen, die die Rolle 

dieser Myosine für den neuronalen Transport belegen (Bridgman, 2004; Hirokawa et al., 

2010). Die am besten untersuchte Klasse sind die MyosineV. Durch die Bildung von Dimeren 

wird eine Bewegung entlang der Aktinfilamente möglich, ohne die Bindung an das jeweilige 

Filament zu verlieren (Cheney et al., 1993; Mehta et al., 1999). Sowohl für MyosinV als auch 

für MyosinVI wurde gezeigt, dass sie sich zum barbed end und pointed end von 

Aktinfilamenten bewegen können. MyosinVa ist im präsynaptischen Terminal und der 

postsynaptischen Dichte lokalisiert und somit am Transport sowohl im Axon als auch in 

Dendriten beteiligt. Es wurden Assoziationen mit Synaptobrevin, Synaptophysin, EAAT3 und 

GluR1 beobachtet. Das Modell von Myosin als finalem Motor wurde durch den Nachweis des 

Transports AMPA-Rezeptoren beinhaltender Recyclingendosomen in dendritischen spines 

durch MyosinVb gestärkt (Evans & Zamponi, 2006; Lise et al., 2006; Ohyama et al., 2001; 

Prekeris & Terrian, 1997; Wang et al., 2008).  

Die Superfamilie der Dyneine stellt die zweite Gruppe molekularer Motoren da. Sie bewegen 

sich primär entlang der Mikrotubuli zum Minus-Ende. Man unterscheidet zwischen 

zytoplasmatischem Dynein und axonemalem Dynein, wobei nur die erste Kategorie relevant 

für den neuronalen Transport ist, axonemale Dyneine sind für den Transport in Cilien und 

Flagellen verantwortlich. Zytoplasmatische Dyneine (cytoplasmic dynein heavy chain 1 

(Dync1h1) und cytoplasmic dynein heavy chain 2 (Dync2h1)) bestehen aus mehreren 

Untereinheiten, entsprechend nach ihrem Molekulargewicht aufgeteilt in zwei schwere Ketten 

(520kDa), welche für die ATP-Hydrolyse zuständig sind, vier intermediäre Ketten (33-

59kDa) sowie mehrere leichte Ketten (10-14kDa) (Karki & Holzbaur, 1999; Pfister et al., 

2005). Aufgrund ihrer Beweglichkeit entlang von Mikrotubuli sind zytoplasmatische Dyneine 

primär verantwortlich für retrograden Transport. Darüber hinaus scheinen sie sowohl 

notwendig als auch hinreichend für dendritischen Transport zu sein (Kapitein & Hoogenraad, 

2010; Vale, 2003; Welte, 2004). Dynein-abhängige Cargos sind zum Beispiel TrkA und TrkB 



Einleitung 

23

(Ha et al., 2008; Saxena et al., 2005), brain-derived neurotrophic factor (BDNF, (Gauthier et 

al., 2004)), Piccolo und Bassoon im Axon (Fejtova et al., 2009) sowie Rab5- und Rab7-

positive Endosomen in Dendriten (Johansson et al., 2007; Satoh et al., 2008). Um die 

Funktion im retrograden Transport ausführen zu können, muss Dynein selbst durch KIF5 

anterograd transportiert werden (Yamada et al., 2010; Yamada et al., 2008).  

Die dritte Gruppe molekularer Motoren bilden die Kinesine, welche sich primär entlang der 

Mikrotubuli zum Plus-Ende bewegen und deshalb eine wichtige Rolle im anterograden 

Transport spielen. Die in Säugern vorkommenden 45 KIF (Kinesin superfamily protein)-Gene, 

38 davon im ZNS exprimiert, lassen sich anhand der Position der Motordomäne in N-KIFs 

(N-terminale Motordomäne), M-KIFs (Motordomäne in der Mitte) und C-KIFs (C-terminale 

Motordomäne) sowie phylogenetisch in 14 Klassen (Kinesin1 bis 14) unterteilen (Aizawa et 

al., 1992; Lawrence et al., 2004; Miki et al., 2001). N- und C-KIFs bestehen jeweils aus einer 

Motordomäne, einer Linkerdomäne sowie der Cargo-bindenden Domäne, wobei sich N-KIFs 

zum Plus-Ende und C-KIFs zum Minus-Ende von Mikrotubuli bewegen. Die Homologie 

zwischen verschiedenen Motordomänen beträgt 30-60%, der übrige Teil des Moleküls weist 

eine höhere Variabilität auf (Hirokawa & Noda, 2008). Es existiert eine Vielzahl Kinesin-

abhängiger Cargos, dies beinhaltet synaptische Proteine sowie spezifisch präsynaptisch oder 

an der aktiven Zone lokalisierte Proteine (KIF1A, KIF1Bβ, KIF5), 

Neurotransmitterrezeptoren (KIF5, KIF17), Mitochondrien (KIF1Bα, KIF5) und 

Plasmamembranvorläufer (KIF3). 

Die am häufigsten genutzten Kinesine sind KIF5 aus der Kinesin1-Familie sowie KIF1A aus 

der Kinesin3-Familie. KIF5 ist am dendritischen Transport sowie am schnellen (Vesikel mit 

meist 50-400mm/Tag (0,58-4,63µm/s)) und langsamen (lösliche Proteine und 

Membranbestandteile mit etwa 8mm/Tag (0,09µm/s)) axonalen Transport beteiligt (Nakata & 

Hirokawa, 2003; Roy et al., 2008; Xia et al., 2003). Über Adapterproteine stellt KIF5 eine 

Interaktion mit dem jeweiligen Cargo her, dendritisch sind dies z.B. AMPA-Rezeptoren durch 

das Adapterprotein GRIP1 (glutamate receptor interacting-protein, (Setou et al., 2002)) und 

GABA-Rezeptoren über HAP1 (huntingtin-associated protein, (Twelvetrees et al., 2010)). 

Axonal transportiert KIF5 verschiedene Vesikel, Mitochondrien sowie APP (amyloid 

precursor protein) (Kamal et al., 2001; Kamal et al., 2000; Su et al., 2004; Tanaka et al., 

1998).  

KIF1A, einer der schnellsten Motoren, ist insbesondere für den axonalen Transport 

synaptischer Vesikel (synaptic vesicle precursor), welche Synaptophysin und Rab3a enthalten, 

bekannt (Okada et al., 1995). Die Bindung der synaptic vesicle precursor an KIF1A erfolgt 
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durch die GTP-gebundene Form von Rab3a und DENN/MADD (differentially expressed in 

normal versus neoplastic/mitogen-activated protein kinase (MAPK) activating death domain, 

(Niwa et al., 2008)). Die genannten Beispiele für Motor-Cargo-Interaktionen zeigen auf, dass 

eine geringe Anzahl molekularer Motoren eine hohe Anzahl verschiedener Cargo spezifisch 

transportieren können. 

Das ursprüngliche Modell der Interaktion zwischen dem neuronalen Zytoskelett und 

molekularen Motoren besagte, dass Kinesine und Dyneine den anterograden und retrograden 

Transport bewirken und Myosine für die finale Auslieferung der Proteine zuständig sind. 

Dieses Modell wurde mit der Zeit, wie nachfolgend beschrieben, erweitert und der 

Komplexität der Transportprozesse angepasst. Kinesine, welche sich primär für den axonalen, 

anterograden Transport verantwortlich zeichnen, finden sich ebenso im dendritischen 

Transport. Dies sind vor allem KIF17, welches für den Transport NR2B-positiver Vesikel 

(NMDA-Rezeptor-Untereinheit) notwendig ist, sowie KIF2C (Hanlon et al., 1997; Saito et al., 

1997; Setou et al., 2000). Hierbei ist das AIS von Bedeutung, welches einen Aktin-

/AnkyrinG-basierten „Filter“ enthält. Das AIS bildet eine selektive Barriere für Kinesin-

Cargo-Kombinationen. Es konnte gezeigt werden, dass Cargo-transportierendes KIF5 mit 

höherer Effizienz durch diesen Filter gelangt als Cargo-transportierendes KIF17 (Song et al., 

2009). Ein weiteres Modell Axon-/Dendriten-spezifischer Sortierung besagt, dass Kinesine 

beide Kompartimente erreichen können, MyosinVa jedoch dafür verantwortlich ist, 

dendritischen Cargo im AIS zum Soma zurückzuführen (Lewis et al., 2009). 

Zusammenfassend kann man sagen, dass die meisten Daten darauf hinweisen, dass Kinesine 

für den axonalen Transport und Dyneine für den dendritischen Transport verantwortlich sind. 

Myosine dienen dem letzten Transportabschnitt entlang der Aktinfilamente und der selektiven 

Durchlässigkeit des AIS. Die Aktivität und Regulation verschiedener Motoren sowie die 

Orientierung der Mikrotubuli, die bereits bei einem gebundenem Motor einen bidirektionalen 

Transport ermöglichen kann (Kapitein & Hoogenraad, 2010), erfordert eine detailierte 

Untersuchung des Transports von Nrxn. 

Für Nlgn konnte gezeigt werden, dass ein 32 Aminosäuren langes Motiv in der 

zytoplasmatischen Domäne für die postsynaptische Lokalisierung hinreichend ist (Rosales et 

al., 2005). Nlgn interagiert über PSD95 mit Dynein (Schapitz et al., 2010). Über die 

intrazelluläre Dynamik von Nrxn ist hingegen wenig bekannt. Frühere Untersuchungen 

unserer Arbeitsgruppe zeigten Nrxn-positive Vesikel im Axon und Dendriten, wobei die 

Oberflächeninsertion primär im axonalen Kompartiment stattfindet. Diese Lokalisation wurde 

sowohl in exzitatorischen als auch in inhibitorischen Neuronen nachgewiesen. Insbesondere 
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wurde erstmals eine Abhängigkeit des Nrxn-Transports vom C-terminalen PDZ-

Bindungsmotiv gezeigt ((Fairless et al., 2008; Gokce & Südhof, 2013), vgl. Abb. 1.5). 

 

 
 
Die bisherigen Studien zum Transport von Nrxn basierten auf fixierten Neuronen. Im Rahmen 

meiner Arbeit wurden diese Experimente erstmals an lebenden, hippokampalen Neuronen aus 

der Maus durchgeführt. Dies ermöglicht einerseits eine Beobachtung der dynamischen 

Transportprozesse und darüber hinaus den Einsatz pH-abhängiger Fluorophore (Miesenbock 

et al., 1998) zur Beobachtung schneller Vorgänge an Synapsen. Intrazellulärer Transport von 

Membranproteinen mündet in der Fusion des Transportvesikels mit der Plasmamembran der 

Zelle. Zu dieser Fusion existieren mindestens zwei Modelle: kiss-and-run (KR, (Ceccarelli et 

al., 1973; Fesce et al., 1994)) und full-collapse fusion (FF, (Heuser & Reese, 1973)). KR 

basiert auf der kurzzeitigen Fusion von Vesikel und Plasmamembran, wobei eine 

nanometergroße Fusionspore entsteht. Nach dem FF-Modell wird das Vesikel komplett in die 

Membran eingebaut und erst durch Clathrin-vermittelte Endozytose aus der Membran entfernt 

und in die Zelle gebracht. Neue, optogenetische Methoden und hochauflösende Mikroskopie 

lieferten darüber hinaus den Nachweis ultraschneller Fusionsprozesse. Exocytose an der 

aktiven Zone und endozytotische Prozesse an den lateralen Enden der aktiven Zone können 

innerhalb von 100ms ablaufen (Watanabe et al., 2013; Watanabe et al., 2013). Für beide 

Modelle (KR und FF) wurden zunehmend experimentelle Hinweise erbracht, demnach ist es 

noch ungeklärt, ob einer der Mechanismen vorrangig erfolgt (Balaji & Ryan, 2007; Granseth 

et al., 2006; Rizzoli & Jahn, 2007). Aufgrund der langsameren Kinetik von FF mit 

anschließender Clathrin-vermittelter Endozytose sind diese Prozesse allein ungeeigneter für 



Einleitung 

26

hochaktive Synapsen. Das KR Modell stellt eine Lösung für dieses Problem dar und bewahrt 

darüber hinaus die Proteinzusammensetzung und die Identität des Vesikels, was eine der 

Definitionsbedingungen des KR Mechanismus’ ist (Alabi & Tsien, 2013; Rizzoli & Jahn, 

2007). 

 
1.5 Zielsetzung der Arbeit 
 
Nrxn ist ein primär präsynaptisch lokalisiertes Zelloberflächenmolekül. Zu Beginn der 

vorliegenden Arbeit war weitgehend unbekannt, wie der intrazelluläre Transport von Nrxn 

vom Ort der Synthese (Zellkörper) zur finalen Lokalisierung (präsynaptisches Terminal) 

erfolgt. Diesen Transport zu verstehen ist von maßgeblicher Bedeutung, da ASD-assoziierte 

Mutationen in Nrxn, Nlgn und Shank zu einem Verlust der Proteinsynthese führen oder den 

intrazellulären Transport durch Retention im endoplasmatischen Retikulum verhindern. 

Vorangegangene Untersuchungen zum Transport von Nrxn dokumentieren, dass die 

Oberflächeninsertion bevorzugt im Axon stattfindet. Es wurde auch gezeigt, dass die Deletion 

des C-terminalen PDZ-Bindungsmotivs den Transport verhindert. Weiterhin unklar blieb, wie 

Nrxn zur Präsynapse gelangt und wo die Insertion in die Plasmamembran erfolgt. Gibt es 

beim Transport Unterschiede zwischen α- und β-Nrxn? Welche anderen Proteine werden mit 

Nrxn cotransportiert? Wie hängt der Transport von Nrxn mit dem neuronalen Zytoskelett und 

potentiellen Motorproteinen zusammen? Dementsprechend sollte in der vorliegenden Arbeit 

der Mechanismus des intrazellulären Transports von Nrxn umfassend analysiert werden. 
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2. Material & Methoden 
 
2.1 Material 
 
2.1.1 Geräte 
 
Gerät Hersteller 

Agarosegelkammer Amersham Pharmacia, Little Chalfront, UK 
Analysenwaage LA120S Sartorius, Göttingen 
Autoklav Integra Biosciences GmbH, Fernwald 
Bakterienschüttler Innova40 New Brunswick Scientific, Edison, USA 
Blotapparaturen BioRad, München 
Digitalwaagen Sartorius, Göttingen 
E. coli Pulser BioRad, München 
Eismaschine Scotsman, Venon Hills, USA 
Fluoreszenzmikroskop Axioskop2 Carl Zeiss, Jena 
Fluoreszenzmikroskop 
AxioImagerZ2 Visitron, Puchheim 
Geldokumentationssystem Decon Science Tec., Hohengandern; INTAS, 

Göttingen 
Heizblock Eppendorf, Hamburg 
Inkubator (LB-Platten) WTB-Binder, Tuttlingen 
Inkubator (Zellkultur) Sanyo, Gunma, Japan 
Inkubatorschüttelhaube New Brunswick Scientific, Edison, USA 
Kreisschüttler Labinco, Breda, Niederlande 
Kühlschränke Bosch, München; Liebherr, Biberbach an der Riss; 

Sanyo, Gunma, Japan 
Kühlzentrifugen 5804R/5810R Eppendorf, Hamburg 
Laserscanningmikroskop LSM5Duo Carl Zeiss, Jena 
Lichtmikroskop Axiovert2 Carl Zeiss, Jena 
Ligationskammer Techne, Cambridge, UK 
Magnetrührplatten IKA, Wilmington, USA 
Mastercycler Eppendorf, Hamburg 
Mikrowelle Bosch, Stuttgart 
pH-Meter WTW-inoLab, Weilheim 
Pipetten Eppendorf, Hamburg; Gilson, Middleton, USA 
Pipettierhilfe Eppendorf, Hamburg 
Präparierbesteck Dumont, Montignez, Schweiz; FST, Heidelberg 
Pulsgenerator 2100 A-M Systems, Carlsborg, USA 
Reinstwassersystem SG Wasseraufbereitung GmbH, Barsbüttel 
Spektralphotometer Eppendorf, Hamburg 
Sterilisator FST, Heidelberg 
Sterilwerkbank Thermo Scientific, Waltham, USA 
Stimulus Isolator A385 Word Precision Instruments, Berlin 
Strom-/Spannungquelle Biometra, Göttingen 
Tiefkühlschrank Sanyo, Gunma, Japan 
Tischschüttler IKA, Wilmington, USA 
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Tischzentrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg 
Ultrazentrifuge Sorvall Discovery90 Thermo Scientific, Waltham, USA 
Ultrazentrifuge Sorvall RC6Plus Thermo Scientific, Waltham, USA 
VisiScope Confocal Cell Explorer Visitron, Puchheim 
Vortexer IKA, Wilmington, USA 
Wärmeschrank Heraeus Instruments, Hanau 
Wasserbad Julabo, Seelbach 

 
2.1.2 Chemikalien 
 
Substanz Hersteller 

Agarose Biozym, Hessisch Oldendorf 
AMBA Roth, Karlsruhe 
Ammoniumacetat Sigma, Taufkirchen 
Ammoniumpersulfat Roth, Karlsruhe 
Aqua ad iniectabilia B. Braun, Melsungen 
β-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe 
Borsäure Sigma, Taufkirchen 
Bromphenolblau Amersham, Freiburg 
Calciumchlorid-Dihydrat VWR, Darmstadt 
Chloroquin Sigma, Taufkirchen 
DEAE-Dextran Amersham, Freiburg 
Dimethylsulfoxid Roth, Karlsruhe 
Di-Natriumhydrogenphosphat Roth, Karlsruhe 
Di-Natriumtetraborat-Decahydrat Sigma, Taufkirchen 
DNA-Größenstandard Life Technologies, Darmstadt 
dNTPs Life Technologies, Darmstadt 
Dithiothreitol Roth, Karlsruhe 
ECL Western Blot Reagenz Amersham, Freiburg 
EDTA-Dinatriumsalz Dihydrat Roth, Karlsruhe 
Essigsäure Roth, Karlsruhe 
Ethanol 100% Applichem, Darmstadt 
Ethanol vergällt 96% Apotheke UKM 
Ethanol vergällt 70% Apotheke UKM 
Ethidiumbromidlösung Roth, Karlsruhe 
Fluorescence mounting medium Dako, Hamburg 
Glucose Sigma, Taufkirchen 
Glutamat Sigma, Taufkirchen 
Glutamin PAA / GE Healthcare, Cölbe 
Glycerol Roth, Karlsruhe 
Glycin Roth, Karlsruhe 
Isopropanol Roth, Karlsruhe 
Kaliumchlorid Roth, Karlsruhe 
Magnesiumchlorid Roth, Karlsruhe 
Methanol Applichem, Darmstadt 
Milchpulver BioRad, München 
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Natriumacetat Roth, Karlsruhe 
Natriumchlorid Omnichem, Wetteren, Belgien 
Natriumdodecylsulfat Roth, Karlsruhe 
Natriumhydroxid Roth, Karlsruhe 
Paraffin Roth, Karlsruhe 
Paraformaldehyd Roth, Karlsruhe 
PBS w/o Ca2+, Mg2+ BioChem, Karlsruhe 
PBS-Tween Sigma, Taufkirchen 
Phenol-Chloroform-Isopropanol Diagonal, Münster 
PonceauS Sigma, Taufkirchen 
Protease Inhibitor Cocktail Set III Merck, Darmstadt 
Protein-A Sepharose beads GE Healthcare, München 
Proteinstandard BioRad, München 
Saccharose Roth, Karlsruhe 
Salpetersäure Merck, Darmstadt 
Salzsäure Roth, Karlsruhe 
Temed Sigma, Taufkirchen 
Tris-Base Roth, Karlsruhe 
Tris-HCl Roth, Karlsruhe 
Trypanblau Life Technologies, Darmstadt 

2.1.3 Oligonukleotide 
 
ID Protein Sequenz RE Richtung 

MM10-78 Neurexin CGACGAGCTAGCAAGCTT HindIII vorwärts 
CCAGGCCCGATGGTGAGC 
AAGGGCGAGGAG  

MM10-79 Neurexin CGACGAGCTAGCCGGGCC HindIII rückwärts 
TGGCTTGTACAGCTCGTC 
CATGCCGC 

MM12-90 Denmark GATATACGCGTTGACATT NotI vorwärts 
GATTATTGACGATATCGC 
GGCCGCCTCTGGCTAAC 
TAGAGAACCCACTGCTTA 
CTGGC 

MM12-91 Denmark CGGTCATTCGTCACCCAA NotI rückwärts 
GAGATCAATCGGTCTCCG 
CCGGCGCTATAGCAGTTA 
TTAGTTACAGTTGCGCAT 
ATAG 

MM12-92 Neuroligin GTATACTGACTGGGCCGA PvuI vorwärts 
TCGCCATAACCCTGAAAC 
TAGAAGGAAG 

MM12-93 Neuroligin GAAGGAAGATCAAAGTCC PvuI rückwärts 
CAATACCGCTAGCCGGGT 
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CAGTCATATG 
MM13-28 pSyn5 CGTATCGATAAGCTTGCGGC NotI vorwärts 

CCGCGCATGCCTGCAGGTC 

MM13-29 pSyn5 GACCTGCAGGCATGCGCGG NotI rückwärts 
CCGCAAGCTTATCGATACG 

MM13-32 NrxnPDZ GGAAGCAGCCGCAAGAAG HindIII vorwärts 
AACAAGGATAAGGAGTATT 
ATGTCTAGCTTGCATGCCTG 
CAG 

MM13-33 NrxnPDZ CTGCAGGCATGCAAGCTAG HindIII rückwärts 
ACATAATACTCCTTATCCTT 
GTTCTTCTTGCGGCTGCTTCC 

MM14-37 pHTomato GGGGCTAGCGTGAGCAAGGG NheI vorwärts 
CGAGGAGAATAACATGGCCA 
TCATC 

MM14-32 pHTomato CAGGCTAGCGCCTCCGCTGG NheI rückwärts 
CGCCGGTGGA 

MM14-33 Syphys AAGCTGCTAGCAAGGATCCG NheI vorwärts 
TGACCG 

MM14-34 Syphys ACCAAGCTTGCTGCCGCCA NheI rückwärts 
CCACTGC 

MM14-35 GCaMP6f AGCAAGCTTGGTTCTCATCAT HindIII vorwärts 
CATCATCATCATGGTATGGC 

MM14-36 GCaMP6f TGCAAGCTTCGCGGCCGCTC HindIII rückwärts 
ACTTCGCT 

 
2.1.4 Vektoren 
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2.1.5 Antikörper 
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2.1.6 Mauslinien 
 
Die Herstellung von Primärkulturen (vgl. 2.2.2.1 und 2.2.2.2) erfolgte mit Wildtyp-Mäusen 

der Linie C57BL/6N. Die Tiere wurden von Janvier Labs, Saint-Berthevin, Frankreich 

bezogen. α-Nrxn triple knock out (TKO)-Mäuse wurden durch Deletion der ersten Exone von 

α-Nrxn in einem gemischten SV129/C57BL/6N-Hintergrund hergestellt. Die Verpaarungen 

für diese Experimente erfolgten mit Mäusen, welche für Nrxn1α und Nrxn3α KO heterozygot 

und für Nrxn2α KO homozygot waren (Missler et al., 2003). 

 
2.1.7 Zelllinien 
 
Die Expression von fluoreszenzmarkierten Proteinen sowie die Herstellung rekombinanter 

Proteine wurden an verschiedenen Zelllinien durchgeführt. Dies waren HEK tsA201 (human 

embryonic kidney) Zellen (Life Technologies, Darmstadt), N2A-Zellen (murine 

Neuroblastomazellen), freundlicherweise von J. Schwamborn, Luxemburg, zur Verfügung 

gestellt, sowie COS-7 (simiane Nierenzellen), welche vom DSMZ, Hannover bezogen 

wurden. 

 
2.1.8 Bakterienstämme 
 
Für die Hitzeschock-Transformation von QuikChange-Produkten (vgl. 2.2.1.3) wurden 

Escherichia coli XL10-Gold ultrakompetente Zellen von Stratagene, Waldbronn, genutzt. Zur 

Elektrotransformation (vgl. 2.2.1.12) wurden Escherichia coli XL1-Blue MRF 

superkompetente Zellen, ebenfalls von Stratagene, Waldbronn, verwendet.  
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2.1.9 Nährmedien und Zusätze 
 
Für die Kultivierung der Primärkulturen, der Zelllinien sowie der Bakterienstämme wurden 

nachfolgend aufgelistete Medien und Zusätze nach den entsprechenden Rezepturen verwendet. 

 
Medien & Zusätze Hersteller 

 

Ampicillin Sigma, Taufkirchen 
Apo-Transferrin Sigma, Taufkirchen 
B27 supplement Life Technologies, Darmstadt 
Cytosin Arabinosid Sigma, Taufkirchen 
Dulbecco's Modified Eagle Medium Sigma, Taufkirchen 
Fetal calf serum Life Technologies, Darmstadt 
Hank's Balanced Salt Solution Life Technologies, Darmstadt 
HEPES Life Technologies, Darmstadt 
Horse serum Life Technologies, Darmstadt 
Insulin Sigma, Taufkirchen 
Kanamycin Sigma, Taufkirchen 
Laura Bertani Medium Roth, Karlsruhe 
Lipofectamine 2000 Life Technologies, Darmstadt 
Minimum Essential Medium PAA / GE Healthcare, Cölbe 
Neurobasalmedium Life Technologies, Darmstadt 
Normal goat serum Life Technologies, Darmstadt 
NZY+-Medium Roth, Karlsruhe 
Ovalbumin Sigma, Taufkirchen 
Penicillin/Streptomycin Life Technologies, Darmstadt 
Poly-L-Lysin Sigma, Taufkirchen 
Progesteron Sigma, Taufkirchen 
Putreszin Sigma, Taufkirchen 
Selendioxid Sigma, Taufkirchen 

 

HBSS, 1x     

 50mL  HBSS (10x)     

   5mL  HEPES (1 M, pH 7,3)      

   5mL   Penicillin/Streptomycin (100x)     

440mL  Aqua ad iniectabilia 

 
Boratpuffer (0,1M, pH 8.5) 

     1,24g Borsäure 

     1,90g  Di-Natriumtetraborat 

   400mL  Aqua ad iniectabilia 
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Astrocytenmedium: Glial MEM* 

425mL  1x MEM 

  50mL  Horse serum 

  15mL  Glucose (20%) 

    5mL  Natriumpyruvat (100x)    

    5mL  Penicillin/Streptomycin (100x) 

 
MEM* 

480mL   1x MEM 

  15mL  Glucose (20%) 

    5mL  Natriumpyruvat (100x)      

 
Ausplattiermedium: MEM* + 10 % HS  

450mL  MEM* 

  50mL  Horse serum 

 
N2 supplement 

  96mL  MEM 

    1mL  Insulin   (finale Konz..: 5µg/ml) 

    1mL   Progesteron  (finale Konz.: 20nM) 

    1mL   Putreszin   (finale Konz.: 100µM) 

    1mL   Seleniumdioxid (finale Konz.: 30nM) 

100mg  Apo-Transferrin  

 
Neuronales Medium: N2.1 

80mL  MEM*    

10mL  N2 supplement    

10mL  Ovalbumin (1%)  

 
Neuronales Medium: B27 

100mL  Neurobasalmedium 

250µL  Glutamin  (finale Konz.: 0,5mM) 

   2mL  B27 supplement 

1mL  Penicillin/Streptomycin (100x)
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Transfektionspuffer 

274mM Natriumchlorid 

  40mM HEPES   

  12mM Glucose 

  10mM Kaliumchlord 

 1,4mM Di-Natriumhydrogenphosphat 

   
Live imaging-Puffer (pH 7.4) 

145mM Natriumchlorid 

 2,5mM Kaliumchlorid 

    2mM Calciumchlorid 

    2mM Magnesiumchlorid 

  10mM Glucose 

  10mM HEPES 

 
Kulturmedium Zelllinien   

445mL  DMEM 

  50mL  Fetal calf serum 

    5mL  Penicillin/Streptomycin (100x) 

 
Gefriermedium Zelllinien 

40mL  DMEM 

40mL  Fetal calf serum 

20mL  DMSO 

 
2.1.10 Enzyme 
 
Enzym Hersteller 

Alkalische Phosphatase NEB, Frankfurt am Main 
DNase Sigma, Taufkirchen 
T4 DNA Ligase NEB, Frankfurt am Main 
Triton X-100 Roth, Karlsruhe 
Trypsin, 2.5%, 10x Life Technologies, Darmstadt 
Trypsin, 2.5%, 10x PAA / GE Healthcare, Cölbe 
Trypsin-EDTA, 0.25%, 1x PAA / GE Healthcare, Cölbe 
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2.1.11 Kits 
 
Kit Hersteller 

Expand™ High Fidelity PCR Roche Applied Science, Mannheim 
NucleoBond PC500 Macherey-Nagel, Düren 
NucleoSpin Plasmid Macherey-Nagel, Düren 
Qiaex II Agarose Gel Extraction Qiagen, Hilden 
QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Agilent Technologies, La Jolla, CA, USA 
 
2.1.12 Software 
 
Programm Anwendung Referenz 

Adobe Illustrator CS4  Bildbearbeitung Adobe Systems, München 
Adobe Photoshop CS4 Bildbearbeitung Adobe Systems, München 
Lasergene 8.0.3 DNA Sequenzanalyse DNAStar, Madison, WI, USA 
ImageJ 1.47a Bildbearbeitung/-analyse NIH, Bethesda, MD, USA 
MetaMorph 7.7.2.0 Bildanalyse Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA 
Prism 4 Datenanalyse GraphPad Software, La Jolly, CA, USA 
VisiView 2.1.1 Mikroskopsteuerung Visitron, Puchheim 
ZEN 2011 Mikroskopsteuerung Carl Zeiss, Jena 

Blast DNA Sequenzanalyse http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 
PrimerX Primerdesign http://www.bioinformatics.org/primerx/ 
UniProtKB Primärsequenz http://www.uniprot.org/help/uniprotkb 
WatCut Primerdesign http://watcut.uwaterloo.ca/ 
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2.2 Methoden 
 
2.2.1 Molekularbiologische Methoden 
 
2.2.1.1 Klonierungsstrategien 
 
Zur Synthese mutierter Plasmide, wie Veränderung des Vektors oder Hinzufügen von 

Reporterproteinen (Fluoreszenz), wurden zunächst geeignete Primer entworfen, welche zur 

jeweiligen DNA-Sequenz komplementär waren und zur Identifizierung positiver Mutanten 

zusätzliche Restriktionsstellen in das Plasmid einbrachten oder bereits vorhandene entfernten. 

Die Oligonukleotidpaare (vgl. Kap. 2.1.3) folgten bezüglich Basenlänge und 

Schmelztemperatur den Parametern der jeweiligen Methodenprotokolle. Die Primer wurden 

in einer PCR-Reaktion (vgl. Kap. 2.2.1.2) eingesetzt, um DNA-Abschnitte aus einem 

Ausgangsplasmid zu amplifizieren. Die erhaltenen DNA-Fragmente wurden mittels Agarose-

Gelelektrophorese (vgl. Kap. 2.2.1.5) voneinander getrennt und per Gelextraktion (vgl. Kap. 

2.2.1.6) aufgereinigt. Es erfolgte ein Restriktionsverdau sowie eine Phenol-Chloroform 

Extraktion (vgl. Kap. 2.2.1.7). Über die entsprechenden Restriktionsstellen im Zielvektor 

wurden beide Bestandteile miteinander ligiert (vgl. Kap. 2.2.1.11), potentielle Religation des 

Zielplasmids wurde durch vorangehende Dephosphorylierung (vgl. Kap. 2.2.1.10) deutlich 

reduziert. Die erhaltenen Ligationsansätze wurden in E. coli elektrotransformiert (vgl. Kap. 

2.2.1.12) und auf LB-Agar-Platten mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum 

ausplattiert. Positive Einzelkolonien wurden über Nacht in Nährmedium angezogen, um mit 

den Bakterien eine schnelle Plasmid-Isolierung (vgl. Kap. 2.2.1.8) und einen analytischen 

Restriktionsverdau (vgl. Kap. 2.2.1.4) durchzuführen. Nach erfolgter Identifizierung wurden 

einzelne, positive Klone ausgewählt, deren DNA über eine Plasmid Minipräparation (vgl. Kap. 

2.2.1.9) isoliert und zur Sequenzierung (GATC, Konstanz; vgl. Kap. 2.2.1.15) gegeben wurde. 

Konnten die gewünschten Mutationen bestätigt werden, wurde eine Plasmid Maxipräparation 

(vgl. Kap. 2.2.1.13) durchgeführt und die Plasmide bei 4°C gelagert. 

 
2.2.1.2 Polymerase-Kettenreaktion (Expand™ High Fidelity System) 
 
Lösungen: Reaktionspuffer (10x), Template-DNA (10ng/μL), Vorwärts-/Rückwärtsprimer, 

dNTP-Mix (10mM), Taq-DNA Polymerase 

 
Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient der selektiven 

Vervielfältigung von DNA-Fragmenten (Higuchi et al., 1988). Für diese enzymatische 

Reaktion werden zwei Primer benötigt, deren Sequenz zu jeweils einem der beiden DNA-

Stränge komplementär ist und die zu amplifizierende DNA-Sequenz flankieren. Der PCR-
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Zyklus besteht aus den Phasen Denaturierung des DNA-Doppelstranges, Bindung der 

Oligonukleotidpaare an die komplementären Sequenzen (Annealing) sowie Anbindung 

weiterer Nukleotide (Elongation). Die einzelnen Primer setzten sich aus mindestens 21 

Nukleotiden zusammen und hatten eine Schmelztemperatur von mehr als 58°C. Die 

Temperatur während des Annealing richtete sich nach der Länge der Primer, die Dauer der 

Elongation nach der Größe des Ausgangsplasmides. Nach der PCR wurde das Produkt auf ein 

Agarosegel aufgetragen und gewünschte DNA-Fragmente wurden isoliert.  

 
Reaktionsansatz: 

13µL H2O 

2µL Reaktionspuffer (10x) 

1µL Plasmid-DNA (10ng) 

1µL Vorwärtsprimer (OD260nm: 5) 

1µL Rückwärtsprimer (OD260nm: 5) 

1µL dNTP-Mix (10mM) 

1µL Enzym-Mix (Taq-Polymerase) 
 
 
PCR-Parameter: 

Segment Zyklen Temperatur  Zeit 

1  1  96°C   5min 

2  30  96°C   1min 

    55-65°C  1min 

    72°C   1min/kb 

3  1  72°C   1min 
 
 
2.2.1.3 In vitro Mutagenese (QuikChange® Site-Directed Mutagenesis) 
 
Lösungen: Reaktionspuffer (10x), Template-DNA (10ng/μL), Vorwärts-/Rückwärtsprimer, 

dNTP-Mix (10mM), Quik-Lösung, Pfu Turbo-DNA Polymerase (2,5U/µL), DpnI (10U/µL), 

β-Mercaptoethanol-Mix, NZY+-Medium, LB-Medium 

 
Punktmutationen, Hinzufügen oder Entfernen einzelner oder mehrerer Aminosäuren in einem 

Ausgangsplasmid wurden mit dem QuikChange® Mutagenese Kit (Life Technologies, 

Darmstadt) durchgeführt. Hierzu wurden wie bei der PCR Primer benötigt, welche 

komplementäre Sequenzen sowie zusätzliche Restriktionsstellen zur Identifikation positiver 
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Klone enthielten. Nach der Denaturierung erfolgte die Elongation durch Anlagerung der 

Mutageneseprimer und die Pfu Turbo-DNA Polymerase. 

 
Reaktionsansatz: 

5µL Reaktionspuffer (10x) 

100ng Plasmid-DNA 

125ng Vorwärtsprimer 

125ng Rückwärtsprimer 

1µL dNTP-Mix (10mM) 

1,5µL Quik-Lösung 

mit ddH2O auf 50µL Volumen 

1µL Pfu Turbo-DNA Polymerase (2,5U/µL) 
 
 
PCR-Parameter: 

Segment Zyklen Temperatur  Zeit 

1  1  95°C   2min 

2  18  95°C   20sec 

    60°C   10sec 

    68°C   30sec/kb 

3  1  68°C   5min 
 
Anschließend erfolgte ein selektiver Restriktionsverdau mit 2µL DpnI für 5min bei 37°C, 

wodurch die methylierten Nukleotide des Ausgangsplasmides verdaut wurden, die mutierte 

DNA blieb erhalten. Zur Transformation wurden 45µL XL10-Gold ultrakompetente Zellen 

mit 2µL β-Mercaptoethanol-Mix versetzt und 2min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 2µL 

DpnI-verdauter DNA wurden die Zellen für 30min auf Eis inkubiert, im 42°C-Wasserbad für 

exakt 30s einem Hitzeschock unterzogen sowie weitere 2min auf Eis inkubiert. Anschließend 

wurden 0,5mL vorgewärmtes (42°C) NZY+-Medium hinzugefügt und für 1h bei 250rpm und 

37°C inkubiert. Schließlich konnten je 250µL auf eine LB-Agar-Platte mit dem 

entsprechenden Selektionsantibiotikum (1:1.000) ausplattiert werden. 

 
2.2.1.4 Restriktionsenzym-Verdau von DNA 
 
Lösungen: Restriktionspuffer (10x) NEB 1-4, BSA (10x, 10mg/mL), Ladepuffer (10x: 57% 

Glycerin, 100mM Tris pH 8.0, 10mM EDTA, 0,001% Bromphenolblau) 
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Der analytische Restriktionsverdau von 2µL DNA aus Express Plasmid Minipräparationen 

(vgl. Kap. 2.2.1.8) wurde in einem Gesamtvolumen von 20µL durchgeführt, darin enthalten 

waren 2µL 10x Restriktionspuffer sowie je 1µL Enzym. Der Verdau erfolgte für 2h bei 37°C. 

Für einen präparativen Restriktionsverdau von PCR-Produkten oder Zielvektoren betrug das 

Gesamtvolumen 60µL, davon 2-5µg DNA, 6µL 10x Restriktionspuffer und je 1µL Enzym, 

die Inkubation lief über Nacht bei 37°C. Die Reaktionen wurden entsprechend 

Herstellerangaben mit den verschiedenen Puffern und ggf. unter Zugabe von BSA (bovine 

serum albumin) durchgeführt. Die Proben wurden schließlich mit 5x Ladepuffer versetzt und 

auf ein Agarosegel aufgetragen. 

 
2.2.1.5 Agarose-Gelelektrophorese 
 
Lösungen: TAE (50x: 2M Tris, 50mM EDTA, 4% Essigsäure, pH 8.5), Ladepuffer (10x: 57% 

Glyzerin, 100mM Tris pH 8.0, 10mM EDTA, 0,001% Bromphenolblau), Ethidiumbromid, 

1kB DNA Marker (Life Technologies, Darmstadt) 

 
DNA-Fragmente aus PCR-Ansätzen und Restriktionsverdauen können entsprechend ihrer 

Größe elektrophoretisch voneinander getrennt werden. Hierfür wurden 0,8% (w/v) Agarose 

mit 1x TAE-Puffer durch Aufkochen gelöst, Ethidiumbromid (1:10.000) zugegeben und das 

Gel in eine Flachbett-Elektrophoresekammer blasenfrei gegossen. Die DNA-Proben wurden 

mit 5x Ladepuffer (1:5) versetzt, in die Gelkammern aufgetragen und bei einer Spannung von 

80-120V aufgetrennt. Die Detektion erfolgte unter 70% UV-Leistung, der mitlaufende DNA-

Längenstandard ermöglichte die Bestimmung der Fragmentgröße.  

 
2.2.1.6 Gelextraktion (QIAEX II Agarose Gel Extraction) 
 
Lösungen: Puffer QX1, Puffer QIAEX II, Puffer PE, Natriumacetat (3M, pH 5.0) 
 
Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mittels QIAEX II-Kit 

weitestgehend entsprechend Herstellerangaben. Die Banden wurden auf einem UV-Tisch mit 

einem Skalpell ausgeschnitten und mit 700µL des Puffers QX1 versetzt (bei 100bp-4kb 

Fragmentgröße). Der QIAEXII-Puffer muss für 30s gevortext werden, um eine Resuspension 

der Silikonpartikel zu gewährleisten. Anschließend wurden 12µL QIAEXII-Puffer 

(entsprechend der DNA-Menge) zu den Proben hinzugefügt und für 10min bei 50°C inkubiert. 

Um die Silikonpartikel in Lösung zu halten, wurde die Suspension alle 2min gevortext. Des 

Weiteren kann zur Stabilisierung des pH-Wertes eine Zugabe von 10µL Natriumacetat 

notwendig sein. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation für 30s bei 12.000xg, der 
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Überstand wurde vorsichtig abgenommen, die Silikonpartikel in 500µL Puffer QX1 

resuspendiert und erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde 2x mit je 500µL Puffer PE 

gewaschen, für 15min bei RT getrocknet und schließlich in 20µL H2O eluiert (5min bei 50°C). 

Das Eluat wurde für 30s bei 12.000xg zentrifugiert, die DNA-Lösung konnte abgenommen 

und bei -20°C gelagert werden. 

 
2.2.1.7 Phenol-Chloroform-Extraktion 
 
Lösungen: Phenol-Chloroform-Isoamylethanol (25:24:1), Ethanol (100%, 70%), 

Natriumacetat (3,3M) 

 
Zur Extraktion restriktionsverdauter DNA-Fragmente bzw. von PCR-Produkten wurden diese 

mit H2O auf ein Volumen von 100µL aufgefüllt und 100µL Phenol-Chloroform hinzugefügt. 

Durch Zentrifugation für 10min bei 12.000xg bildeten sich verschiedene Phasen, die obere, 

wässrige Phase wurde abgenommen und in ein neues Gefäß überführt. Dieser Überstand 

wurde zur Entfernung von Phenolresten mit dem gleichen Volumen Chloroform versetzt und 

erneut 10min bei 12.000xg zentrifugiert. Der Überstand wurde mit 1/10 des Gesamtvolumens 

Natriumacetat (ca. 10µL) sowie dem 2,5fachen Volumen 100% Ethanol (ca. 250µL) gemischt, 

bei -20°C wurde die DNA gefällt. Nach Zentrifugation für 15min bei 12.000xg und 4°C 

wurde der Überstand entfernt und das DNA-Pellet mit 300µL 70% Ethanol gewaschen. Es 

wurde erneut für 10min zentrifugiert, der Überstand abgenommen und die DNA bei 

Raumtemperatur (RT) getrocknet sowie abschließend in 20µL H2O resuspendiert. 

 
2.2.1.8 Express Plasmid Minipräparation 
 
(nach (Holmes & Quigley, 1981)) 

Lösungen: STET-Puffer (8% Succrose, 0,5% Triton-X100, 10mM Tris pH 8.0, 50mM EDTA 

pH 8.0), TE-Puffer, Ethanol (100%, 70%), Lysozymlösung (10mg/mL), Natriumacetat (7,5M) 

 
Zur Restriktionsanalyse wurden E. coli Einzelkulturen in 5mL LB-Medium mit 

entsprechendem Antibiotikum (1:1.000) über Nacht bei 250rpm und 37°C inkubiert. 1,5mL 

der Kultur wurden abgenommen und für 1min bei 12.000xg zentrifugiert. Die Bakterien 

wurden in 300µL STET-Puffer resuspendiert, mit 25µL Lysozymlösung versetzt und für 

exakt 45s bei 95°C inkubiert. Es erfolgte eine Zentrifugation für 10min bei 12.000xg und RT, 

anschließend wurde das erhaltene Pellet verworfen. Nach Zugabe von 50µL Natriumacetat 

und 500µL 100% Ethanol wurde für 15min bei 12.000xg und RT zentrifugiert, um die DNA 

zu fällen. Der Überstand wurde dekantiert und die DNA mit 500µL 70% Ethanol (-20°C) 
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gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet im Wasserbad (37°C) für 15min 

getrocknet und in 50µL TE-Puffer resuspendiert. Die erhaltene DNA konnte anschließend für 

den analytischen Restriktionsverdau eingesetzt werden. 

 
2.2.1.9 Plasmid Minipräparation (NucleoSpin Plasmid) 
 
Lösungen: Resuspensionspuffer A1, Lysepuffer A2, Neutralisierungspuffer A3, Waschpuffer 

AW, Elutionspuffer AE (5mM Tris-HCl, pH 8.5), Ethanol (100%) 

 
Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen für Sequenzierungen wurde das 

NucleoSpin Plasmid-Kit (Macherey-Nagel, Düren) gemäß Herstellerangaben genutzt. 1,5mL 

der Bakterienkultur, die zuvor die Express Plasmid Minipräparation und den analytischen 

Restriktionsverdau durchlief, wurden für 30s bei 11.000xg pelletiert und der Überstand 

entfernt. Nach Resuspension mit 250µL Puffer A1 und Zugabe von 250µL Puffer A2 wurde 

das Reaktionsgefäß mehrfach invertiert und für 5min bei RT inkubiert, wodurch die Bakterien 

lysiert wurden. Die Fällung erfolgte mittels Zugabe von 300µL Puffer A3. Es wurde für 5min 

bei 11.000xg zentrifugiert, um das Lysat zu reinigen, anschließend wurde es auf eine 

Säulenmatrix aufgetragen und für 1min bei 11.000xg zwecks Bindung der DNA zentrifugiert. 

Die Säule wurde durch Zugabe von 500µL Puffer AW und 600µL Puffer A4 sowie jeweils 

Zentrifugation für 1min bei 11.000xg gewaschen. Zum Trocknen der Säule wurde 2min bei 

11.000xg zentrifugiert. Die DNA wurde mit 50µL Puffer AE für 1min bei RT inkubiert und 

durch Zentrifugation für 1min bei 11.000xg eluiert. 

 
2.2.1.10 Dephosphorylierung 
 
Lösungen: Dephosphorylierungspuffer (10x, 0,5M Tris-HCl, 1mM EDTA pH 8.0), alkalische 

Phosphatase (Boehringer, Mannheim) 

 
Um die Religation von Zielvektoren zu verhindern wurden nach dem Restriktionsverdau die 

Phosphatreste am 5’-Ende entfernt. Zur verdauten DNA (60µL) wurden 10µL 10x 

Dephosphorylierungspuffer, 2µL alkalische Phosphatase sowie 28µL H2O hinzugefügt und 

für 30min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze durch Phenol-Chloroform-

Extraktion (vgl. Kap. 2.2.1.7) von Phosphatase und Restriktionsenzymen gereinigt. 



Material & Methoden 

43 

2.2.1.11 Ligation 
 
Lösungen: Ligationspuffer (10x, 660mM Tris-HCl, 50mM MgCl2, 10mM Dithioerythrol, 

10mM ATP, pH 7.5), T4-Ligase (Boehringer, Mannheim) 

 
Während der Ligation können Enden doppelsträngiger DNA-Fragmente, die mit denselben 

Restriktionsenzymen geschnitten wurden, verbunden werden. Dies dient z.B. dem 

Zusammenführen von PCR-Produkten (insert) mit linearisierten Zielvektoren. Die Volumina 

wurden so gewählt, dass die Konzentration der insert-DNA etwa 10x so hoch war wie die 

Konzentration des Zielvektors. In einem Gesamtvolumen von 20µL wurden 2µL 10x 

Ligationspuffer sowie 1µL T4-Ligase eingesetzt und über Nacht bei 11°C inkubiert. 4µL des 

Ligationsansatzes wurden am nächsten Tag zur Elektrotransformation genutzt. 

 
2.2.1.12 Elektrotransformation 
 
Zellen des E. coli-Stammes XL1-Blue MRF wurden auf einer LB-Agarplatte mit Tetracyclin 

(12,5µg/mL) ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert, anschließend wurde eine 

Kolonie dieser Platte in 50mL LB-Medium über Nacht bei 250rpm und 37°C inkubiert. 10mL 

dieser Vorkultur wurden zum Animpfen von 1L LB-Medium genutzt und für 3-5h bei 250rpm 

und 37°C inkubiert. Bei einer optischen Dichte OD600 von 0,6-0,7 war die optimale 

Wachstumsphase der Kultur erreicht. Die Zellen wurden schrittweise für 15min bei 4.000xg 

und 4°C pelettiert und das Pellet in 1L, 500mL, 250mL und 4mL eiskalter 10% 

Glycerinlösung resuspendiert. Die Bakterien wurden in 50µL-Aliquots aufgeteilt, in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren und konnten bei -80°C gelagert sowie für die Elektrotransformation 

genutzt werden. 

Zur Elektrotransformation wurden die Bakterien auf Eis langsam aufgetaut. 4µL eines 

Ligationsansatzes bzw. 4µL 1:300 verdünnter Plasmid-DNA wurden zu den kompetenten 

Zellen gegeben und für 1min auf Eis inkubiert. Die Suspension wurde in einer vorgekühlten 

Küvette einer Spannung von 2,5kV ausgesetzt. Anschließend wurde 1mL LB-Medium 

hinzugefügt und für 1h bei 250rpm und 37°C inkubiert. Die transformierten Bakterien wurden 

schließlich auf LB-Platten mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum (1:1.000) 

ausplattiert. 

 
2.2.1.13 Plasmid Maxipräparation (NucleoBond PC500) 
 
Lösungen: Resuspensionspuffer S1 (50mM Tris-HCl, 10mM EDTA, 100μg/mL RNase A, pH 

8.0), Lysepuffer S2 (200mM NaOH, 1% SDS), Neutralisierungspuffer S3 (2,8M KAc, 
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pH 5.1), Equilibrierungspuffer N2 (100mM Tris, 15% Ethanol, 900mM KCl, 0,15% TritonX-

100, pH 6.3), Waschpuffer N3 (100mM Tris, 15% Ethanol, 1,15M KCl, pH 6.3), 

Elutionspuffer N5 (100mM Tris, 15% Ethanol, 1M KCl, pH 8.5), Isopropanol, Ethanol (70%), 

TE-Puffer (pH 8.0) 

 
Zur Herstellung größerer Mengen Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen wurde das 

NucleoBond PC500-Kit (Macherey-Nagel, Düren) gemäß Herstellerangaben genutzt. Die 

Bakterien wurden elektrotransformiert, eine Stunde präinkubiert, anschließend 100µL in 

500mL LB-Medium mit entsprechendem Selektionsantibiotikum (1:1.000) gegeben und über 

Nacht bei 250rpm und 37°C inkubiert. Je 250mL der Kultur wurden am nächsten Tag in ein 

Zentrifugenröhrchen im vorgekühlten SLA1500-Rotor für 15min bei 6.000xg und 4°C 

zentrifugiert, um den Überstand zu verwerfen und die Bakterienpellets in 12mL Puffer S1 zu 

resuspendieren. Nach Überführung in SS-34 Zentrifugenröhrchen wurden 12mL Puffer S2 

hinzugefügt, mehrfach invertiert und 3min bei RT inkubiert, um die Bakterien zu lysieren. Es 

wurden 12mL Puffer S3 dazu gegeben, mehrfach invertiert und 5min auf Eis inkubiert, um 

das Lysat zu fällen. Danach wurde für 40min bei 12.000xg und 4°C zentrifugiert. Die 

Äquilibrierung der Säulen erfolgte mit je 6mL Puffer N2, währenddessen wurde der 

Überstand der letzten Zentrifugation durch einen vorgefeuchteten Filter gegeben und danach 

auf die Säulen aufgetragen, um die DNA zu binden. Die Säulen wurden mit 32mL Puffer N3 

gewaschen und die DNA anschließend mit 15mL Puffer N5 eluiert. Die DNA wurde mit 

11mL Isopropanol gefällt, für 30min bei 15.000xg und 4°C pelettiert und unter Zugabe von 

70% Ethanol für 10min bei 15.000xg und RT gewaschen. Das erhaltene DNA-Pellet wurde 

schließlich im 42°C-Wasserbad getrocknet und in 500µL TE-Puffer resuspendiert. Die DNA-

Konzentration konnte am darauffolgenden Tag bestimmt werden. 

 
2.2.1.14 Konzentrationsbestimmung von DNA 
 
Die Konzentration einzel- bzw. doppelsträngiger DNA in Lösung wurde in einem 

Spektralphotometer (Eppendorf, Hamburg) gemessen. In einer Küvette wurden in 60µL 

Gesamtvolumen 3µL Probe verdünnt und die Absorptionen bei 260nm und 280nm im 

Vergleich zum Leerwert gemessen. Für einzelsträngige DNA berechnet sich die 

Konzentration gemäß 1 A260 = 36µg/mL und für doppelsträngige DNA 1 A260 = 50µg/mL. 

Der Quotient der Absorptionen A260/A280 diente der Identifizierung möglicher Kontamination 

durch Proteine. Ein Wert von 2,0 entspricht 100% DNA, je geringer dieser Wert, desto höher 

die Proteinkontamination. Es wurden nur Proben mit einem Absorptionsquotienten 1,8 bis 2,0 

verwendet. 
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2.2.1.15 DNA-Sequenzierung und Sequenzanalyse 
 
DNA-Sequenzierungen wurden durch die Firma GATC (Konstanz) durchgeführt. Für 

Plasmid-DNA wurde eine Konzentration von 30-100ng/µL benötigt, mitgesandte Primer 

mussten eine Konzentration von 10pmol/µL aufweisen. Die Sequenzierungsergebnisse 

wurden mit der Lasergene-Software (DNAStar, Madison, WI, USA) ausgewertet. 
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2.2.2 Zellbiologische Methoden 
 
Maßgeblicher Bestandteil der Methoden der vorliegenden Arbeit war die Präparation und 

Kultivierung primärer Astrozyten, primärer hippokampaler Neurone sowie die transiente 

Transfektion fluoreszenzmarkierter Proteine und die Beobachtung dieser Proteine in lebenden 

Neuronen. Der zeitliche Ablauf dieser Experimente ist in Abbildung 2.1 schematisch 

dargestellt und in den nachfolgenden Kapiteln (vgl. Kap. 2.2.2.1 bis 2.2.2.3 und 2.2.3.4) 

beschrieben. 
 

 
 
 
2.2.2.1 Präparation und Kultivierung primärer Astrozyten 
 
(modifiziert nach (Kaech & Banker, 2006)) 

Die Astrozyten wurden aus den Kortizes junger Mäuse (P1-3) isoliert. Dazu wurde der 

Schädel der Mäuse von der dorsalen Seite aus geöffnet, die Kortizes vom übrigen Gehirn 

getrennt, nach Entfernen der Meningen zerkleinert und in 12mL 1x HBSS (Hank’s balanced 

salt solution) gesammelt. Es erfolgte ein enzymatischer Verdau mit 1,5mL 0,25% Trypsin 
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und 1,5mL 1% DNAse für 15min bei 37°C. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1,5mL 

horse serum beendet. 12mL des Mediums wurden, möglichst ohne Hirngewebe, abgenommen 

und durch einen sterilen Zellenfilter (Porengröße 70µm) filtriert. Die Gewebestücke wurden 

mittels zweier silikonisierter Pasteurpipetten, die zweite auf den halben Durchmesser (ca. 

1,5mm) reduziert, trituriert. Anschließend wurde die Suspension über den Zellenfilter wieder 

mit dem zuvor entfernten Medium vereint. Es folgte eine Zentrifugation für 10min bei 

1.000rpm und RT, um die Zellen zu pelletieren. Diese wurden in 15mL Glial MEM* 

resuspendiert, die Zellzahl durch Zählung in einer Neubauer-Zählkammer bestimmt und 

entsprechend 4.500.000 Zellen pro T75-Zellkulturflasche (600 Zellen/mm2) ausplattiert. Die 

Astrozyten wurden im Inkubationsschrank bei 37°C, 5% CO2 in Glial MEM* kultiviert. Am 

Tag nach der Präparation sowie anschließend alle 3-4 Tage erfolgte ein Medienwechsel. Beim 

Erreichen von nahezu 100% Konfluenz (10-12 Tage) wurden die Zellen mit 3mL PBS 

gewaschen, mit 3mL 0,25% Trypsin/EDTA für 5min bei 37°C von der Kulturflache gelöst 

und in jeweils 3mL horse serum gesammelt. Hierbei wurden bis zu 3 Kulturen 

zusammengefügt. Die Astrozyten wurden durch Zentrifugation für 10min bei 1.000rpm und 

RT pelletiert und in Glial MEM* (1,35mL pro Kultur) resuspendiert. Die Zellen wurden auf 

Kryovials aufgeteilt (entsprechend 1 Kryovial pro T75-Kulturflasche) und nach Zugabe von 

150µL DMSO bei -80°C (-1°C/min) eingefroren. Die Herstellung der Kryokulturen 

garantierte einerseits einen Vorrat benötigter Astrozyten und verringte zudem den Anteil der 

Mikroglia. 

Für den Einsatz bei der Kultivierung primärer Neurone wurden die Kryokulturen bei 37°C 

aufgetaut und in 15mL horse serum gegeben. Durch Zentrifugation für 6min bei 1.000rpm 

und RT wurden die Astrozyten pelletiert. Anschließend wurden die Zellen in 10mL Glial 

MEM* resuspendiert und 55.000 Zellen pro well (12-wellplate) ausgesät. Am 

darauffolgenden Tag wurde das Medium gewechselt und am Tag vor der Präparation primärer 

Neurone gegen 1mL N2.1 ausgetauscht. 

 
2.2.2.2 Präparation und Kultivierung primärer hippokampaler Neurone 
 
(modifiziert nach (Kaech & Banker, 2006)) 

Primäre Neurone wurden auf Poly-L-Lysin (PLL) beschichteten Deckgläsern ausplattiert. Die 

Deckgläser wurden 30-40 Stunden in 70% Salpetersäure gereinigt, für 2x 1h und 2x 30min in 

Aqua dest. gewaschen und anschließend für 2 Stunden bei 80°C getrocknet. Danach wurden 

sie über Nacht bei 225°C gebacken. Die Beschichtung mit PLL (1mg/mL in Boratpuffer) 

erfolgte innerhalb von etwa 18 Stunden, danach wurden die Deckgläser 2x 1h mit sterilem 
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Wasser gewaschen und bis zur Verwendung bei 37°C gelagert, wobei die Deckgläser nach 

der Beschichtung nicht mehr austrocknen sollten. Unmittelbar vor der Präparation wurde das 

Wasser gegen Ausplattiermedium getauscht. 

Die Neurone wurden aus den Hippokampi embryonaler Mäuse (E17.5) isoliert. Zur 

Präparation des Hippocampus wurde der Schädel der Tiere von dorsaler Seite geöffnet, die 

Kortizes abgetrennt und die Meningen entfernt, dann konnten die Hippokampi 

herauspräpariert werden. Nach Entfernung des Gyrus dentatus wurden die Hippokampi in 1x 

HBSS gesammelt (für später eingesetzte Cokulturen wurde der Gyrus dentatus nicht entfernt). 

Nach Präparation aller Hippokampi wurde das HBSS gegen 4,5mL neuen HBSS ausgetauscht 

und 0,5mL 2,5% Trypsin für den enzymatischen Verdau für 15min bei 37°C hinzugefügt. 

Danach wurde 3x mit HBSS gewaschen, die Zellen mittels zweier Pasteurpipetten trituriert 

und das Medium entsprechend der Anzahl der präparierten Tiere aufgefüllt (1mL pro Tier). 

Die Zellzahl wurde mittels einer Neubauer-Zählkammer bestimmt und die Neurone 

entsprechend 150.000 Zellen pro 6cm Petrischale (50-100 Zellen/mm2) auf je 5 vorbereitete 

Deckgläser ausgesät. Nach 4 Stunden waren die Zellen adhärent und die Deckgläser konnten 

umgedreht zu den sekundären Astrozytenkulturen gegeben werden, wodurch die Neurone mit 

Nährstoffen versorgt wurden und eine längere Überlebensdauer aufwiesen. Zudem war die 

räumliche Trennung von Astrozyten und Neuronen bei späteren immunozytochemischen 

Färbungen (vgl. Kap. 2.2.3.1) und beim live imaging (vgl. Kap. 2.2.3.4) von Vorteil. 

Die Zellen wurden im Inkubationsschrank bei 37°C, 5% CO2 kultiviert. Neurone aus 

Embryonen dieser späten Phase (E17.5) sind überwiegend postmitotisch, um das Wachstum 

glialer Zellen zu inhibieren wurde am dritten Tag in Kultur (DIV3, day in vitro) 5µM AraC 

pro well dazugegeben. Nachdem die Neurone ausplattiert wurden, bilden sich Fortsätze (Stage 

1), welche nach kurzer Zeit zu wachsen beginnen (Stage 2). Nach ein oder zwei Tagen setzt 

an einem der Neuriten ein schnelleres Wachstum ein, welches sich zum Axon ausbildet (Stage 

3), wohingegen die anderen Neuriten ihre Größe kaum verändern, sich kurz darauf jedoch zu 

verzweigten Dendriten entwickeln (Stage 4). Synaptogenese beginnt etwa ab DIV10-12, ab 

DIV14 lassen sich ausgebildete Synapsen finden ((Dotti et al., 1988; Fletcher & Banker, 

1989), vgl. Abb. 2.2) 

Für live imaging-Experimente hingegen wurden sekundäre Astrozyten auf PLL-beschichtete 

Deckgläser und hippokampale Neuronen mit einer Dichte von 150.000 Zellen pro ibidi dish 

(ca. 400 Zellen/mm2) ausplattiert. Ansonsten verlief die Präparation und Kultivierung 

entsprechend den angegebenen Standards. In Abhängigkeit von den geplanten Experimenten 

wurden die Zellen in N2.1 Medium (Experimente bis DIV7) oder B27 Medium (Experimente 
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DIV 10 bis DIV21) kultiviert. Die geringe Dichte der Neurone lieferte einige Vorteile, so war 

es möglich, einzelne Neurone zu verfolgen und aufgrund der nahezu zweidimensionalen 

Struktur konnten dynamische Prozesse optimal beobachtet werden (Kaech et al., 2012). 

 

 
 
2.2.2.3 Transfektion primärer hippokampaler Neurone 
 
(modifiziert nach (Dresbach et al., 2003)) 

Primär kultivierte Neurone wurden zwecks Expression von meist fluoreszenzmarkierten 

Proteinen transfiziert. Die Transfektion erfolgte bei jungen Neuronen (DIV4-5) nach der 

Calcium-Phosphat-Präzipitationsmethode, bei älteren Kulturen (bis DIV19) wurden 

Transfektionen mittels Lipofectamine 2000 durchgeführt. 

Am Tag vor der Transfektion wurde dem Kulturmedium der Neurone 500µL/well N2.1 

hinzugefügt. Zur Transfektion wurden entsprechend 500µL konditioniertes Medium und die 

Deckgläser mit den Zellen auf eine neue Platte überführt. Der Transfektionsmix (pro 500µL 

Medium) bestand aus H2O (entsprechend auf 30µL Gesamtvolumen vorgelegt), 1µg DNA, 

1,87µL 2M CaCl2 (mehrmaliges Auf- und Abpipettieren, bis eine homogene Lösung vorlag) 

sowie 15µL Transfektionspuffer, welcher tropfenweise über einem Vortexer (600rpm) 

hinzugefügt wurde. Es erfolgte eine Inkubation für 20min bei RT im Dunkeln, während der 

sich die Präzipitate ausbildeten. Anschließend wurden 30µL zu jedem well gegeben und die 

Zellen für 1h bei 37°C inkubiert. Zur Entfernung des Präzipitats wurden die Zellen danach 2x 

mit je 1mL Neurobasalmedium gewaschen. Schließlich wurden die Neurone wieder im 

ursprünglichen Medium kultiviert. Je nach Plasmid wurden die Zellen nach 2, 7 oder 14 
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Tagen fixiert (4% PFA/PBS für 10 min bei RT) und ggf. immunozytochemisch gefärbt (vgl. 

Kap. 2.2.3.1). 

Für live imaging-Experimente wurden gemäß der oben beschriebenen Kultivierung die 

Deckgläser mit Astrozyten temporär entfernt und 500µL Medium bei den Neuronen in den 

ibidi dishes belassen. Darüber hinaus erfolgte die Transfektion nach der bereits beschriebenen 

Methode. Nach einstündiger Inkubation wurden die Zellen 2x mit je 1mL Neurobasalmedium 

gewaschen, bevor die Neurone wieder mit 2mL Medium und den Astrozyten kultiviert 

wurden. Die Messungen erfolgten 2-3 Tage nach Transfektion. 

Ältere Kulturen wurden für live imaging-Experimente mit Lipofectamine 2000 transfiziert, da 

die Calcium-Phosphat-Präzipitationsmethode zu späteren Zeitpunkten eine geringe 

Transfektionseffizienz hervorbrachte. Zunächst wurden pro ibidi dish 100µL 

Neurobasalmedium mit 6µL Lipofectamine vermischt, für 5min inkubiert und anschließend in 

weitere 100µL Neurobasalmedium mit 1µg DNA überführt. Der Transfektionsmix wurde für 

20min bei RT im Dunkeln inkubiert. Die Deckgläser mit den Astrocyten wurden temporär 

entfernt und das Medium auf den Neuronen gegen 500µl vorgewärmtes Neurobasalmedium 

ausgetauscht, bevor der Transfektionsmix für 30min auf die Zellen gegeben wurde. 

Anschließend wurden die Zellen 2x mit je 1mL Neurobasalmedium gewaschen und die 

Deckgläser mit den Astrozyten wieder über den Neuronen plaziert. Nach 2-3 Tagen erfolgten 

die weiteren Experimente. 

 
2.2.2.4 Kultivierung der Zelllinien HEK-TsA201, N2A und Cos-7 
 
Humane, embryonale Nierenzellen (HEK-TsA201, (Graham et al., 1977)), Neuroblastoma-

Zellen aus der Maus (N2A, (Schubert et al., 1969)) und aus Nierengewebe von Cercopithecus 

aethiops gewonnene Zellen (Cos-7, (Gluzman, 1981)) früherer Passagen wurden bei -80°C 

gelagert. Um eine neue Kulturreihe zu beginnen, wurden Kryokulturen kurz bei 37°C 

aufgetaut, in Kulturmedium gelöst und auf 10cm Kulturschalen ausplattiert. Die Kultivierung 

erfolgt im Inkubationsschrank bei 37°C, 5% CO2. Am Tag nach der Aussaat der Zellen 

erfolgte ein Medienwechsel. 

Zur Erhaltung der Zelllinien wurden nahezu konfluente Kulturen (HEK/N2A: 10-20 Mio. 

Zellen; Cos: 3-6 Mio. Zellen) alle 3-4 Tage subkultiviert. Hierzu wurde das Medium entfernt, 

HEK/N2A-Zellen wurden für mehrere Minuten bei RT mit 0,25% 1x Trypsin-EDTA (3mL 

pro 10cm Kulturschale) gelöst, Cos-Zellen wurden zuvor 2x mit PBS (3mL pro 10cm 

Kulturschale) gewaschen und die Trypsinisierung erfolgte im Inkubationsschrank. Durch 

Zugabe von 6mL Kulturmedium wurde die Reaktion gestoppt und die Zellen mittels 
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Zentrifugation für 5min bei 1.200rpm und RT pelletiert. Die Zellen wurden in Kulturmedium 

resuspendiert und 1:20 (HEK/N2A) bzw. 1:10 (Cos) ausplattiert. Für Transfektionen wurden 

500.000 (6cm Kulturschale) bis 1,4 Mio. (10cm Kulturschale) HEK/N2A-Zellen bzw. 

500.000 Cos-Zellen (10cm Kulturschale) genutzt. 

Für die Langzeitlagerung wurden Zellen gemäß dem beschriebenen Protokoll gelöst und 

pelletiert, jedoch in 10mL Kultur-/Gefriermedium (1:1) resuspendiert. Anschließend wurden 

1mL-Aliquots hergestellt und bei -80°C eingefroren. Am nächsten Tag konnten die 

gefrorenen Zellen für eine längere Verwahrung in flüssigen Stickstoff überführt werden. 

 
2.2.2.5 Transfektion von HEK-TsA201, N2A- und Cos-7-Zellen 
 
Transfektionen von HEK-, N2A- und Cos-Zellen dienten der Expression 

fluoreszenzmarkierter Proteine zur Untersuchung unter dem Mikroskop. 

Am Tag vor der Transfektion wurden die Zellen entsprechend den oben angegebenen 

Protokollen ausplattiert. Dadurch konnte die Transfektion bei einer Konfluenz von 40-60% 

durchgeführt werden, was eine bessere Aufnahme der DNA zur Folge hatte. Für HEK- und 

N2A-Zellen bestand der Transfektionsmix (für 6cm/10cm Kulturschalen) aus 3µg/8,4µg 

DNA, 240µL/672µL CaCl2 (250mM) und 250µL/700µL Transfektionspuffer, welcher 

tropfenweise hinzugefügt wurde. Nach leichtem Mischen erfolgte eine Inkubation für 15min 

bei RT im Dunkeln. Anschließend wurde der Transfektionsmix vollständig auf die Zellen 

gegeben. Am Tag nach der Transfektion wurde das Medium von transfizierten HEK-/N2A-

Zellen durch 2% FCS-haltiges Medium ersetzt. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen 

mit PFA fixiert und ggf. immunozytochemisch gefärbt (vgl. Kap. 2.2.3.1). 

Die Transfektion von Cos-Zellen erforderte einen Transfektionsmix bestehend aus 1,65mL 

2x TBS, 1,25mL sterilem Wasser, 66µL DNA (0,1µg/µL) sowie 330µL DEAE. Die Zellen 

wurden 2x mit 6mL vorgewärmtem 1x TBS gewaschen sowie in Gegenwart des 

Transfektionsmixes für 30min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde das Medium entfernt, 

durch 10mL Medium mit 100µM Cloroquin ersetzt und für 3h bei 37°C inkubiert. Danach 

wurde das Medium erneut entfernt und die Zellen mit Kulturmedium versorgt. 2-3 Tage nach 

Transfektion erfolgten die weiteren Experimente. 
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2.2.3 Zytochemische Methoden 
 
2.2.3.1 Fixierung und immunozytochemische Färbung 
 
Zur Darstellung endogener Proteine wurden primäre Neurone fixiert und mit den 

entsprechenden Antikörpern immunozytochemisch gefärbt. Die Zellen wurden kurz mit PBS 

gewaschen und anschließend mit 4% Paraformaldehyd (PFA) und 4% Saccharose in PBS für 

10min bei RT fixiert. Nach drei Waschschritten mit PBS wurden die Zellen mit 0,3% Triton-

X100 in PBS für 10min permeabilisiert. Die Zellen wurden 3x mit PBS gewaschen, die 

anschließende Blockierung mit 5% normal goat serum (NGS) für 30min diente der 

Vermeidung unspezifischer Bindungen. Primäre Antikörper (verdünnt in NGS) wurden über 

Nacht bei 4°C unter humiden Bedingungen inkubiert. Hierbei konnten Antikörper aus 

verschiedenen Spezies simultan eingesetzt werden. Am nächsten Tag wurden die Zellen 5x 

mit PBS gewaschen und für 1h bei RT mit sekundären Antikörpern (verdünnt in NGS) 

inkubiert. Schließlich wurden die Zellen 5x in PBS und 1x in destilliertem Wasser gewaschen 

und mit DAKO fluorescence mounting medium auf einem Objektträger eingebettet, 30min bei 

RT getrocknet und konnten dann im Dunkeln bei 4°C gelagert werden. Für einzelne 

Antikörper (z.B. Rab11a) wurde ein abweichendes Protokoll (Vlachos et al., 2009) eingesetzt. 

Die Zellen wurden nach der Fixierung durch 4% PFA/PBS gewaschen und für 1h mit 10% 

NGS in 0,1% Triton-X100/PBS inkubiert. Der primäre und sekundäre Antikörper wurden 

jeweils in 10% BSA in 0,1% Triton-X100/PBS verdünnt.  

 
2.2.3.2 Oberflächenmarkierung 
 
Bei der Markierung von membranständigen Proteinen an der Oberfläche der Zellen (live 

staining)  wurde der primäre Antikörper in 500µL Medium verdünnt. Die Deckgläser mit den 

Neuronen wurden aus ihrem Medium entnommen und in Petrischalen 1-4h bei 37°C, 5% CO2 

mit dem primären Antikörper inkubiert. Anschließend wurden die Zellen kurz in 4% 

Saccharose/PBS gewaschen, im Weiteren erfolgte die Fixierung durch PFA, Blockierung 

unspezifischer Bindungen durch NGS, Inkubation mit sekundären Antikörpern und 

Konservierung auf Objektträgern wie bereits in Kap. 2.2.3.1 beschrieben. Eine 

Permeabilisierung mittels Triton-X100 fand beim live staining nicht statt. 

 
2.2.3.3 Fluoreszenzmikroskopie 
 
Aufnahmen von fluoreszenzmarkierten Antikörpern bzw. der Epifluoreszenz von markierten 

Proteinen wurden an zwei verschiedenen Fluoreszenzmikroskopen durchgeführt. Diese waren 

ein Axioskop2 mit angeschlossener Kamera AxioCam MRm (Carl Zeiss, Jena) sowie ein 
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Axio Imager.Z2 mit Spot Xplorer CCD-Kamera und Apotome (Visitron, Puchheim). In 

beiden Fällen wurden folgende Objektive verwendet: 20x Plan-Apochromat/NA 0.75, 40x 

Plan-Neofluar/NA 0.75 und 63x Plan-Apochromat/NA 1.4 Oil. Die Wellenlängen von 

Anregungsfilter, Strahlenteiler und Emissionsfilter betrugen für den eGFP-Filter: BP 470/40, 

FT 495, BP 525/50, für den Cy3-Filter: BP 560/40 (545/25), FT 585, BP 630/75 (605/70) und 

für den 647-Filter: BP 640/30 (620/60), FT 660, BP 690/50 (700/75) (alle Angaben in nm). 

Die verschiedenen Kanäle wurden nacheinander aufgenommen, um ein Durchscheinen zu 

vermeiden. Die Mikroskope wurden mit der Software AxioVision 7.4.1 bzw. VisiView 2.1.1 

gesteuert. Die Auswertung erfolgte mit ImageJ64 1.47a (NIH, USA), MetaMorph 7.7.2.0 

(Molecular Devices, USA) sowie Adobe Photoshop CS4 11.0.1 (Adobe Systems, München). 

 
2.2.3.4 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie 
 
Zur Beobachtung markierter Proteine in lebenden Zellen (live imaging) wurde ein LSM 5 

Duo (Carl Zeiss, Jena) mit beheizbarer Kammer XL-LSM 051 sowie ein spinning disc-Axio 

Observer.Z1 (Visitron, Puchheim) mit Dual CCD-Kamera Orca-D2 (Hamamatsu Photonics, 

Herrsching) und EM CCD-Kamera 512 sowie beheizbarer Kammer XL-5 und CO2-Zufuhr 

verwendet. Die Aufnahmen wurden mit einem 40x Plan-Apochromat/NA 1.4 Oil Objektiv 

durchgeführt. Es wurden Laser für die Wellenlängen 405nm (120mW), 488nm (100mW), 

532nm (75mW), 561nm (75mW) und 640nm (100mW) eingesetzt. Die Emissionsfilter waren 

für den eGFP-Filter: BP 500-525 und für den mCherry-Filter: BP 560-675 sowie als 

Strahlenteiler NFT 535, am Axio Observer.Z1 wurden Multiband-Filter mit folgenden Werten 

eingesetzt: 455/50, 525/50, 605/52, 700/75 (alle Angaben in nm). Bei den Messungen wurde 

eine Fläche von 167,9 x 167,9µm mit einer Auflösung von 512 x 512Pixel (0,3279µm/Pixel) 

aufgenommen. Die Kanäle wurden im „line frame“-Verfahren abwechselnd dokumentiert, 

unter Einsatz der Orca-D2 Kamera war eine simultane Aufnahme von zwei Kanälen möglich. 

Es wurden verschiedene Parameter für die time lapse-Aufnahmen getestet und anschließend 

mit folgenden Werten gearbeitet: 6 frames per second (166,67msec/frame (LSM 5 Duo)), 

dabei 600 Zyklen mit einem Intervall von 500msec (Dauer einer Messung: 5 min). Die 

Auswertung erfolgte mit ImageJ64 1.47a (NIH, USA), MetaMorph 7.7.2.0 (Molecular 

Devices, USA) sowie Adobe Photoshop CS4 11.0.1 (Adobe Systems, München). 

Es wurden erweiterte Methoden zur Beobachtung der Oberflächenfusion von 

Membranproteinen eingesetzt. Die verwendeten Konstrukte basierten auf modifizierten, pH-

abhängigen Fluoreszenzproteinen (Miesenbock et al., 1998) und dem Calciumsensor 

GCaMP6 (Chen et al., 2013). Die Messungen wurden weitestgehend nach oben genannten 
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Parametern durchgeführt, jedoch mit einer höheren Frequenz (bis zu 10Hz) und über einen 

längeren Zeitraum (bis zu 3.000 time points). Zu Beginn wurde z.T.  mittels des 405nm-

FRAP (fluorescence recovery after photobleaching)-Lasers die Hintergrundfluoreszenz 

innerhalb der ROI (region of interest) verringert. Die Zeit pro Pixel betrug 10ms bei einem 

Durchmesser des Laserstrahls von 10 Pixeln. Vor Arbeiten mit dem 405nm-FRAP-Laser war 

eine Fokusebenen-Kalibrierung mit dem jeweils eingesetzten Objektiv notwendig. Elektrische 

Stimulation durch parallele Platinelektroden wurde mittels Isolated Pulse Generator 2100 (A-

M Systems, Carlsborg, USA) und Stimulus Isolator A385 (World Precision Instruments, 

Berlin) durchgeführt. Es wurden 1 bis 16 AP trains mit 50 Aktionspotentialen zu 50Hz 

eingesetzt. 

 
2.2.3.5 Statistische Auswertung 
 
Zur Auswertung der Bilder von fixierten Zellen wurde primär ImageJ64 verwendet, die 

Analyse der live imaging-Aufnahmen wurden überwiegend mit MetaMorph durchgeführt. Die 

Unterscheidung zwischen Axonen und Dendriten erfolgte aufgrund ihrer charakteristischen 

Morphologie. Mit dem Multi Line Tool (MetaMorph) wurden Ausläufer der Zellen markiert, 

für mehrere aufgenommene Kanäle wurden so voneinander unabhängige Kymographen 

erstellt, anhand derer die Kinetik von Vesikeln berechnet werden konnte. Um nur vitale 

Neurone zu verwenden, wurden jene nicht in die Auswertung einbezogen, die keine 

Vesikelbewegung aufwiesen. Darüber hinaus wurden zur Pausenberechnung die Vesikel 

ausgeschlossen, die während der Messungen keine Beweglichkeit zeigten. Bei einer 

Geschwindigkeit von mehr als 0,10 µm/s wurde der Messbereich als mobile Phase betrachtet, 

bei einer Geschwindigkeit von weniger als 0,10 µm/s als immobile Phase. In allen 

Untersuchungen wurden Daten aus mindestens zwei unabhängigen Experimenten erhoben. 

Zur statistischen Überprüfung wurde Prism4 (GraphPad Software) genutzt, es wurde eine 

Normalverteilung der Werte angenommen und mittels t-Test auf Signifikanz (P < 0,05 

signifikant, P > 0,05 nicht signifikant (n.s.)) überprüft. Werte in grafischen Darstellung sind 

als Mittelwert ± SEM (standard error of the mean) zu verstehen, wenn nicht anders 

angegeben. Zur Auswertung von Veränderungen der Fluoreszenzintensität wurde das 

Hintergrundsignal abgezogen und normalisiert (= ΔF/F0). Hierbei wurde die Region für den 

Hintergrund in Größe und Form der region of interest angepasst.  
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3. Ergebnisse 
 
In der vorliegenden Arbeit sollten die Eigenschaften des intrazellulären Transports von Nrxn 

untersucht werden. Nrxn ist ein präsynaptisch lokalisiertes Transmembranprotein. Durch die 

Bildung eines heterologen, transsynaptischen Komplex mit dem Bindungspartner Nlgn ist 

Nrxn beteiligt an Synaptogenese und synaptischer Funktion. Nrxn zählt neben Nlgn und 

Shank zu den etablierten Proteinen, die an ASD-assoziierten Krankheiten beteiligt sind. Die 

Mutationen in diesen Proteinen bewirken Störungen in der Expression und im Transport, was 

möglicherweise eine Imbalance zwischen exzitatorischen und inhibitorischen Kontakten 

hervorruft (Chih et al., 2004; Comoletti et al., 2004; Reissner et al., 2013; Südhof, 2008). Im 

Gegensatz zum Transport von Nlgn (Rosales et al., 2005; Schapitz et al., 2010) ist über den 

Transport von Nrxn nur wenig bekannt (vgl. Kap. 1.4). In vorangegangenen Studien wurden 

ausschließlich fixierte Neurone genutzt (Fairless et al., 2008). Im Rahmen dieser Arbeit 

wurde dieses Thema erstmals an lebenden Zellen untersucht. Daher musste ich zunächst eine 

verlässliche Methodik zur Beobachung von Transportprozessen finden (vgl. Kap. 2.2.3.4 und 

3.1). Daraufhin habe ich wie nachfolgend beschrieben die Art und Dynamik von 

Transportvesikeln (vgl. Kap. 3.1 und 3.2), deren Abhängigkeit vom neuronalen Zytoskelett 

und synaptischer Aktivität (vgl. Kap. 3.3) sowie die Interaktion mit Motorproteinen (vgl. 3.4) 

analysiert. Schließlich habe ich begonnen die Fusion der Vesikel mit der Zellmembran zu 

untersuchen, um intrazellulären Transport und Funktion an der Zelloberläche in Relation 

zueinander setzen zu können (vgl. Kap. 3.5). 

 
3.1 Charakterisierung Nrxn-positiver Transportvesikel 
 
Untersuchungen zum intrazellulären Transport von Nrxn wurden durch transiente 

Überexpression (DIV4-19, vgl. Kap. 2.2.2.3) von fluoreszenzmarkierten Neurexinen in 

primären, hippokampalen Neuronen durchgeführt. Dieses Verfahren wurde gewählt, da keine 

α/β-spezifischen Nrxn-Antikörper existieren und die fluoreszenzmarkierten Proteine 

Experimente an lebenden Zellen (live imaging, vgl. Kap. 2.2.3.4) ermöglichen. Diese 

Methodik hat den Vorteil, dass Aggregation von eGFP und dessen Derivate zu 

vernachlässigen sind, da die gebildeten Aggregate vornehmlich statisch sind. Das Fluorophor 

mCherry wurde in Neurexinen zusätzlich verwendet, da es die Analyse von Coexpressionen 

mit eGFP-markierten Proteinen zulässt und mCherry eine höher entwickelte Variante ist, 

welche als Monomer vorliegt und weniger aggregiert. Spätere Experimente wurden darüber 

hinaus mit pH-abhängig fluoreszierenden pHluorin- und pHTomato-Neurexinen durchgeführt. 
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Die Beobachtung der Verteilung von Nrxn erfolgte an DIV7. Zu diesem Zeitpunkt existieren 

in primären Neuronenkulturen noch keine etablierten synaptischen Kontakte (vgl. Kap. 

2.2.2.2), daher befinden sich Neurexine vor allem in transportrelevanten Strukturen. Durch 

Transfektionen verschieden markierter Neurexine (eGFP oder mCherry, N-terminal oder stalk 

region, vgl. Abb. 3.1) und anschließendem Vergleich des Verteilungsmusters in Neuronen 

(vgl. Abb. 3.2) konnte gezeigt werden, dass die Markierung von Nrxn keinen maßgeblichen 

Einfluss auf die Lokalisation des Proteins hat. Alle eingesetzten Neurexinvarianten waren 

erwartungsgemäß in verschiedenen Stadien des sekretorischen pathways zu finden. Ein 

deutliches Signal wurde im perinukleären Raum gefunden, welches wahrscheinlich die 

Passage durch das endoplasmatische Retikulum (ER) und trans-Golgi-Netzwerk (tGN) 

widerspiegelt. Nrxn-positive Transportvesikel waren sowohl im Axon als auch in Dendriten 

vorhanden. Die Position der Fluorophore stellte sicher, dass die Markierung im 

extrazellulären Teil des Proteins und während des Transports innerhalb dieser Vesikel lag. 
 

 



Ergebnisse 

57 

 
 
Durch Cotransfektionen verschieden fluoreszierender Nrxn1α- oder Nrxn1β-Konstrukte 

(jeweils eGFP und mCherry an identischer Position im Protein, vgl. Abb. 3.3) konnte auch 

quantitativ gezeigt werden, dass das Fluorophor keinen Einfluss auf die Lokalisation hat. 

Sowohl die eingesetzten α-Neurexine als auch die β-Neurexine colokalisierten deutlich 

(Nrxn1α: 77%, Nrxn1β: 69%, vgl. Abb. 3.3, D). Über diese Kontrollen hinaus wurde anhand 

von αNrxn-triple knock outs bereits gezeigt, dass die Überexpression dieser 

fluoreszenzmarkierten Neurexine keinen Einfluss auf die Verteilung und die Anzahl Nrxn-

positiver Markierungen hat (Fairless et al., 2008). Aufgrund des identischen Verhaltens der 

verschieden markierten Neurexine waren die hier vorgestellten Neurexinkonstrukte geeignet 

für die Analyse intrazellulärer Transportprozesse. Nachfolgend konzentrierte sich die 

vorliegende Arbeit auf die Colokalisation von Nrxn mit synaptischen Proteinen, welche 

meistens an fixierten Zellen analysiert wurde, und auf die Bewegung der Vesikel, welche nur 

in lebenden Zellen gemessen werden konnte. 

 

 

α

β β
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Die Entdeckung der Nrxn-positiven Transportvesikel führte direkt zu der Frage nach der Art 

dieser Vesikel. Intrazellulärer Transport zeichnet sich durch Vesikelklassen aus, die definierte 

Proteinzusammensetzungen haben, wonach sie sich neben ihrer Größe und Dichte zusätzlich 

klassifizieren lassen (Sytnyk et al., 2004). Beispielsweise wurde für PTVs gezeigt, dass sie 

Bassoon, Piccolo, N-Cadherin, Syntaxin, Munc13, Munc18 und SNAP25 enthalten können 

(Zhai et al., 2001). Synaptische Vesikel wurden mit einer Vielzahl verschiedener Proteine 

beschrieben (Takamori et al., 2006). Daher wurde schrittweise die Colokalisation von Nrxn1α 

und Nrxn1β mit interagierenden präsynaptischen Proteinen und mit endosomalen 

Markerproteinen, welche für eine Vielzahl von Transportprozessen verantwortlich sind 

(Pfeffer & Aivazian, 2004), untersucht. Dies erfolgte zunächst durch die Transfektion der 

fluoreszenzmarkierten Neurexinkonstrukte und immunozytochemische Färbung gegen die 

entsprechenden endogenen Proteine (vgl. Kap. 2.1.5 und 2.2.3.1). Zuerst konnte die bereits 

publizierte Colokalisation mit spannungsabhängigen N-Typ Calciumkanälen (VDCC), CASK 

und RIM1α sowie geringe Colokalisation mit Mint1 bestätigt werden (Fairless et al., 2008). 

Anschließend wurden Markerproteine für verschiedene Kompartimente des endosomalen 

Transportweges untersucht. Dies waren Rab3a (synaptic vesicle precursor, (Coppola et al., 

2001)), Rab5a (frühe Endosomen, (Nielsen et al., 1999)), Rab7b (Lysosomen und späte 

Endosomen, (Progida et al., 2010)), Rab11 und NEEP21 (neuron-enriched endosomal 

protein21, Recyclingendosomen, (Steiner et al., 2002)). Für keinen dieser untersuchten 

Marker konnte eine nennenswerte Colokalisation mit Nrxn nachgewiesen werden (vgl. Tab. 

3.1 und Abb. 3.4), viel mehr ist von einer unabhängigen Lokalisation von Nrxn und den 

jeweils untersuchten Proteinen auszugehen. Daraus lässt sich schließen, dass der intrazelluläre 

Nrxn-Transport nicht auf endosomalen Mechanismen (Lasiecka & Winckler, 2011) beruht 

und auch die gut charakterisierten Rab3a-positiven Transportvesikel (Okada et al., 1995) 

kommen nicht in Frage. 

 

 VDCC CASK RIM1α Mint1 Rab3a Rab5a Rab7b Rab11 NEEP21 

Colok. 

Nrxn /% 
55,7 45,3 37,8 20,7 15,7 19,5 13,2 15,7 16,9 

 
Tab. 3.1: Colokalisation von Markerproteinen mit Nrxn  (n = 353 Zellen / 22 Transfektionen) 
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Die präsynaptische Lokalisation von Nrxn und die Ergebnisse zu endosomalen 

Transportwegen führten anschließend zur Analyse vorwiegend präsynaptischer 

Vesikelklassen. Durch die transiente Transfektion von Nrxn und Markerproteinen wurde die 

Möglichkeit des Cotransportes untersucht. Zunächst wurden Nrxn und Chromogranin A 

cotransfiziert. Chromogranin A dient als Markerprotein für dense core vesicles (DCVs), 

welche primär Neurotrophine wie brain derived neurotrophic factor (BDNF) und 

Neuropeptide enthalten (Fawcett et al., 1997; Lo et al., 2011). Es existiert nur eine geringe 

Colokalisation zwischen Nrxn und Chromogranin A, wodurch davon ausgegangen werden 

kann, dass Nrxn nicht Bestandteil von DCVs ist (vgl. Abb. 3.5). 

 

 

α α

α α
α
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An fixierten Neuronen wurde bereits mit immunozytochemischen Färbungen gezeigt, dass 

kein Zusammenhang zwischen Nrxn und Bassoon besteht (Fairless et al., 2008). Bassoon 

wird standardmäßig als Markerprotein für piccolo-bassoon transport vesicles (PTVs) 

eingesetzt. In diesen Vesikeln werden Proteine der aktiven Zone zu einem frühen Zeitpunkt 

der Synaptogenese zur Präsynapse gebracht (Dresbach et al., 2003; Shapira et al., 2003; Zhai 

et al., 2001). Da dies eine der bedeutendsten Vesikelklassen ist, wurden Nrxn und Bassoon 

cotransfiziert und in ersten live imaging-Experimenten eingesetzt, um diesen Sachverhalt 

eindeutig aufzuklären. Es zeigte sich, dass sowohl Nrxn-positive Vesikel als auch PTVs in 

Axonen und Dendriten vorhanden und mobil waren, jedoch war nur eine geringe 

Colokalisation zwischen beiden Proteinen zu beobachten (vgl. Abb. 3.6). Dies steht im 

Einklang mit den zuvor durchgeführten Färbungen in fixierten Zellen (Fairless et al., 2008). 

Live imaging-Experimente können durch Kymographen ausgewertet werden. Kymographen 

sind zweidimensionale Repräsentationen der Strecke gegen die Zeit (vgl. Kap. 2.2.3.5). Sie 

wurden für die vorhandenen Kanäle (hier: grün für eGFP-Bassoon und rot für mCherry-Nrxn) 

unabhängig voneinander erstellt. Abbildung 3.6 C und D zeigen Kymographen, an denen zu 

erkennen ist, dass zwar ein Nrxn-positives und Bassoon- positives Vesikel an der gleichen 

Position pausierten, beide Proteine jedoch während mobiler Phasen selten colokalisierten. 

Demnach konnten PTVs für den Transport von Nrxn endgültig ausgeschlossen werden.  
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Die dritte analysierte Vesikelklasse waren die sogenannten synaptic vesicle protein transport 

vesicles (STVs). Sie enthalten Vesikel-assoziierte Proteine wie Synaptophysin, 

Synaptotagmin und Synapsin (Ahmari et al., 2000; Sabo et al., 2006). Der Standardmarker 

für diese Vesikelklasse ist Synaptophysin (Bury & Sabo, 2011). Überraschenderweise zeigte 

sich in diesen Experimenten eine Colokalisation zwischen Nrxn und Synaptophysin (vgl. Abb. 

3.7), sowohl in stationären als auch in mobilen Phasen des Transports. Damit 

übereinstimmend bestätigen die Kymographen für eGFP-Nrxn1α und mCherry-

Synaptophysin, dass sich beide Proteine synchron bewegten (vgl. Abb. 3.7, D/E). Dies dient 

als erster Beweis für den Cotransport beider Proteine. 

 

α
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Um sicherzustellen, dass es sich bei diesen Ergebnissen nicht um Effekte der Überexpression 

handelt, wurde das Experiment mit zwei anderen Plasmiden (mCherry-Nrxn1α und eGFP-

Synaptophysin) sowie in hippokampalen Neuronen mit α-Nrxn-triple knock out (TKO)-

Hintergrund wiederholt (vgl. Abb. 3.8). In beiden Fällen konnte die Colokalisation zwischen 

Nrxn und Synaptophysin in stationären und mobilen Phasen bestätigt werden.  

 

α
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Um diese Resultate weiter zu verifizieren, wurden hippokampale Neurone mit eGFP-

markiertem Nrxn transfiziert und anschließend gegen endogene Proteine, die ebenfalls 

Bestandteil von STVs sind, immunozytochemisch gefärbt. Es wurde insbesondere in Axonen 

eine Colokalisation zwischen Nrxn1α und Synaptotagmin sowie Synapsin gefunden (vgl. Abb. 

3.9). Aufgrund der in diesem Kapitel vorgestellten Experimente kann man davon ausgehen, 

dass Nrxn als Teil der synaptic vesicle protein transport vesicles (STVs) intrazellulär zur 

präsynaptischen Membran gelangt. 
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3.2 Dynamik von Nrxn-positiven Transportvesikeln 
 
Durch Experimente an fixierten Zellen können keine Informationen über die Dynamik des 

intrazellulären Nrxn-Transports gewonnen werden. Derartige Fragestellungen erfordern live 

imaging-Experimente (vgl. Abb. 3.6 bis 3.8). Um die Dynamik zu verstehen, wurden 

Transfektionen von Nrxn1α bzw. Nrxn1β an hippokampalen Neuronen durchgeführt. Ich habe 

zunächst mehrere Versuchsreihen durchgeführt, um mikroskopische Parameter zu kalibrieren. 

Es sollten möglichst geringe photobleaching-Effekte auftreten, eine hohe Bildrate in 

mehreren Fluoreszenzkanäle erreicht werden und eine durchgehende Beobachtung der 

vesikulären Bewegung möglich sein (für die etablierten Parameter vgl. Kap. 2.2.3.4). 

Die Auswertung der live imaging-Experimente erfolgte wie bereits beschrieben durch 

Kymographen (vgl. Kap. 2.2.3.5 und 3.1), welche die synchrone Mobilität von Proteinen 

demonstrieren können. Darüber hinaus kann anhand der Steigung der Graphen direkt die 

Geschwindigkeit der Vesikel berechnet werden (Durchführung mittels MetaMorph, vgl. Kap. 

2.2.3.5). Diese live imaging-Experimente (vgl. Tab. 3.2 und Abb. 3.10) zeigten grundlegende 

Eigenschaften des Nrxn-Transports. Nrxn-positive Vesikel sind sowohl in Axonen als auch in 

Dendriten mobil. In Axonen verläuft der Transport jedoch schneller als in Dendriten. Des 

Weiteren bewegen sich Nrxn-positive Vesikel in Axonen meist unidirektional (primär 

anterograd) und kontinuierlich, wohingegen Nrxn-positive Vesikel in Dendriten ein mehr 

bidirektionales (anterograd und retrograd) sowie diskontinuierliches Bewegungsmuster 

aufweisen. Diese Beobachtung konnte durch eine quantitative Auswertung des 

Pausenverhaltens (Bury & Sabo, 2011; Sabo et al., 2006) bestätigt werden. Axonal liegt eine 

Pausenfrequenz von 0,013 Pausen/s vor, dendritisch von 0,017 Pausen/s. Die Dauer der 

Pausen weist zwischen den Kompartimenten keine signifikanten Unterschiede auf, jedoch 

zwischen den Isoformen (Mittelwert: Nrxn1α: 27,6s; Nrxn1β: 11,7s). Es konnte beobachtet 

werden, dass Nrxn1α-positive Vesikel während mobiler Phasen langsamer sind als Nrxn1β-

positive Vesikel. 

 
 Geschwindigkeit [µm/s] P-Wert 

axonal dendritisch 

Nrxn1α 1,2 ± 0,53 0,8 ± 0,26 0,0091 

Nrxn1β 1,7 ± 0,51 1,0 ± 0,23 <0,0001 
 
Tabelle 3.2: Transportcharakteristika (n = 47 Zellen / 4 Transfektionen, Werte ± SD) 
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Die beschriebenen Erkenntnisse zur Dynamik von Nrxn führten zu einer umfangreichen 

Auswertung der in Kapitel 3.1 beschriebenen Experimente, insbesondere in Hinblick auf die 

Geschwindigkeit der verschiedenen Vesikel. Bassoon-positive PTVs weisen eine deutlich 

geringere Geschwindigkeit (<0,5µm/s) als Nrxn-positive Vesikel auf. Die ermittelte 

Geschwindigkeit für Nrxn/Synaptophysin colokalisierte Vesikel hingegen entspricht der in 

Tabelle 3.2 aufgeführten Unterscheidung axonaler und dendritischer Geschwindigkeit sowie 

der Unterschiede zwischen α- und β-Nrxn (vgl. Abb. 3.11, A/B). Es wurde ebenso keine 

signifikante Abweichung bei den Messungen an Zellen mit α-Nrxn-TKO-Hintergrund (vgl. 

Abb. 3.11, C) gefunden. Dies bestätigt weiterhin den Cotransport von Nrxn und 

Synaptophysin in STVs. 

 

 
 

α
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Die unterschiedlichen Geschwindigkeiten von Nrxn1α und Nrxn1β konnte mit 

Nrxn/Synaptophysin colokalisierten Vesikeln reproduziert werden. Demnach hat die Klasse 

der STVs keine konstante Geschwindigkeit, viel mehr scheint diese abhängig von der 

Proteinzusammensetzung zu sein. Alternativ könnten diese α/β-spezifischen Unterschiede 

demnach über den Transport durch verschiedene STV-Subpopulationen zu erklären sein. Zur 

Überprüfungen dieser Theorie wurden die Colokalisierungsexperimente zwischen Nrxn und 

den endogenen STV-Markerproteinen Synaptophysin, Synaptotagmin und Synapsin (vgl. Abb. 

3.7 und 3.9) quantitativ ausgewertet. Abbildung 3.12 zeigt die Ergebnisse dieser Analyse. Es 

wurde deutlich, dass die Colokalisation aller drei in STVs transportierten Proteine sowohl mit 

Nrxn1α als auch mit Nrxn1β übereinstimmend bei ca. 60% liegt. Es konnten keine 

Unterschiede zwischen beiden Isoformen oder zwischen Fortsatztypen (axonal und 

dendritisch) festgestellt werden. Aufgrund dieser Homogenität ist die Möglichkeit 

verschiedener STV-Subpopulationen als Begründung für die unterschiedlichen 

Geschwindigkeiten unwahrscheinlich.  

 

 
 
In diesem Zusammenhang habe ich auch untersucht, ob beide Neurexinvarianten nur einzeln 

transportiert werden. Hippokampale Neurone wurden mit eGFP- und mCherry-markiertem α- 

und β-Nrxn cotransfiziert und die Lokalisation in fixierten Zellen analysiert. Es konnte 

ermittelt werden, dass eine Colokalisation zwischen Nrxn1α und Nrxn1β vorliegt (ca. 70%, 

vgl. Abb. 3.13). Des Weiteren wurde auch die Geschwindigkeit von Nrxn1α/Nrxn1β 

colokalisierten Vesikeln in lebenden Neuronen bestimmt. Die Geschwindigkeit dieser Vesikel 

ist geringer als der für β-Nrxn ermittelte Wert und liegt im Bereich der langsameren α-Nrxn-

positiven Vesikel. Demnach kann beim Transport von Nrxn sowohl Einzel- als auch 
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Cotransport vorkommen. Die experimentell unterscheidbaren Geschwindigkeiten der Vesikel 

scheinen auf variierenden Anteilen von α- und β-Nrxn an der 

Gesamtproteinzusammensetzung zu beruhen.  

 

 
 
In nachfolgenden Experimenten wurde der in beiden Isoformen identische Anteil, die C-

terminalen Strukturen, untersucht. In vorangegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe konnte 

mit Deletionsmutanten (vgl. Abb. 3.13) gezeigt werden, dass das C-terminale PDZ-

Bindungsmotiv transportrelevant ist. Hierbei führte die Expression von eGFP-markierten 

Nrxn1α, bei dem das PDZ-Bindungsmotiv entfernt wurde (NENA-Δ3), zu einer 

Akkumulation von Nrxn im Zellkörper. NENA-Δ55+10, bei dem die C-terminalen Sequenzen 

entfernt wurden, das PDZ-Bindungsmotiv jedoch erhalten blieb, zeigte keinen 

Lokalisationsphänotypen (Fairless et al., 2008). Um diese Ergebnisse zu überprüfen, wurde 

nun der Transport von NENA-Δ3 und NENA-Δ55+10 in lebenden, hippokampalen Neuronen 

analysiert. 

 

α β

β α

- -
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Nach Transfektion dieser Konstrukte erfolgte die Beobachtung der Nrxn-positiven 

Transportvesikel an DIV7. Wie in Abbildung 3.15 zu sehen ist, konnte die Akkumulation von 

Nrxn im Zellkörper nahe des endoplasmatischen Retikulums/Golgiapparates nach Deletion 

des PDZ-Bindungsmotivs bestätigt werden (vgl. Abb. 3.15, C). Unter Erhaltung des PDZ-

Bindungsmotivs waren keine Unterschiede zum Wildtyp-Nrxn bei axonal/dendritischer 

Verteilung und der Geschwindigkeit zu beobachten. Die Experimente bestätigen, dass das C-

terminale PDZ-Bindungsmotiv notwendig ist für den Transport von Nrxn. Die weiteren C-

terminalen Strukturen spielen jedoch keine Rolle bei der Geschwindigkeit der 

Transportvesikel. Demnach ist der Geschwindigkeitsunterschied zwischen α- und β-Nrxn 

aufgrund der extrazellulären Strukturen gegeben. 
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3.3 Nrxn-Transport ist abhängig von Mikrotubuli und synaptischer Aktivität 
 
Um den Mechanismus des Nrxn-Transports aufzuklären, wurde zunächst die Interaktion mit 

dem Cytoskelett untersucht. Wie in der Einleitung beschrieben (vgl. Kap. 1.4), bilden 

Aktinfilamente und Mikrotubuli die Grundlage für Transportprozesse und deren Regulation. 

Der intrazelluläre Langstreckentransport verläuft primär entlang dieser beiden Strukturen, 

wodurch die Auswahl der zur Verfügung stehenden Motorproteine bestimmt wird. Weitere 

Faktoren sind einerseits das axon initial segment (AIS), welches eine selektive Barriere bildet 

und an der Sortierung axon- und dendritenspezifischer Proteine beteiligt ist, sowie 

posttranslatorische Modifikationen von Mikrotubuli, die die Bindungsaffinitäten molekularer 

Motoren beeinflussen.  

Vor Störung des Cytoskeletts wurde dessen Grundzustand durch immunozytochemische 

Färbungen mit Phalloidin, einem Akin-bindendem Protein, sowie mit einem anti-Tubulin-

Antikörper beobachtet (vgl. Abb. 3.16). Phalloidin markiert heterogene, filamentöse 

Strukturen, welche sich durch das komplette Neuron ziehen. Hierbei sind deutlich 

aktinreichere Strukturen zu erkennen. Der anti-Tubulin-Antikörper markiert ebenfalls 

Bereiche innerhalb der ganzen Zelle, allerdings homogener. 
 

 
 
Nachfolgend wurde das Cytoskelett pharmakologisch beeinflusst. Als Kontrolle wurde 

DMSO (Dimethylsulfoxid) eingesetzt, da es als Lösungsmittel für weitere Substanzen in 

diesem Experiment diente. Die Zellen wurden mit 5-10µM Nocodazol inkubiert, welches an 

Mikrotubuli bindet und den Anbau weiterer Tubulinuntereinheiten verhindert, wodurch die 

Depolymerisierung überwiegt (De Brabander et al., 1977). Höhere Konzentration haben 

unerwünschte Nebeneffekte auf das Aktinnetzwerk (Ligon & Steward, 2000). Latrunculin A 

wurde mit 2,5-5µM eingesetzt, es bindet an Aktinmonomere und verhindert deren 

Polymerisation (Spector et al., 1989). Nach Inkubation mit dem jeweilige Reagenz erfolgte 

die immunozytochemische Färbung mit Phalloidin und anti-Tubulin. Abbildung 3.17 zeigt 
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jeweils im oberen und unteren Bild die gleiche Zelle. Unter Einsatz von Latrunculin A sind 

nur noch Reste des Actinnetzwerks vorhanden (vgl. Abb. 3.17, E), Inkubation mit Nocodazol 

führt zu einer Destabilisierung der Mikrotubuli (vgl. Abb. 3.17, C). Demnach konnte der 

erwartete Effekt der pharmakologischen Behandlung und deren Spezifität auf einzelne 

Bestanteile des Zytoskeletts nachgewiesen werden. 

 

 
 
Im weiteren Verlauf der Versuchsreihe wurde die pharmakologische Beeinflussung des 

Zytoskeletts mit der Transfektion von Nrxn kombiniert, um direkt einen Zusammenhang 

zwischen dem Zytoskelett und dem Transport Nrxn-positiver Vesikel zu untersuchen. In 

Abbildung 3.18 ist die Auswertung der Geschwindigkeit dieser Vesikel dargestellt. Deutlich 

ist zu sehen, dass es zwischen unbehandelten („Ctrl“) sowie DMSO- und Latrunculin A-

inkubierten Zellen keinen Unterschied in der Geschwindigkeit gibt. Die Inkubation mit 

Nocodazol zur Störung polymerisierter Mikrotubuli hingegen hat eine massive Reduktion der 

Geschwindigkeit zur Folge, es fand kein gerichteter Transport der Vesikel mehr statt. 

Dementsprechend kann man sagen, dass nur Mikrotubuli für den intrazellulären 

Langstreckentransport von Nrxn eine Rolle spielen. 
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Über die grundlegende Wechselwirkung mit dem neuronalen Zytoskelett hinaus wurde 

untersucht, ob der Transport von Nrxn als präsynaptisches Membranprotein von synaptischer 

Aktivität abhängt. Hierzu wurden hippokampale Neurone mit eGFP-Nrxn transfiziert und 

einerseits mit Tetrodotoxin (TTX) oder hohen Kaliumkonzentrationen inkubiert. TTX ist ein 

Neurotoxin, welches in Kugelfischen enthalten ist. Es inhibiert durch Blockade 

spannungabhängiger Natriumkanäle die synaptische Aktivität (Nieto et al., 2012). Erhöhte 

Kaliumkonzentration hingegen führt zu schnellerer Depolarisation und ermöglicht so eine 

insgesamt höhere Aktivität. Es wurden 1µM TTX oder 60mM KCl für 15-60min vor dem live 

imaging inkubiert. Anhand der Auswertung dieser Experimente ist zu erkennen, dass sich die 

Geschwindigkeit Nrxn1α-positiver (vgl. Abb. 3.19, A) und Nrxn1β-positiver (vgl. Abb. 3.19, 

C) Vesikel unter Inhibierung der neuronalen Aktivität (TTX) reduziert. Nach Inkubation mit 

KCl im Messpuffer erhöhte sich die mittlere Geschwindigkeit der Vesikel. Bei einer 

genaueren Betrachtung der Geschwindigkeitsverteilung (vgl. Abb. 3.19, B/D) fällt auf, dass 

die Wirkung neuronaler Aktivität besonders in der schnellsten Population der 

Transportvesikel auftritt. Diese Population ist nach Behandlung mit TTX nicht mehr zu 

finden, nach Inkubation mit Kalium kommt sie hingegen häufiger vor als in der 

Kontrollsituation. Zusammenfassend kann man sagen, dass der intrazelluläre Transport von 

Nrxn, welches als präsynaptisches Membranprotein die Neurotransmission maßgeblich 

beeinflusst (Missler et al., 2003), zu einem frühen Zeitpunkt (DIV7) selbst von neuronaler 

Aktivität abhängig ist. 
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3.4 KIF1A ist notwendig für den Transport von Nrxn 
 
Eines der wichtigsten Themen bei der Untersuchung intrazellulären Transports ist die Frage 

nach den molekularen Motoren, da diese für den Großteil der zu überbrückenden Strecke 

innerhalb der Zelle verantwortlich sind. Nach dem erfolgreichen Nachweis, dass der 

intrazelluläre Transport von Nrxn mikrotubuli-abhängig ist (vgl. Kap. 3.3), verringerte sich 

die Anzahl möglicher Motorproteine deutlich. Wie in Kap. 1.4 beschrieben, beruht der 

intrazelluläre Transport auf den molekularen Motoren Myosin, Dynein und Kinesin. 

Aufgrund der präsynaptischen Lokalisierung von Nrxn, der Dynamik Nrxn-positiver Vesikel 

und ihrer Mikrotubuli-Abhängigkeit (vgl. Kap. 3.1 bis 3.3) liegt die Vermutung nahe, dass 

Kinesine an deren Transport beteiligt sind. Erste proteomische Experimente haben des 

Weiteren den Fokus auf das Kinesin3-Mitglied KIF1A gelenkt, welches aus Maushirn mit 

Nrxn copräzipitiert und durch Massenspektroskopie nachgewiesen wurde (Daten von Carsten 

Reissner). Für den weiteren Verlauf der Untersuchung mussten zunächst das KIF1A-eGFP-

Konstrukt und der KIF1A-Antikörper (Sigma) in Zellkulturen etabliert werden. In Abbildung 

3.20 ist die Expression von KIF1A zu sehen. Sowohl die Epifluoreszenz des Konstrukts als 

auch die immunozytochemische Färbung führten zu einer punktförmigen Markierung im 

Axon und in Dendriten, welche schon zuvor beschrieben wurde (Lee et al., 2003). 

 

 
 
Nach dieser statischen Betrachtung von KIF1A wurde dessen dynamisches Verhalten 

analysiert. Hippokampale Neurone wurden mit KIF1A-eGFP transfiziert und mittels live 

imaging beobachtet. KIF1A war in Axonen und Dendriten mobil, jedoch zeigte sich in 

Axonen eine kontinuierlichere Bewegung und eine höhere Geschwindigkeit als in Dendriten 

(vgl. Abb. 3.21). Die quantitative Auswertung anhand von Kymographen ergab, dass die 

Geschwindigkeit von KIF1A der bereits dargestellten Geschwindigkeitsverteilung von 

Nrxn1α im Axon und in Dendriten entspricht (vgl. Kap. 3.2). 
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Schließlich habe ich den möglichen Zusammenhang zwischen Nrxn und KIF1A direkt 

untersucht. Einerseits wurden hippokampale Neurone mit KIF1A-eGFP und mCherry-Nrxn1α 

oder mCherry-Nrxn1β cotransfiziert und fixiert. Andererseits wurde nur mCherry-Nrxn 

transfiziert und immunozytochemisch gegen endogenes KIF1A gefärbt. Die Ergebnisse sind 

in Abbildung 3.22 zu sehen. Für beide Isoformen von Nrxn war eine Colokalisierung mit 

KIF1A zu finden. Des Weiteren wurde in den Auswertungen zwischen den Kompartimenten 

(Axon, Dendriten) unterschieden und verschiedene Zeitpunkte (DIV7 und DIV12) analysiert, 

in allen Untersuchungen lag die Colokalisation bei etwa 60%. Dieser Wert war identisch für 

transfiziertes und endogenes KIF1A. 
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Die bisherigen Resultate wurden daraufhin durch live imaging-Experimente ergänzt. 

Hippokampale Neurone wurden mit KIF1A-eGFP und mCherry-Nrxn1α cotransfiziert und 

anschließend beobachtet. Abbildung 3.23 zeigt, dass die in fixierten Zellen gefundene 

Colokalisation bestätigt werden konnte. Darüber hinaus bewegten sich beide Proteine 

synchron, pausierten und nahmen die Bewegung erneut zusammen auf (vgl. Abb. 3.23, D/E). 

Wie schon für α-/β-Nrxn und Synaptophysin gezeigt, dient dies als Beweis für den 

Cotransport. Die Geschwindigkeiten für KIF1A/Nrxn1α entsprechen für axonalen und 

dendritischen Transport der Geschwindigkeitsverteilung, welche bereits in Messungen von 

KIF1A oder Nrxn1α gefunden wurde (vgl. Abb. 3.21 und Kap. 3.2).  

 

α

β
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Die Geschwindigkeitsunterschiede zwischen Nrxn1α und Nrxn1β erforderten die 

Durchführung der Cotransfektion von KIF1A-eGFP und mCherry-Nrxn1β. Auch hier konnte 

eine Colokalisation und Synchronität der Bewegung beobachtet werden (vgl. Abb. 3.24). 

Erneut wurde für KIF1A/Nrxn1β eine höhere Geschwindigkeit als für KIF1A/Nrxn1α  

ermittelt. Diese Experimente zeigen, dass der molekulare Motor KIF1A am intrazellulären 

Transport beider Nrxn-Isoformen beteiligt ist. Interessant ist hierbei, dass beide Proteine 

α

-
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durch den gleichen Motor transportiert werden und dennoch verschiedene Geschwindigkeiten 

aufweisen und diese demnach tatsächlich von der jeweiligen Proteinzusammensetzung der 

Vesikel abhängig sein muss. 

 

 
 
An Vesikeln können mehrere Motoren gebunden sein, wobei für die verschiedenen 

Wegabschnitte meistens nur ein spezifischer Motor aktiv ist (Gross, 2004; Schlager & 

Hoogenraad, 2009). Zur Regulation existieren verschiedene Modelle. Die Aktivitätsdauer der 

gebundenen Motoren kann unterschiedlich sein („tug-of-war“), die Bindungsdauer der 

β

-
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Motoren an den Cargo kann variieren („exclusionary-presence“) oder es können nicht alle 

Motoren simultan an den Cargo und den jeweiligen Bestandteil des Zytoskeletts gebunden 

sein („coordination“). Um zu überprüfen, ob KIF1A nicht nur mit Nrxn colokalisiert, sondern 

während dieser Colokalisation der aktive Motor ist, wurden shRNA (small hairpin RNA)-

vermittelte knock down-Experimente durchgeführt. 

Das für den knock down eingesetzte Konstrukt (Liu et al., 2012) lässt transfizierte Zellen 

eGFP als Fluoreszenzmarker und die shRNA für den knock down von KIF1A exprimieren 

(vgl. Abb. 3.25, A). Um die Wirksamkeit dieser Methode zu verifizieren, wurden 

hippokampale Neurone mit eGFP-KIF1A-shRNA transfiziert und anschließend 

immunozytochemisch gegen endogenes KIF1A gefärbt (vgl. Abb. 3.25, B). Abbildung 3.25 

zeigt in beiden Bildern den gleichen Ausschnitt. Die rechte Zelle ist transfiziert (eGFP-positiv, 

Pfeil), die linke Zelle ist nicht transfiziert (eGFP-negativ, *). Es ist zu erkennen, dass die nicht 

transfizierte Zelle eine deutliche Antikörperfärbung gegen endogenes KIF1A aufweist, 

welche in der eGFP-shRNA-positiven Zelle drastisch reduziert ist. Demnach kann man davon 

ausgehen, dass durch den knock down die Menge des endogenen KIF1A massiv eingeschränkt 

ist. 

 

 
 
Nach diesem Nachweis der Wirksamkeit konnten hippokampale Neurone mit eGFP-KIF1A-

shRNA und mCherry-Nrxn1α cotransfiziert werden, um direkt die Auswirkungen des KIF1A-

knock down auf den intrazellulären Transport von Nrxn zu beobachten. Transfizierte Zellen 

konnten durch die eGFP-Expression detektiert werden, zudem gibt diese Markierung 

Auskunft über die Zellmorphologie. Es konnte beobachtet werden, dass mCherry-Nrxn nach 

wie vor hergestellt und entsprechend in Transportvesikel verpackt wurde. Diese Vesikel sind 

weiterhin mobil, bewegen sich jedoch langsamer und sind interessanterweise nicht mehr in 
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der Lage, den Zellkörper und das proximale Axon zu verlassen (vgl. Abb. 3.26, B/C). Das 

distale Axon und die Dendriten enthielten nahezu keine Nrxn-positiven Transportvesikel. 

Dieses Experiment ist ein eindeutiger Nachweis, dass KIF1A und Nrxn nicht nur 

colokalisieren, sondern dass KIF1A der aktive Motor und für den intrazellulären Transport 

von Nrxn notwendig ist. 

 

 
 
In weiteren Experimenten wurde der KIF1A-knock down mit der Beobachtung der Dynamik 

von Nrxn1β, Synaptophysin oder Bassoon kombiniert. Wie entsprechend der bisher 

dargestellten Ergebnisse zu erwarten war, verläuft der Transport von Bassoon (als Bestandteil 

von PTVs) wie unter normalen Bedingungen. Der Transport von Nrxn1β und Synaptophysin 

(als Bestandteil von STVs) ist massiv gestört, es kommt zur gleichen Akkumulation der 

Vesikel im Zellkörper und dem proximalen Axon wie bei Nrxn1α (nicht dargestellt). 

Um die Rolle von KIF1A weiter zu verifizieren, wurde anschließend ein rescue-Experiment 

durchgeführt. Hierbei wurden hippokampale Neurone mit eGFP-KIF1A-shRNA und 

mCherry-Nrxn1α cotransfiziert, aber zusätzlich ein shRNA-resistentes KIF1A cotransfiziert 

(Xue et al., 2010). In diesen Zellen wird Nrxn in Transportvesikel verpackt, die erneut die 

bekannte Mobilität erreichen (vgl. Abb. 3.27, B/C). Die Nrxn-positiven Vesikel sind sowohl 

im gesamten Axon als auch in den Dendriten zu finden. Die Geschwindigkeitsverteilung bei 

Wildtyp-Zellen und Zellen, die die shRNA für den KIF1A-knock down und das shRNA-

resistente KIF1A enthalten, ist weitestgehend identisch (vgl. Abb. 3.27, D/E). Die hier 

vorgestellten Experimente zeigen, dass KIF1A notwendig und hinreichend für den Transport 

von Nrxn ist. Der rescue-Ansatz beweist, dass der knock down von KIF1A und die 

Einschränkungen des Transports reversibel sind und in den Experimenten keine anderen 

Faktoren als der knock down selbst eine Rolle spielen. 

α
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3.5 Vesikelfusion 
 
Ein entscheidender Schritt innerhalb des Transportweges eines Zelloberflächenproteins ist die 

Fusion des Vesikels mit der Plasmamembran der Zelle. In der vorliegenden Arbeit sollte in 

erster Linie der intrazelluläre Transport von Nrxn untersucht werden, dennoch wurde ein 

erster Ausblick auf die Fusion unternommen. Für diese Experimente wurden modifizierte, 

pH-abhängige Fluorophore verwendet (Miesenbock et al., 1998). pHluorin ist strukturell so 

angepasst, dass die Fluoreszenz beim pH-Wert präsynaptischer Vesikel von etwa 5,5 

gequencht wird. Nach Fusion des Vesikels mit der Plasmamembran kommen die 

intralumenalen Proteine in Kontakt mit dem extrazellulären Medium (pH 7,4), wodurch es zu 

einem schnellen und deutlichen Anstieg der Fluoreszenzintensität kommt. Anschließend 

erfolgt nach Endocytose eine erneute Ansäuerung des Vesikels, die die Fluoreszenz verringert 

(Burrone et al., 2006; Sankaranarayanan et al., 2000). Mutagenese-Experimente führten zu 

weiteren pH-abhängigen Fluorophoren mit abweichenden Spektren wie z.B. pHTomato (Li & 

Tsien, 2012), welche zusammen mit pHluorin eingesetzt werden können.  

In den Experimenten mit Nrxn-pHluorin und Synaptophysin-pHTomato war eine geringe 

Häufigkeit der Fusionsereignisse zu beobachten. Innerhalb von mehreren hundert Messungen 

konnten nur in etwa 10% eine Zunahme der Fluoreszenzintensität in einzelnen Regionen 

detektiert werden. Im Rahmen dieser Experimente habe ich versucht, die Frequenz zu steigern. 

Die Dichte der Neurone wurde erhöht, das Alter der Zellen in Kultur variiert, der live 

imaging-Puffer (vgl. Kap. 2.1.9) durch einen Puffer mit erhöhter Kalium- (8mM statt 2,5mM) 

und/oder erhöhter Calciumkonzentration (4mM statt 2mM) ersetzt, um die Aktivität der 

Neurone und die Verfügbarkeit extrazellulären Calciums zu steigern. Darüber hinaus wurden 

Cokulturen genutzt, bei denen Neurone und Astrozyten im Gegensatz zur normalerweise 

eingesetzten Kulturform (vgl. Kap. 2.2.2.2) zusammen kultiviert wurden. Diese Ansätze 

ermöglichten jedoch keine deutlich höhere Frequenz der Fusionsereignisse von Nrxn oder 

Synaptophysin. 

Um eine räumliche Eingrenzung der Suche nach Fusionsereignissen zu ermöglichen, wurden 

Cotransfektionen mit dem Calciumssensor GCaMP6f durchgeführt. GCaMP6f enthält 

zyklisch permutiertes eGFP (Baird et al., 1999). An dessen C-Terminus ist Calmodulin 

(CaM) und an dessen N-Terminus das CaM-Zielpeptid M13 gekoppelt. Calciumabhängige 

Interaktionen zwischen CaM und M13 bewirken Konformationsänderungen und folgend eine 

Erhöhung der Fluoreszenzintensität (Chen et al., 2013; Ding et al., 2014). Durch diese 

Methode sollte Calciumeinstrom ausfindig gemacht werden. Der Calciumeinstrom dient als 

Hinweis auf präsynaptische Terminale, daher habe ich in diesen Regionen gezielter nach 
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Fusionsereignissen suchen können. Innerhalb der meisten Messungen konnten Signale in 

verschiedenen Regionen gefunden werden (vgl. Abb. 3.28, A, 22 verschiedene Regionen mit 

Anstieg der Fluoreszenzintensität, Auswertung von drei Regionen dargestellt). Hierbei 

wurden einerseits Messungen vorgenommen, die auf der spontanen Aktivität der Neurone 

beruhten (vgl. Abb. 3.28, B-D), andererseits wurden über Stimulationselektroden 

Aktionspotentiale induziert (vgl. Kap. 2.2.3.4), welche verlässlich zum Calciumeinstrom 

führten (vgl. Abb. 3.28, F). Die Experimente mit GCaMP6f und Synaptophysin-pHTomato 

oder Nrxn-pHTomato führten nicht zu einer höheren Detektionsrate der Fusionsereignisse. 

 

 
 
Abbildung 3.29 zeigt eine der Messung von pHluorin-markiertem Nrxn1α. Zu sehen ist die 

Reduktion des Hintergrundsignals durch den 405nm-FRAP-Laser (vgl. Abb. 3.29, A/B). 

Während des dargestellten Messzeitraums erreichen Nrxn-positive Transportvesikel drei Mal 

(t = 81s, 170s, 172s) an zwei verschiedenen Stellen (R1, R2) die Zelloberfläche, was sich in 
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einem rapiden Anstieg der Fluoreszenzintensität und anschließender Reduktion durch 

Endozytose äußert. Die Fusionsevents lassen sich mittels Intensitätskurven (ΔF/F0, vgl. Kap. 

2.2.3.5) sowie Kymographen finden. Die dargestellte Intensitätskurve entspricht prinzipiell 

dem erwarteten Verlauf für pHluorin (Royle et al., 2008; Ryan, 2001). In den Kymographen 

ist ebenfalls der spontane Anstieg der Fluoreszenzintensität und deren nachfolgende Abnahme 

zu erkennen. Interessant ist, dass zwei der Fusionen in enger räumlicher Nähe stattfanden 

(Region 1) und zwei Ereignisse in kurzem zeitlichen Abstand (2s) erfolgten. Demnach 

erreicht das in diesen Experimenten eingesetzte Nrxn erwartungsgemäß die Zelloberfläche. 

 

 
 
Nrxn wird mit STVs transportiert (vgl. Kap. 3.2). Durch Transfektion von verschieden pH-

abhängig markierten Proteinen wurde überprüft, ob Nrxn und Synaptophysin nicht nur 

cotransportiert werden, sondern auch zusammen zur Zelloberfläche gelangen können. 

Denkbar wäre auch ein Mechanismus, bei dem beide Proteine intrazellulär cotransportiert 

werden, die Membran jedoch an unterschiedlichen Orten zu unterschiedlichen Zeiten 

erreichen. Abbildung 3.30 zeigt eine Messung von cotransfiziertem pHluorin-markiertem 

Nrxn und pHTomato-markiertem Synaptophysin. Sowohl die Intensitätskurven als auch die 
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Kymographen beider Kanäle (pHluorin und pHTomato) zeigen simultan (t = 81s) in der 

gleichen axonalen Region ein Anstieg der Fluoreszenzintensität. Zusammenfassend konnte 

mit den pH-abhängigen Experimenten nachgewiesen werden, dass die Nrxn-positiven 

Transportvesikel mit der Plasmamembran fusionieren und dass Nrxn und Synaptophysin 

zusammen die Zelloberfläche erreichen können. 
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4. Diskussion 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde der intrazelluläre Transport des präsynaptischen 

Transmembranproteins Nrxn charakterisiert. Zu Beginn dieser Arbeit war nur wenig über den 

Transport von Nrxn bekannt ((Fairless et al., 2008), vgl. Kap. 1.4). Der Großteil der hier 

durchgeführten Experimente basiert auf direkter Beobachtung der Dynamik 

fluoreszenzmarkierter Proteine in lebenden Neuronen (live imaging). Durch diese Methodik 

konnte die Art der Nrxn-positiven Vesikel bestimmt werden. Des Weiteren konnte die 

Abhängigkeit des Transports von Mikrotubuli sowie die Notwendigkeit des Kinesins KIF1A 

nachgewiesen werden. In den nachfolgenden Kapiteln soll ein Bild des Mechanismus des 

Nrxn-Transports und dessen mögliche Bedeutung für die Synapsenfunktion gezeichnet 

werden. 

 

4.1 Neurexin ist Bestandteil von synaptic vesicle protein transport vesicles 
 
Die Methodik zur Untersuchung der intrazellulären Dynamik von Nrxn wurde von mir 

zunächst etabliert. Wie in Kapitel 3.1 beschrieben, wurden fluoreszenzmarkierte Konstrukte 

verwendet. Das jeweilige Fluorophor lag hierbei im extrazellulären Teil des Nrxns und 

demnach innerhalb des Transportvesikels. Durch dieses Verfahren war eine Unterscheidung 

zwischen den α- und β-Neurexinisoformen und eine direkte Beobachtung der dynamischen 

Prozesse möglich. 

Die Entdeckung der Nrxn-positiven Transportvesikel und die Analyse des Verteilungsmusters 

von Nrxn in primären, hippokampalen Neuronen zeigten, dass die Fluoreszenzmarkierung 

keinen Einfluss auf die Dynamik des Proteins hat (vgl. Kap. 3.1). Danach wurde die Art 

dieser Transportvesikel näher charakterisiert. Bassoon, welches standardmäßig als 

Markerprotein für piccolo-bassoon transport vesicles (PTVs) eingesetzt wird (Zhai et al., 

2001), zeigte nur eine geringe Colokalisation zu Nrxn und eine deutlich abweichende 

Dynamik. Dies zeigt sich in den unterschiedlichen Geschwindigkeiten. Bassoon-positive 

Vesikel bewegen sich oft mit etwa 0,35µm/s (Shapira et al., 2003), wurden aber auch schon 

mit etwa 0,88µm/s dokumentiert (Fejtova et al., 2009). Nrxn-positive Vesikel sind in jedem 

Fall schneller. Im Rahmen von Studien zur Synaptogenese wurde eine Sequenz der 

Akkumulation (prä)synaptischer Proteine definiert, welche Bassoon-positive PTVs als zuerst 

an der Präsynapse ankommende Vesikel sehen (Friedman et al., 2000). Es ist nach wie vor in 

der Diskussion, ob Nrxn für die initiale Synaptogenese oder die Spezialisierung existierender 

Kontakte notwendig ist (Püschel & Betz, 1995; Reissner et al., 2013). Bei Nrxn-knock outs 

kommt es nicht zu massiven anatomischen Veränderungen. Axonale Wegfindung, die Anzahl 
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synaptischer Kontakte, die Expression und Lokalisation der untersuchten synaptischen 

Proteine sowie die Anzahl und Größe synaptischer Vesikel ist unverändert (Dudanova et al., 

2007; Missler et al., 2003). Dieser Phänotyp und die im Vergleich zu Bassoon naheliegend 

spätere Ankunft von Nrxn-positiven Vesikeln am präsynaptischen Terminal sprechen weiter 

gegen einen Einfluss von Nrxn auf den Beginn der Synaptogenese. 

Es wurden Markerproteine verwendet, mit denen gezeigt werden konnte, dass Nrxn nicht 

durch endosomale Mechanismen transportiert wird (Lasiecka & Winckler, 2011). Eingesetzt 

wurden Antikörper gegen endogenes Rab5a, Rab7b, Rab11 und NEEP21. Darüber hinaus 

wurden Colokalisierungsexperimente mit transfiziertem Nrxn und endogenem Rab3a 

durchgeführt. Rab3a wird in fast allen Synapsen exprimiert (Fischer von Mollard et al., 1994), 

dennoch sind knock out-Phänotypen relativ mild. In Mäusen und C. elegans mit KO-

Hintergrund ist die Anzahl synaptischer Vesikel und die Morphologie synaptischer Kontakte 

unverändert (Geppert et al., 1994; Nonet et al., 1997). Rab3a ist mit synaptic vesicle 

precursors assoziiert, welche zusätzlich Synaptophysin und Synaptotagmin enthalten können 

und über die Adapterproteine DENN/MADD durch den molekularen Motor KIF1A 

transportiert werden (Okada et al., 1995). Spätere Studien am C. elegans Rab3a-KO zeigten 

jedoch, dass Synaptotagmin in diesen Mutanten normal transportiert wird. Dies ist ein 

Hinweis auf weitere Synaptotagmin-positive und Rab3a-negative Transportvesikel (Niwa et 

al., 2008; Schlager & Hoogenraad, 2009). 

Nachfolgend wurde die Colokalisation von endogenem und transfiziertem Synaptophysin als 

Markerprotein für STVs (Ahmari et al., 2000; Sabo et al., 2006) mit Nrxn sowie die 

simultane Bewegung beider Proteine mit verschiedenen Konstrukten und unter verschiedenen 

Bedingungen (Wildtyp und α-Nrxn-TKO) nachgewiesen. Darüber hinaus wurde an fixierten 

Zellen die Colokalisation von Nrxn mit den weiteren Markerproteinen Synaptotagmin und 

Synapsin gezeigt. Dies sind Beweise, dass Nrxn in STVs transportiert wird. STVs sind 

notwendig für die Reifung primärer, synaptischer Kontakte. Ihre Akkumulation im Axon ist 

noch nicht vollständig aufgeklärt, insbesondere kann sie in vitro bereits vor axonal-

dendritischem Kontakt stattfinden. Zweifelsfrei konnten Abhängigkeiten zwischen der 

Akkumulation von STVs und Synapsin sowie dem Einstrom extrazellulären Calciums gezeigt 

werden (Bury & Sabo, 2011; Friedman et al., 2000; Sabo et al., 2006). Kürzlich konnten Bury 

et al. zeigen, dass der Nrxn/Nlgn-Komplex nicht direkt zur Akkumulation von STVs beiträgt, 

sondern diese in Bereichen synaptogenetischer Aktivität erfolgt. Zudem wiesen sie die 

simultane Akkumulation von STVs und Nrxn nach (Bury & Sabo, 2014). Diese Experimente 

beruhten primär auf Veränderungen der Fluoreszenzintensität. Experimentell stimmen die 
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Ergebnisse mit den von mir durchgeführten Arbeiten überein. Aufgrund meiner 

kontinuierlichen Beobachtung von Nrxn und Synaptophysin während des intrazellulären 

Transports können die Ergebnisse von Bury et al. jedoch um den Cotransport beider Proteine 

ergänzt werden.  

 

4.2 Cytoskelettabhängigkeit des Neurexin-Transports 
 
Intrazelluläre Transportprozesse basieren für die meisten sekretorischen Proteine auf 

vesikulärem Transport entlang Aktinfilamenten und Mikrotubuli (Cai & Sheng, 2009; 

Hirokawa & Noda, 2008). Durch pharmakologische Störung mittels Latrunculin A und 

Nocodazol konnte gezeigt werden, dass der intrazelluläre Langstreckentransport von Nrxn 

von den Mikrotubuli abhängig ist (vgl. Kap. 3.2). Aktinfilamente erscheinen auf den ersten 

Blick nicht notwendig für den Transport von Nrxn, die pharmakologischen Experimente 

lassen es jedoch nicht ausschließen, dass Aktinfilamente für Prozesse nahe der 

Plasmamembran und die Fusion der Vesikel benötigt werden wie es bereits für andere Vesikel 

gezeigt wurde (Kneussel & Wagner, 2013; Wu et al., 2002; Yano et al., 2006). Interessant 

wird die Mikrotubuliabhängigkeit mit Hinblick auf die Verteilung der Nrxn-positiven 

Transportvesikel. Wie in Kapitel 3.1 beschrieben, befinden sich die Vesikel sowohl im Axon 

als auch in Dendriten und sind in beiden Kompartimenten mobil, wenn auch mit 

unterschiedlichen Geschwindigkeiten und unterschiedlicher Richtungsspezifität. Die 

anterograde oder retrograde Nettobewegung beruht auf der Orientierung der Mikrotubuli 

(Kapitein et al., 2010). Im Axon erfolgt eine meist unidirektionale, anterograde Bewegung der 

Nrxn-positiven Vesikel entsprechend der plus-end-out Ausrichtung der Mikrotubuli. Im 

Gegensatz dazu steht die bidirektionale Bewegung in Dendriten durch die gemischte 

Orientierung der Mikrotubuli. 

Über die direkte, pharmakologische Beeinflussung des Cytoskeletts hinaus wurde der Einfluss 

neuronaler Aktivität auf den Transport untersucht. Tetrodotoxin (TTX) inhibiert synaptische 

Aktivität durch Blockade spannungsabhängiger Natriumkanäle. Hohe Konzentrationen von 

Kalium (KCl) fördern die Aktivität durch schnellere Depolarisation. Es konnte gezeigt 

werden, dass sich die Geschwindigkeit der Transportvesikel in Abhängigkeit der synaptischen 

Aktivität verändert. Bei Inhibierung durch TTX verlangsamen sich die Vesikel, durch 

Inkubation mit KCl sind die Vesikel im Mittel schneller. Insbesondere beruht dieser Effekt 

auf der Anzahl der Vesikel mit den höchsten gemessenen Geschwindigkeiten (>2µm/s). 

Demnach kann man sagen, dass die schnellste Vesikelpopulation aktivitätsabhängig ist. 

Aktivitätsabhängige Effekte wurden schon für andere Vesikelklassen gefunden (de Wit et al., 
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2006). In beiden Fällen handelt es sich um axonale Effekte, die Geschwindigkeit von 

Vesikeln innerhalb der Dendriten bleibt unbeeinflusst. In Studien wurden bereits 

aktivitätsabhängige Effekte des Zytoskeletts auf die Postsynapse nachgewiesen (Hu et al., 

2008; Jaworski et al., 2009). Beides weist daraufhin, dass Zusammenhänge zwischen 

synaptischer Aktivität und intrazellulärem Transport durch Veränderungen der Dynamik des 

Zytoskeletts zu erklären sind (Hanus et al., 2014; Hoogenraad & Bradke, 2009). Letztendlich 

wird dieses Experiment dadurch interessant, dass demnach Nrxn, welches funktionell als 

Modulator synaptischer Aktivität angesehen werden kann, zu einem frühen Zeitpunkt selbst 

von dieser Aktivität abhängig ist. Des Weiteren zeigt es, dass das Transportsystem in der 

Lage zu sein scheint, auf aktivitätsbedingte Erhöhungen der Neurexinnachfrage zu reagieren. 

Ähnliche Beispiele für aktivitätsabhängige Modulierung von synaptischem Transport liegen 

bereits für postsynaptische Rezeptoren und interessanterweise für postsynaptische Proteine 

wie Nlgn und Shank sowie für präsynaptische Proteine wie Munc18-1 und Syntaxin-1 vor 

(Cijsouw et al., 2014; Ehlers et al., 2007; Gill et al., 2015; Gutierrez et al., 2009; Turrigiano 

& Nelson, 2004). 

 

4.3 Mechanismus des intrazellulären Transports von Neurexin  
 
Es existiert eine Vielzahl molekularer Motoren, eingeteilt in Myosine, Dyneine und Kinesine. 

Myosine bewegen sich aktinabhängig und sind demnach nicht entscheidend am 

intrazellulären Transport von Nrxn beteiligt. Dyneine sind mikrotubuliabhängig, jedoch 

meistens an axonal retrogradem oder dendritischem Transport beteiligt. Kinesine bewegen 

sich ebenfalls entlang der Mikrotubuli und sind in vielen Fällen verantwortlich für axonal 

anterograden Transport (Hirokawa et al., 2010). Nach dem Nachweis der 

Mikrotubuliabhängigkeit und Hinweisen aus proteomischen Experimenten habe ich 

verschiedene Versuchsreihen durchgeführt, um einen Zusammenhang zwischen Nrxn und 

dem Kinesin KIF1A zu untersuchen. Es konnte gezeigt werden, dass Nrxn-positive 

Transportvesikel bezüglich Lokalisation und Geschwindigkeit vergleichbar mit KIF1A sind 

(Lee et al., 2003; Okada et al., 1995). Es wurde an fixierten Zellen eine Colokalisation 

zwischen Nrxn und KIF1A ermittelt, sowohl für α- als auch für β-Nrxn und ebenso für 

endogenes und transfiziertes KIF1A. In live imaging-Experimenten wurde eine synchrone 

Bewegung des Motors und des Proteins festgestellt. All diese Experimente weisen daraufhin, 

dass KIF1A am Transport von Nrxn beteiligt ist. Darüber hinaus wurden weitere live 

imaging-Experimente mit KIF1A und Synaptophysin sowie als Kontrolle Bassoon 

durchgeführt. Für Synaptophysin-enthaltende Vesikel ist bereits bekannt, dass sie durch 
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KIF1A transportiert werden (Bury & Sabo, 2011; Okada et al., 1995; Sabo et al., 2006), was 

hier als Bestätigung der Nrxn-transportierenden STVs angesehen werden kann. Zwischen 

Bassoon und KIF1A besteht kein Zusammenhang, Bassoon-positive PTVs werden durch 

KIF5B transportiert (Cai et al., 2007). 

Anhand dieser Kenntnis über den molekularen Motor KIF1A und der bisher diskutierten 

Ergebnisse lässt sich ein einheitliches Bild des Mechanismus des intrazellulären Nrxn-

Transports erstellen (vgl. Abb. 4.1). Nrxn wird im Golgi-Apparat in synaptic vesicle protein 

transport vesicles verpackt. Der Transport erfolgt durch KIF1A entlang der Mikrotubuli. Die 

Bindungsfähigkeit zwischen Mikrotubuli und Kinesinen ist abhängig von posttranslationalen 

Modifikationen der Mikrotubuli. Polyglutamylierte Mikrotubuli weisen die höchste Affinität 

für KIF1A auf (Ikegami et al., 2007; Konishi & Setou, 2009). Derart modifizierte Mikrotubuli 

sind sowohl im Axon als auch in Dendriten vorhanden. Dies erklärt, neben der Existenz 

postsynaptischer Subpopulationen von Nrxn (Kattenstroth et al., 2004; Taniguchi et al., 2007), 

warum sich trotz der primär präsynaptischen Lokalisation von Nrxn die Transportvesikel in 

beiden Kompartimenten bewegen. Die einheitliche Orientierung der Mikrotubuli im Axon 

ermöglicht einen schnelleren und kontinuierlicheren Transport als die gemischte Orientierung 

in Dendriten. Auch die Abhängigkeit von synaptischer Aktivität lässt sich in diesem Modell 

erklären. Erhöhte synaptische Aktivität führt zu häufigerer Polyglutamylierung der 

Mikrotubuli (Maas et al., 2009) und damit ebenso zu besseren Transportbedingungen. 
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Die live imaging-Experimente an Nrxn-Deletionsmutanten (NENA-Δ3, NENAΔ55+10) 

bestätigten die zuvor in der Arbeitsgruppe durchgeführten Studien zur Bedeutung des C-

terminalen PDZ-Bindungsmotivs für den Transport (Fairless et al., 2008). Die Deletion des 

PDZ-Bindungsmotivs führt zur Akkumulation von Nrxn im Zellkörper. Sie spielt jedoch 

keine Rolle bei der Geschwindigkeit der Transportvesikel. Nrxn1β-positive Vesikel sind 

schneller als Nrxn1α-positive Vesikel, obwohl das PDZ-Bindungsmotiv identisch ist. 

Transportvesikel mit beiden Neurexinvarianten weisen eine Geschwindigkeit auf die im 

Rahmen der α-Nrxn-Messungen liegt. Die Ursache für die unterschiedlichen 

Geschwindigkeiten von α-Nrxn, β-Nrxn und α-/β-Nrxn colokalisierten Vesikeln (vgl. Kap. 

3.2) ließ sich experimentell nicht abschießend aufklären. Jedoch lassen die dargestellten 

Experimente zur Art der Transportvesikel, insbesondere in Hinblick auf die Colokalisation 

beider Neurexinvarianten, die Analyse der Deletionsmutanten sowie zur Notwendigkeit von 

KIF1A für beide Neurexinisoformen eine denkbare Erklärung zu. Die beobachteten Prozesse 

könnten auf den unterschiedlichen extrazellulären Strukturen von α- und β-Nrxn basieren. α-
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Nrxn enthält extrazellulär drei EGF-ähnliche Domänen und sechs LNS-Domänen, 

wohingegen β-Nrxn ein LNS-Domäne und eine kurze, β-spezifische Sequenz enthält. Tanaka 

et al. haben gezeigt, dass sich die Architektur des Nrxn/Nlgn-Komplexes aufgrund dieser 

extrazellulären Strukturen stark unterscheidet. Durch Korrelation von Licht- und 

Elektronenmikroskopie (CLEM, correlative light-electron microscopy) wurde für β-Nrxn eine 

wesentlich höhere Packungsdichte an transsynaptischen Kontakten gefunden (Tanaka et al., 

2012). Eine vergleichbare strukturelle Verteilung könnte in Abhängigkeit von der Anzahl der 

Neurexinmoleküle auch innnerhalb der Transportvesikel vorliegen, wodurch die hoch 

variablen Oberflächeneigenschaften der Vesikel (Takamori et al., 2006) modifiziert würden. 

Möglich wären durch ein höheres β-Nrxn-Aufkommen eine höhere Anzahl an 

Bindungsstellen für KIF1A. Zur Konsequenz der simultanen Bindung mehrerer Motoren 

desselben Typs existieren verschiedene Aussagen. In vivo-Studien an Drosophila-Embryonen 

erbrachten keinen Nachweis des Einflusses mehrerer gleicher Motoren, in vitro konnte jedoch 

gezeigt werden, dass Cargo dadurch mit einer höheren Geschwindigkeit und einer höheren 

Schrittlänge transportiert wird (Mallik et al., 2005; Shubeita et al., 2008; Vershinin et al., 

2007). 

Wie bereits in Kapitel 3.4 beschrieben existieren meistens mehrere gebundene Motoren an 

einem Vesikel, welche untereinander reguliert sein müssen. Diese Regulation bezieht sich auf 

die Aktivitätsdauer der Motoren, die Bindungsdauer der Motoren an den Cargo und die 

simultane Bindung des Motors an den Cargo und das Zytoskelett (Gross, 2004; Karcher et al., 

2002; Schlager & Hoogenraad, 2009; Vale, 2003). Für Myosine und Kinesine wurde 

beschrieben, dass sich die Cargo-bindende Domäne in Abwesenheit des Cargos 

autoinhibitorisch um die Motordomäne falten kann (Coy et al., 1999; Thirumurugan et al., 

2006). Motorassoziierte Proteine, wie der mit Dynein interagierende Proteinkomplex 

Dynactin, unter anderem bestehend aus p150, Dynamitin und Arp1 (actin related protein), 

können die Aktivität und die Bindung zum Cargo beeinflussen (Karki & Holzbaur, 1999; 

Pfister et al., 2006; Schroer, 2004). Zur Untersuchung der Aktivität spezifischer Motoren 

wurden innovative Methoden verwendet. Kapitein et al. nutzten weitestgehend immobile 

Peroxisomen als artifizielles Cargo, welches sie mit RFP (red fluorescent protein) als 

Fluoreszenzmarker und FKBP (FK506 binding protein) koppelten. FKBP bindet unter 

Zugabe von Rapamycin an FRB (FKBP-rapamycin binding domain, (Banaszynski et al., 

2005)), welches wiederrum an Motor- oder Adapterprotein gebunden war. Dadurch konnte in 

Abhängigkeit der eingesetzten Konstrukte die jeweilige Aktivität der Motoren direkt 

untersucht werden (Kapitein et al., 2010). Diese Vorgehensweise wurde des Weiteren genutzt, 
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um Motor-Cargo-Interaktionen von Kinesinen zu untersuchen (Jenkins et al., 2012). In der 

vorliegenden Arbeit wurde ein direkterer Ansatz gewählt, um die tatsächliche Aktivität von 

KIF1A während des Nrxn-Transports nachzuweisen. Es wurde ein shRNA-vermittelter knock 

down von KIF1A durchgeführt. Das eingesetzte Konstrukt enthielt eGFP als 

Fluoreszenzmarker und die KIF1A-shRNA (Liu et al., 2012). Live imaging von Nrxn ergab 

eine massive Reduktion des Transport, woraus sich schließen lässt, dass KIF1A der aktive 

Motor für den Nrxn-Transport ist. Die rescue-Experimente mit shRNA-resistentem KIF1A 

(Xue et al., 2010) weisen nach, dass unter Einsatz der shRNA keine anderen Faktoren als der 

knock down selbst eine Rolle spielen, sogenannte off-target Effekte also nicht vorliegen. 

In der Ähnlichkeit der bekannten knock out-Phänotypen von KIF1A und Nrxn spiegelt sich 

der in dieser Arbeit beschriebene Zusammenhang wider. In beiden Fällen sterben KO-Mäuse 

innerhalb kurzer Zeit nach der Geburt. Der KIF1A-KO geht erwartungsgemäß einher mit 

einer massiven Einschränkung axonalen Transports, es kommt zu einer Verringerung der 

Dichte synaptischer Vesikel (Akkumulation im Zellkörper) und der Anzahl präsynaptischer 

Terminale (Yonekawa et al., 1998). Die geringere Anzahl inhibitorischer Synapsen 

(Dudanova et al., 2007) sowie eine dramatisch reduzierte Ausschüttung von 

Neurotransmittern an exzitatorischen und inhibitorischen Synapsen (Missler et al., 2003) sind 

die entsprechenden Nrxn-KO-Phänotypen. Klar ist, dass zwischen Nrxn und KIF1A keine 

gegenseitige Abhängigkeit besteht, da in Nrxn-TKO keine Anzeichen für eine verminderte 

KIF1A-Funktion vorliegen, viel mehr ist Nrxn abhängig von KIF1A. Der molekulare Motor 

zeigt darüber hinaus noch stärkere Phänotypen, da eine Vielzahl synaptischer Proteine von 

seiner Funktion abhängig sind. 

Meine Experimente bezogen sich auf primäre, hippokampale Neurone aus Mäusen. Wie 

bereits in Kapitel 1.2 beschrieben, existiert ein α-Nrxn in Invertebrarten wie Drosophila 

melanogaster, Apis mellifera und Caenorhabditis elegans, β-Nrxn konnte bisher nur in C. 

elegans nachgewiesen werden (Biswas et al., 2008; Haklai-Topper et al., 2011; Tabuchi & 

Südhof, 2002). Mit imac (D. melanogaster) und UNC-104 (C. elegans) konnten molekulare 

Motoren identifiziert werden, die homolog sind zu KIF1A. Diese Motoren besitzen alle eine 

C-terminale PH- (pleckstrin homology) Domäne, welche zumindest teilweise der Bindung 

möglicher Cargo dient (Klopfenstein et al., 2002), und notwendig sind für den axonalen 

Transport (Hall & Hedgecock, 1991; Pack-Chung et al., 2007). Interessant ist auch ein 

Vergleich der Mikrotubuliorientierung in diesen Spezies, da sie von der Orientierung in 

Vertebraten abweicht. Alle untersuchten Neurone in Drosophila teilen die axonale 

Orientierung mit Vertebraten, dendritisch findet sich jedoch generell das Minus-Ende der 
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Mikrotubuli zum Zellkörper ausgerichtet (statt gemischter Orientierung in proximalen 

Dendriten, (Stone et al., 2008)). In C. elegans wurden ebenfalls mehrere Neuronentypen 

untersucht, in den meisten Fällen wurde eine D. melanogaster entsprechende Orientierung 

gefunden (Chisholm, 2013; Maniar et al., 2012; Ou et al., 2010). Dementsprechend könnte 

der axonale Nrxn-Transport wie in dieser Arbeit beschrieben stattfinden, dendritischer 

Transport müsste auf andere Weise reguliert sein. 

Die durchgeführten Experimente zur Oberflächenfusion Nrxn-positiver Vesikel (vgl. Kap 3.5) 

bilden den letzten Schritt zur Untersuchung des intrazellulären Transports in meiner Arbeit. 

Generell wurde während den Messungen nur eine geringe Häufigkeit der Fusionsereignisse 

festgestellt. Dies entspricht jedoch möglicherweise den nativen Gegebenheiten, da z.B. für 

synaptische Vesikel bereits eine Frequenz von einem Vesikel in etwa vier Minuten publiziert 

wurde (Südhof, 2013). Variationen in Zelldichte, Alter der Kulturen und Zusammensetzung 

der Messpuffer führten nicht zu einer höheren Wahrscheinlichkeit der Vesikelfusion. Des 

Weiteren sind diese Messungen mit verschiedenen Schwierigkeiten verknüpft: das 

Hintergrundsignal kann durch Einsatz eines 405nm-Lasers gebleicht werden, da in Relation 

zu pH-abhängigen Molekülen pro Vesikel zum Teil nur eine geringe Signalstärke besteht. 

Dabei wird aber auch die Signalintensität gequenschter Fluorophore verringert. Darüber 

hinaus macht die Motilität der Zelle und laterale Diffusion der Proteine an der Zelloberfläche 

eine umfangreiche Analyse notwendig. Durch Kombination des Calciumsensors GCaMP6f 

mit pH-abhängigen Fluorophoren sollte eine räumlich restriktivere Suche nach 

Fusionsereignissen an präsynaptischen Terminalen ermöglicht werden (Chen et al., 2013; Li 

& Tsien, 2012), jedoch konnte auch auf diesem Wege keine höhere Frequenz erreicht werden. 

Die Induktion von Aktionspotentialen durch Stimulationselektroden wurde zuvor bereits zur 

Steigerung von Fusionsereignissen verwendet (van de Bospoort et al., 2012), diese Protokolle 

wurden jedoch überwiegend mit dense core vesicles durchgeführt, welche direkt auf die 

Stimulation reagieren. Darüber hinaus wurde nachgewiesen, dass eine Vielzahl von 

Aktionpotentialen keine messbaren Fusionsereignisse hervorrufen (Gandhi & Stevens, 2003), 

was eine weitere Erklärung für die geringe Frequenz der Ereignisse in den pH-abhängigen 

Experimenten ist. Trotz dieser experimentellen Schwierigkeiten gelang durch Experimente 

mit pH-abhängigen Fluorophoren (Miesenbock et al., 1998) der Nachweis, dass die 

eingesetzten Neurexinkonstrukte die Zelloberfläche erreichen. Darüber hinaus konnte gezeigt 

werden, dass dies auch zusammen mit dem bereits intrazellulär cotransportierten 

Synaptophysin erfolgen kann. 
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Es existieren mehrere Modelle zur Fusion von Vesikeln, allen voran kiss-and-run (Ceccarelli 

et al., 1973; Fesce et al., 1994)), full-collapse fusion (FF, (Heuser & Reese, 1973)) und 

ultrafast endocytosis (Watanabe et al., 2013; Watanabe et al., 2013). Die Unterscheidung der 

verschiedenen Fusionsereignisse ist mit verschiedenen Methoden möglich, die Analyse der 

Kinetik pH-abhängiger Fluoreszenz scheint dabei eine der verlässlichsten Methoden zu sein 

(Keighron et al., 2012). In den hier durchgeführten Experimenten wurde eine plötzliche 

Zunahme der Fluoreszenzintensität mit anschließend mehrere Sekunden andauernder 

Abnahme gezeigt. Die Kinetik der Nrxn-pHluorin Messungen ensprechen demnach dem full-

collapse fusion Modell. Des Weiteren analysierten Cohen et al. turnover Raten synaptischer 

Proteine. Sie fanden, dass die meisten synaptischen Proteine eine Halbwertszeit von 2-5 

Tagen aufweisen. Neurexine liegen mit 2,61 (Nrxn3α) und 2,89 (Nrxn1) sehr dicht an der 

Halbwertszeit von Neuroligin mit 2,56 (Nlgn2) und 2,61 (Nlgn3) (Cohen et al., 2013). Dies 

entspricht dem funktionellen Zusammenhang zwischen Nrxn und Nlgn und ergibt mit der in 

dieser Arbeit ermittelten Transportgeschwindigkeit ein erstes Bild zum metabolischen Umsatz 

von Neurexin. Dies unterstreicht die Bedeutung des intrazellulären Transports, durch den 

jederzeit eine ausreichende Menge synaptischer Proteine zur Verfügung steht. 

 

4.4 Ausblick 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde der intrazelluläre Transport des präsynaptischen 

Transmembranproteins Nrxn intensiv untersucht und konnte weitgehend aufgeklärt werden. 

Die Experimente wurden mit Neurexin1 durchgeführt. Die Neurexine1/2/3 auf einem Genom 

sind unterschiedlicher als Neurexin1 in verschiedenen Spezies (Reissner et al., 2013). 

Dennoch sind die C-terminalen Sequenzen und insbesondere das PDZ-Bindungsmotiv soweit 

identisch, dass die Vermutung nahe liegt, dass der Transport aller Neurexine ähnlich verläuft. 

Dies experimentell nachzuweisen wäre ein weiterer Schritt. 

Darüber hinaus interessant wären Fragen nach den Regulationsmechanismen zur Fusion 

Nrxn-positiver Vesikel in die Plasmamembran (Calcium, intrazelluläre Signalkaskaden (Sabo 

et al., 2006)) sowie fluoreszenzmikroskopische und biochemische Studien zur Bindung 

zwischen dem Transportvesikel und KIF1A. Eine direkte Bindung zwischen KIF1A und dem 

PDZ-Motiv von Nrxn ist strukturell nicht möglich. Denkbar wären Bindungen mit Rim1α, 

welches auch in hier vorgestellten Experimenten mit Nrxn colokalisiert, oder Liprinα als 

Adapterprotein. Für Liprinα wurde in mehreren Studien Bindungen an KIF1A sowie dessen 

Bedeutung für den axonalen Transport beschrieben (Chia et al., 2013; Miller et al., 2005; 

Shin et al., 2003; Wei et al., 2011). Insbesondere wurde ein Komplex, bestehend aus Nrxn, 
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Syd1 und Liprinα an der aktiven Zone in D. melanogaster nachgewiesen, welcher in ähnlicher 

Form transportrelevant sein könnte (Owald et al., 2012). 
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5. Zusammenfassung 
 
Neurone sind polarisierte Zellen, deren interzelluläre Kontakte der Signalweiterleitung dienen. 

Diese strukturelle Grundlage spiegelt sich in prä- und postsynaptischem Transport wider. 

Zelladhäsionsmoleküle sind an Synaptogenese, Aufrechterhaltung von synaptischen 

Kontakten und Signalweiterleitung beteiligt. Heterologe transsynaptische Komplexe stellen 

ein ideales Modell zur Untersuchung der spezifischen Transportmechanismen dar. Neurexin 

ist ein vorwiegend präsynaptisch lokalisiertes Transmembranprotein, dessen Bindungspartner 

Neuroligin an der Postsynapse lokalisiert ist. Im Gegensatz zum Transport von Neuroligin 

war über den Transport von Neurexin zu Beginn der vorliegenden Arbeit nur wenig bekannt. 

Zunächst wurden live imaging-Verfahren zur direkten Beobachtung der Dynamik 

fluoreszenzmarkierter Neurexinkonstrukte in lebenden Neuronen im Labor etabliert. Mit 

dieser Methodik wurde die Art und Dynamik Neurexin-positiver Transportvesikel, ihre 

Abhängigkeit vom neuronalen Zytoskelett sowie von molekularen Motoren untersucht. Es 

konnte gezeigt werden, dass Neurexin u.a. mit Synaptophysin und Synaptotagmin in synaptic 

vesicle protein transport vesicles zur Präsynapse befördert wird. Axonal ist der Transport 

schneller und kontinuierlicher als in Dendriten, Nrxn1β-positive Vesikel sind schneller 

Nrxn1α-positive Vesikel. Dies beruht einerseits auf der Orientierung der Mikrotubuli, von 

denen der Neurexin-Transport abhängig ist wie in pharmakologischen Experimenten gezeigt 

werden konnte, sowie andererseits vermutlich auf der Packungsdichte der verschiedenen 

Neurexinisoformen innerhalb der Vesikel. Der Transport von Neurexin ist darüber hinaus 

abhängig von neuronaler Aktivität. Durch Colokalisationsexperimente und shRNA-

vermittelte knock down Experimente konnte nachgewiesen werden, dass das Kinesin KIF1A 

für den Transport notwendig ist. Mittels pH-abhängiger Fluorophore war es letztlich möglich, 

die Fusion Neurexin-positiver Vesikel mit der Plasmamembran nachzuweisen. Demnach stellt 

die vorliegende Arbeit die erste umfangreiche Untersuchung über den intrazellulären 

Transportmechanismus des synaptischen Zelloberflächenmoleküls Neurexin an lebenden 

Neuronen dar. 
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6. Abstract 
 
Neurons are highly polarized cells and their synapses are intercellular contacts that are 

responsible for signal transduction. This structural specialization is reflected in pre- and 

postsynaptic transport. Cell adhesion molecules are involved in synaptic function, 

transmission and signal transduction. Heterologous transsynaptic complexes represent an 

ideal model to study the specific transport mechanisms. Neurexin is a predominantly 

presynaptic localized transmembrane protein, its binding partner neuroligin is localized to the 

postsynaptic membrane. In contrast to the transport of neuroligin, little was known about the 

transport of neurexin at the beginning of this project. 

First, live imaging methods for the direct observation of the dynamics of fluorescently labeled 

neurexin constructs were established in the laboratory. With this methodology,  the nature and 

dynamics of neurexin-positive transport vesicles, their dependence on the neuronal 

cytoskeleton and molecular motors were studied. It was shown that neurexin is transported 

together with Synaptophysin and Synaptotagmin in synaptic vesicle protein transport vesicles 

to the presynaptic terminal. Axonal transport is faster and more continuous than in dendrites, 

Nrxn1β-positive vesicles are faster than Nrxn1α-positive vesicles. This is partly due to the 

orientation of the microtubules, of which the transport is dependent as discovered in 

pharmacological experiments, as well as probably due to the packing density of the various 

neurexin isoforms within the vesicles. Furthermore, the transport of neurexin is dependent on 

neuronal activity. Using colocalization studies and shRNA-mediated knockdown experiments 

it was demonstrated that the kinesin KIF1A is necessary for transport of neurexin. Via pH-

dependent fluorophores it was ultimately possible to prove the fusion of neurexin-positive 

vesicles with the plasma membrane. Thus, the current work represents the first extensive 

study on the intracellular transport mechanism of the synaptic cell surface molecule neurexin 

on living neurons. 
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