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I EINLEITUNG 

1. Das Zytoskelett. 

Das Zytoskelett der höheren Eukaryoten besteht aus drei Hauptelementen: Aktin-, Mikrotubuli- und 

Intermediärfilamenten. Deren Struktur und Aufbau wird von einer großen Anzahl von Zytoskelett-

assoziierten Proteinen reguliert. Diese Proteine konfigurieren und verknüpfen einzelne Filamente 

durch Bündelung und Quervernetzung in einem Netzwerk untereinander und vermitteln die Verknüp-

fung an Membranen, Vesikel und Zell-Zell-Kontakte (Ruhrberg und Watt; 1997; Fuchs und Cleveland, 

1998; Leung et al., 2001; Leung et al., 2002). Des Weiteren organisieren diese Proteine den Transport 

von Organellen und Versikeln entlang der Filamente. Dabei weist jeder Filamenttyp ein Set an akzes-

sorischen Proteinen auf (Drabek, 2005). Obwohl die drei Filamentsysteme unabhängig voneinander 

arbeiten können, wird eine kooperative Kommunikation zwischen ihnen benötigt, um eine koordinierte 

Zellaktivität bereitzustellen. Nur für die Mitglieder der Plakin und Spektraplakin Proteinfamilie ist 

zurzeit bekannt, dass sie mit mehr als einem Filamenttyp assoziieren (zur Übersicht Röper et al., 2002; 

Jefferson et al., 2004; Sonnenberg und Liem, 2007). 

 

2. Die Plakin und Spektraplakin Proteinfamilie in Vertebraten. 

Die Plakin und Spektraplakin Proteine sind große multifunktionale Zytoskelettproteine und können 

alle drei Zytoskelett-Filamente koordinieren. Wie der Name andeutet, sind Spektraplakine mit zwei 

eigenständigen Proteinteilstrukturen ausgestattet: der Spektrin und der Plakin Domäne, die charakteris-

tisch für die Mitglieder der Spektrin und Plakin Familie sind (Röper et al., 2002; Sonnenberg und 

Liem, 2007). Die bekanntesten Vertreter der Plakine sind Bullous Pemphigoid Antigen-1 

(Bpag1/BP180/BP230), Plectin, Desmoplakin, Envoplakin, Periplakin und Epiplakin (zur Übersicht 

Ruhrberg und Watt, 1997; Jefferson et al., 2004; Leung et al., 2002). Entdeckt wurden sie als Bestand-

teile von Desmosomen und Hemidesmosomen, in denen sie Intermediärfilamente an Adhäsionsrezep-

toren verknüpfen. 

Mitglieder der Spektrinfamilie in Vertebraten sind -Actinin, Dystrophin, Utrophin, Spektraplakine, 

Spektrine und die Nesprine (Rosenberg-Hasson et al., 1996; Zhen et al., 2002; zur Übersicht Starr 

2007, Star und Fisher, 2005). Diese Proteine binden und verknüpfen Aktinfilamente und verbinden sie 

mit Membranrezeptoren. Spektraplakine umfassen die beiden Säugetierparaloge Bpag1 (Dysto-

nin/MACF2) und MACF1 (ACF7), Shot Stop (Shot) aus der Fruchtfliege Drosophila melanogaster 

und VAB-10B aus dem Nematoden Caenorhabditis elegans. 
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2.1. Die Plakin Protein Domänenkomposition. 

Säuger sowie Invertebraten Plakine und Spektraplakine weisen eine charakteristische Domänenkom-

position auf, die in Abbildung 1 schematisch dargestellt ist. Im Folgenden werden die Vertebraten 

Plakine und ihre Domänenkomposition näher beschrieben. 

Das Merkmal der Plakine, auch epithele Plakine genannt (in der Abb. 1, Stern), ist die Bindung an 

Intermediärfilamente (IF) mit ihrem Carboxyl (C)-Terminus. Dadurch fungieren sie als Adaptormole-

küle, die das Zytoskelett-Filamentsystem mit Integrinen und Cadherinen der epithelialen Zell-Zell-

Kontakte verknüpfen.  

Die Verwendung verschiedener Promotoren, alternatives Spleißen der Transkipte und verschiedene 

Transkriptionsstartpunkte resultieren in einer enormen Vielfalt an Isoformen (zur Übersicht Jefferson 

et al., 2004). Die große Anzahl an Isoformen führte in den letzten Jahren zu Irritationen in der No-

menklatur der Plakine und im Verständnis der gewebespezifischen Funktionen und subzellulären Lo-

kalisationen dieser Proteine. So wurden für Plectin bisher 11 Isoformen beschrieben, die unterschiedli-

che Amino (N)-Termini aufweisen. Diese N-terminale Sequenz beeinflusst die subzelluläre Verteilung 

und die einzelnen Isoformen werden in Geweben unterschiedlich exprimiert (Rezniczeck et al., 2003). 

Die Bpag1 Proteine weisen sehr unterschiedliche Isoformen auf, die deshalb in zwei Klassen unterteilt 

werden: Die epithelialen Bpag1e (BP230 und BP180) und neuronalen Bpag1n Isoformen (Abb. 1.), die 

in ihrem strukturellen Aufbau den Plakinen gleichen, die neuronalen Bpag1a (Dystonin-a) und die 

muskelspezifischen Bpag1b (Dystonin-b) Isoformen, die zu den Spektraplakinen eingegliedert werden. 

Zudem werden weitere Isoformen der jeweiligen Klassen beschrieben, die unterschiedliche N-Termini 

aufweisen (Brown et al., 1995, zur Übersicht Jefferson et al., 2004; Young et al., 2006). Beispielswei-

se wird für die dritte neuronale Plakin Isoform gezeigt, dass Bpag1n3 nicht an F-Aktin bindet (Yang et 

al., 1996, Young et al., 2003). Dafür wird eine kryptische Mikrotubuli-bindende Domäne in der Plakin 

Domäne (M1) aktiv, wodurch Bpag1n3 an Mikrotubuli, jedoch nicht an Aktin binden kann (Yang et 

al., 1999). 

Bpage1e, Bpag1n, Desmoplakin und Plectin zeigen eine dreigeteilte Domänenstruktur: einen globulä-

ren N-Terminus (Plakin-Box Domäne), eine zentrale Coiled-coil und einen C-Terminus, der aus zahl-

reichen Wiederholungen (Plakin Repeat Domain, PRD) aufgebaut ist. Epiplakin zeichnet sich durch 

eine ungewöhnliche Domänenkomposition aus; es ist nur aus PR Domänen zusammen gesetzt. Diese 

charakteristische PRD befindet sich am C-Terminus der epithelialen Plakine. Eine PRD ist aus 4.5 

Kopien einer 38 Aminosäuresequenz aufgebaut, wodurch eine globuläre Struktur erzielt wird, die eine 

ungewöhnliche Faltung ausbildet (Choi et al., 2002). Basierend auf der Übereinstimmung der Amino-

säuresequenz werden PRDs in drei Klassen, nämlich A, B und C unterteilt. Sie können durch Ver-

knüpfungsdomänen (sogenannte Linker) verbunden sein, die ebenfalls Plakin-ähnliche Wiederho-

lungsdomänen aufweisen (zur Übersicht Leung et al., 2002). Diese Domäne vermittelt die Interaktion 

an Intermediärfilamente (IF). Dabei steht die Bindungsaffinität an IFs in direktem Bezug zu der An-
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zahl an Plakin-Wiederholungen (Ruhrberg und Watt, 1997; zur Übersicht Stappenbeck et al., 1993; 

Kouklis et al., 1994; Meng et al., 1997; Nikolic et al., 1996). 

Bis auf Epiplakin besitzen die Plakine eine N-terminale Plakin-Box Domäne (Abb. 1. lilafarbene Box) 

Diese besteht aus einer -helikalen Spektrinwiederholungssequenz (SR Sequenz) und einer putativen 

SH3 Domäne, die eine Rolle in der Vermittlung von Protein-Protein Interaktionen spielt (Leung et al., 

2002; Rezniczek et al., 2004; Jefferson et al., 2004). So ist diese N-terminale Domäne für die Lokali-

sation der Plakine an der Plasmamembran und die Bindung an Komponenten der Desmosomen und 

Hemidesmosomen verantwortlich (Reznick et al., 1998; Koster et al., 2003).  

Im Anschluss daran liegt eine Coiled-Coil Domäne vor, welche aus sieben Wiederholungssequenzen 

aufgebaut ist (Abb.1. beigefarbene Box). Jede dieser sieben Sequenzen ist aus einer charakteristischen 

38 Aminosäuresequenz zusammengesetzt (Green et al., 1990). Diese Domäne ist für die Ausbildung 

von Homodimeren (z. B. Plectin) bzw. Heterodimeren (Envoplakin mit Periplakin) von Bedeutung. 

(zur Übersicht Uitto et al., 1996; Chan et al., 1998).  

Am Ende des C-Terminus weisen Plectin, Desmoplakin I und II eine Glyzin-Serin-Arginin-reiche Se-

quenz (GSR) auf. Über diese Struktur bindet Plectin an Mikrotubulifilamente. Weiterhin scheint diese 

Domäne modulierend auf die Bindung der Intermediärfilamente an ihre PRDs zu wirken: wird das 

Serin in der GSR Domäne phosphoryliert, so findet keine Interaktion mit IFs mehr statt (Stappenbeck 

et al., 1993). 

Plectin und Bpag1n weisen zusätzlich eine Aktin-bindende Domäne (ABD), aufgebaut aus zwei Cal-

ponin Homologie Domänen (CH) an ihren N-Termini, auf. Diese ~100 AS großen Domänen bestehen 

aus vier parallelen -Helixes und drei weiteren kleinen Helixes, die über eine Schleife verbunden sind 

(Broderick und Winder, 2002). Obwohl die CH Domänen eine hohe strukturelle Übereinstimmung 

besitzen, zeigt die Tertiärstruktur Unterschiede. Aus diesem Grunde werden Calponin Homologie 

Domänen in die Subgruppen CH1 und CH2 unterteilt (Kronbaum und Rivero, 2002), denn die CH1 

Subdomäne bindet F-Aktin mit niedrigerer Affinität als CH1 und CH2 zusammen. Die CH2 Domäne 

weist im Vergleich zur CH1 eine nochmals deutlich geringere Affinität zu F-Aktin auf (zur Übersicht 

Way et al., 1992; Winder et al., 1995). Darüberhinaus ist die ABD der Plakine durch die Fähigkeit 

Homo- und Heterodimere zu bilden gekennzeichnet. Diese Eigenschaft unterstützt die Verknüpfungs-

funktion des Aktin-Netzwerkes (Fontao et al., 2001; Young et al., 2003). Zusätzlich vermittelt die 

ABD Domäne von Plectin die Bindung an ß4 Integrin (Geerts et al., 1999; Litjens et al., 2003). 

Aufgrund ihrer Domänenkomposition sind die Plakine in der Lage, als Adaptermoleküle zwischen 

Zell-Zell-Kontakten und dem Zytoskelett zu fungieren. Epitheles Bpag1e/BP230 und Plectin sind in 

Hemidesmosomen lokalisiert. Dort vermitteln sie die Verbindung von Epithelzellen an die darunterlie-

gende Basalmembran. Desmoplakin, Periplakin und Envoplakin sind darüberhinaus Bestandteile der 

zytoplasmatischen Plaques von Desmosomen, die für die Zell-Adhäsion zwischen benachbarten Epi-

thelzellen wichtig sind (zur Übersicht Green und Jones, 1996). Für das noch nicht so gut charakteri-
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sierte Epiplakin wird vermutet, das es die Bündelung von Keratin IFs induziert (Spazierer et al., 2008; 

Walsh und Brown, 1998). 

 

Abb.1: Die Säuger und Invertebraten Plakin Isoformen.  
Die epithelen Plakine (Stern) weisen eine charakteristische dreigeteilte-Domänen Struktur auf. Diese setzt sich aus einer globulären 

Domäne am N-Terminus (lila), einer zentralen Coiled-Coil Domäne (beige), und einer unterschiedlich langen Plakin-

Wiederholungsdomänen (PRD) am C-Terminus (orange) zusammen. PRDs unterteilen sich in die drei Subgruppen A, B und C, die 

durch Linker-Domänen voneinander separiert werden. Diese können Plakin-ähnliche Wiederholungsdomänen (PR) in sich tragen 

(braun). Die Domänenstruktur von Periplakin und Epiplakin weicht deutlich von den oben beschriebenen Proteinen ab. In Spekt-

raplakinen (ohne Stern) wird die zentrale Rod-Domäne durch eine unterschiedliche Anzahl an Spektrinwiederholungen ersetzt. Zur 

Übersicht sind die verschiedenen N-Terminalen Isoformen von MACF1, Bpag1 und Plectin nicht dargestellt, sondern nur die je-

weiligen alternativ gespleißten Hauptisoformen. Ob das Shot III Protein wirklich existiert, ist bisher noch nicht erwiesen, da seid 

seiner ersten Beschreibung es bisher nicht gelungen ist, dieses Ergebnis zu reproduzieren. Die Abbildung ist nicht maßstabsgetreu 

und wurde aus Jefferson et al., 2004, entnommen. 
 

2.2.  Die Spektraplakin Protein Domänenkomposition. 

Microtubule Actin Cross-linking Factor 1 (MACF1), auch bekannt als ACF7 (Actin Cross-linking 

Family 7), Trabeculin- und Makrophin sowie das paraloge Bullous Pemaphigoid Antigen 1 

(Bpag1/Dystonin) repräsentieren die einzigen Spektraplakine in Vertebraten. Dystonin und MACF1 

sind strukturell hoch konserviert und spielen vergleichbare Rollen bezüglich der zytoskelettalen 

Kreuzvernetzung in statischen aber auch dynamischen zellulären Prozessen (zur Übersicht Jefferson et 

al., 2004; Röper et al., 2003). 
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Im Folgenden werden die Unterschiede und Gemeinsamkeiten der Spektraplakine und der Plakine 

aufgeführt. Dabei wird der strukturelle Aufbau der erstgenannten vom N-Terminus zum C-Terminus 

behandelt. 

Die auffälligste Gemeinsamkeit der Plakine und Spektraplakine ist das Vorhandensein einer Plakin-

Box Domäne (Abb. 1.) Des Weiteren kommen diese Proteine in vielen Isoformen vor und weisen 

durch alternative Transkriptionsstartpunkte verschiedene N-Termini auf (Fuchs und Karakesisoglou, 

2001; Fuchs und Yang, 1999; zur Übersicht Klymkowsky, 1999; Lee et al., 2000; Gong 2001; Lin et 

al., 2005). Die Dystonin-a und -b Isoformen werden zudem gewebespezifisch exprimiert (Brown et 

al., 1995b; Bernier et al., 1995). So wird Dystonin-b1 und b2 in der Muskulatur (Brown et al., 1995a; 

Leung et al., 2001, Goriounov et al., 2003) und die neuronalen Isoformen (Dystonin-a1 und a2) im 

Nervengewebe exprimiert (Brown et al., 1995a; Bernier et al., 1995; Leung et al., 2001; Young et al., 

2006). 2003;) und die neuronalen Isoformen (Dystonin-a1 und a2) im Nervengewebe exprimiert 

(Brown et al., 1995a; Bernier et al., 1995; Leung et al., 2001; Young et al., 2006). Im Gegensatz dazu 

scheinen die MACF1 Isoformen mit unterschiedlichen Tendenzen ubiquitär exprimiert zu werden. Für 

MACF1 wurden bisher vier Isoformen (MACF1 1-3a und b) beschrieben, die näher unter 4.2. darges-

tellt werden. 

Im Gegensatz zu den Plakinen (mit Ausnahme von Plectin) weisen die meisten Spektraplakin Isofor-

men an ihrem N-Terminus eine vollständige ABD Domäne auf. Diese ist, wie schon in 2.1. näher be-

schrieben, aus zwei Calponin Homologie Domänen aufgebaut (zur Übersicht Stradal et al., 1998; Ko-

renbaum und Rivero, 2002). Interessanterweise weisen die dritten Isoformen von Dystonin-a, -b und 

MACF1 nur eine CH2 Domäne auf. Die Funktionen dieser Isoformen sind bisher noch nicht bekannt, 

jedoch wurde für die Dystonin-a3 eine Myristylierung des N-Terminus postuliert (Leung et al., 2001; 

Jefferson et al., 2006). 

Die größte Gemeinsamkeit der Spektraplakine und Plakine ist das Vorhandensein der bereits erwähn-

ten Plakin-Box Sequenz (zur Übersicht Jefferson et al., 2004) (Abb. 1.). Die MACF1 Isoformen wei-

sen in dieser Domäne eine zusätzliche Mikrotubuli-bindende Domäne (M1) auf (Karakesisoglou et al., 

2000). Diese zeigt eine deutliche Homologe (63%) zu der M1 Domäne der Plakin Bpag1n3 Isoform 

auf (Yang et al., 1999). Die M1 Domäne von MACF1 besitzt jedoch eine geringere Affinität zu Mik-

rotubulifilamenten als die von Bpag1n3 (Karakesisoglou et al., 2000). 

Im Unterschied zu den Plakinen weisen Spektraplakine eine große zentrale Rod Domäne auf, die ei-

nem variablen Anteil an Spektrinwiederholungssequenzen (26-29 SR Domänen) aufgebaut ist. Jede 

SR Domäne setzt sich aus einer 106 großen Aminosäuresequenz zusammen, die erstmals in dem 

Erythrozytenprotein Spektrin beschrieben wurde (Speicher et al., 1984). Eine SR Sequenz wird aus 

drei -Helixes aufgebaut, die ein charakteristisches Muster aus geladenen und hydrophoben Amino-

säureresten aufweisen. Diese Helixes bilden zusammen eine anti-parallele Coiled-Coil Struktur aus 

(Rod Domäne) (Lovejoy et al., 1993). Bisher wird angenommen, dass diese große Region in den 
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Spektraplakinen der Membran Elastizität verleiht und als Gerüst für Protein-Protein Interaktionen fun-

giert (Hartwig et al., 1994; Gimona et al., 2002; Leung et al., 2002; Röper et al., 2002; Jefferson et al., 

2004). Beispielsweise interagiert der Dynein/Dynactin Komplex mit der Rod Domäne von Dystonin-a. 

In den beteiligten SR Sequenzen befindet sich das ERM (ezrin/radixin/moesin domain (Burridge und 

Mangeat, 1984; Lankes und Furthmayr, 1991) Motiv, das für diese Interaktion verantwortlich ist (Liu 

et al., 2003; Jefferson et al., 2004).  

Spektraplakine weisen einen charakteristischen C-Terminus auf, der nicht mit denen der Plakine ver-

gleichbar ist. Dieser setzt sich aus drei Domänen zusammen: zwei EF Hand Domänen (Burgoyone et 

al., 2004; Ikura, 1996, Sun et al., 1999), einer Gas2/GAR (Growth arrest specific 2) Domäne (Schei-

der et al., 1988) und der Glyzin-Serin-Arginin-reichen Sequenz (GSR). Über die genauen Funktionen 

der EF Hand Domänen Domäne in Spektraplakinen ist noch nicht viel bekannt. Erste Hinweise kom-

men von Analysen des MACF1 Proteins, dass durch Calzium-Ionen seine subzelluläre Verteilung ver-

ändert und dadurch an Zell-Zell-Kontakten in murinen primären Keratinozyten lokalisiert (Karakeski-

soglou et al., 2000). Hinsichtlich Shot, dem Drosophila Homolog von MACF1, wurde gezeigt, dass 

die beiden EF Hand Domänen eine wichtige Funktion für das Auswachsen von motorischen und sen-

sorischen Axonen hat (Lee und Kolodziej et al., 2002). Am Anschluss an die EF Hand Domänen liegt 

eine Mikrotubuli-bindende Domäne, die auch als Gas2/GAR Domäne bezeichnet wird (Sun et al., 

2001; Lee und Kolodziej 2002; Gorionuv et al., 2003). Die MACF1 und Dystonin Proteine weisen wie 

die Plakine eine weitere Mikrotubuli-bindende und -stabilisierende Domäne stromabwärts von der 

GAR Domäne auf. Diese GSR Sequenz arbeitet mit der GAR Domäne zusammen, um so die Mikrotu-

buli-Bündelung zu induzieren (Sun et al., 2001). C-terminal schließt sich ein EB1 Bindemotiv an. Da-

durch werden die Spektraplakine mit den Plus-Enden von Mikrotubuli verknüpft (Slep et al., 2005, 

Wu et al., 2008). EB1 ist ein gut charakterisiertes und hoch-konserviertes Plus-Enden Mikrotubuli 

Bindeprotein. Es ist notwendig für biologische Prozesse wie dem Aufbau der mitotischen Spindel 

(Rogers et al., 2002; Lansbergen und Akhamanova, 2006). 

Interessanterweise verfügen die großen Isoformen der Spektraplakine ebenfalls über PRDs. Jedoch 

sind diese nicht am C-Terminus sondern nach der Plakin Domäne lokalisiert und in einer kleinen An-

zahl vorhanden (Baines et al., 2003). Daraus begründet sich auch die Nomenklatur der MACF1 und 

Dystonin Isoformen: die Anwesenheit der PRDs in einer Isoform wird durch b, die Abwesenheit dieser 

Domänen durch ein a gekennzeichnet (Abb. 1; zur Übersicht Jefferson et al., 2004; Lin et al., 2005). 

Innerhalb der Zelle lokalisiert die mMACF1b Isoform bevorzugt an dem Golgi Apparat (Lin et al., 

2005). MACF1b wurde aus cDNA von murinen Lungengewebe gewonnen und ist mit 23.4 kb (809 

kDa) die größte bisher beschriebene Vertebraten Isoform (Lin et al., 2005). Ob die PRDs der Dysto-

nin-b oder MACF1b Isoformen die Interaktion an Intermediärfilamente vermitteln können, ist bislang 

nicht bekannt. 

 

http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?tool=pubmed&pubmedid=14581450#bib4
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?tool=pubmed&pubmedid=14581450#bib4
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?tool=pubmed&pubmedid=14581450#bib4
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?tool=pubmed&pubmedid=14581450#bib17
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2.3.  Die Spektraplakin Funktionen in Invertebraten. 

Es gibt einige Parallelen zwischen den Zellkontaktstrukturen in Säugetieren und Invertebraten. Beide 

sind an den Kontaktstellen durch ähnliche Grundkomponenten aufgebaut und verknüpft. Bisher sind 

zwei Spektraplakin und Plakin Homologe in Drosophila melanogaster (Drosophila) und Caenorhab-

ditis elegans (C. elegans) (Abb. 1.) entdeckt worden: Shot in Drosophila und VAB 10B in C. elegans.  

Shot (alias Kakapo, Kopupu, Groovin) wurde in verschiedenen genetischen Screens entdeckt (zur 

Übersicht Röper et al., 2002) deren Ziel es war Gene zu identifizieren, die in der Integrin-vermittelten 

Adhäsion und dem Nervenwachstum eine Rolle spielen (Brown und Kafatos, 1988; Prout et al., 1997; 

Gregory und Brown, 1998). Es ist das einzige Drosophila-Spektraplakin und vereinigt daher stabilisie-

rende, aber auch dynamische Funktionen. So ist Shot essenziell für den Strukturerhalt epidermaler 

Muskelansatzzellen und für das Wachstum von Nervenzellen (Prokop et al., 1998, Lee et al., 2000). 

Durch einen RhoA-abhängigen Mechanismus ist Shot für den Auf- und Abbau der Zell-Zell-Kontakte 

wichtig (Stumpf et al., 1998; Lee et al., 2002) und fungiert in der Signaltransduktionskakskade der 

Rho-GTPasen Downstream von RhoA (Lee und Kolodziej, 2002a). Drosophila weist keine zytoplas-

matischen Intermediärfilamente auf (Übersichtsartikel von Tepass, 1997; Müller, 2000). Mikrotubuli 

vermitteln anstelle von Intermediärfilamenten die mechanische Stabilität epidermaler Zellen, welche 

von den Shot Isoformen verankert werden können (Prokop et al., 1998; Gregory und Brown, 1998) 

(Abb. 2. Zelle (1) und Zelle (2)). Weitere Funktionen von Shot sind die Kompartimentierung des Zell-

kortex (Abb. 2. (3)), Beteiligung an der Fusion trachealer Zellen während der Embryonalentwicklung 

und Assemblierung von Adhärenzverbindungen in der Epidermis. Ebenfalls wird für Shot eine Funkti-

on im Transport von Entwicklungsdeterminanten während der Oogenese und eine Beteiligung an As-

pekten der Neuregulin- und Notch-Signalwege postuliert (zur Übersicht Röper et al., 2002) (Abb. 2. 

(3)).  

VAB-10 aus C. elegans ist das bislang am Wenigsten untersuchte Plakin/Spektraplakin. Es weist eine 

kurze (VAB-10A) und eine lange (VAB-10B) Isoform auf (Abb. 1.). VAB-10A ist homolog zu dem 

Plakin Plectin und seinen Funktionen, wohingegen VAB-10B funktionelle Homologie zu den Spekt-

raplakin Dystonin und MACF1 aufweist (Bosher et al., 2003). Diese beiden Isoformen sind für die 

Integrität der epidermalen Muskelkontaktstellen wichtig und weisen eine räumlich deutlich getrennte 

Position in Epidermiszellen zueinander auf (Bosher et al., 2003). 
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Abb.2.: Schematische Darstellung der zellulären Funktion von Shot in Drosophila. 
Shot Proteine in Drosophila Zellen üben mindestens vier verschiedene Funktionen aus: (1) Quervernetzung der Zytoskelett-

Filamente (2), Verknüpfung des Zytoskeletts mit Membranproteinen; (3) Organisation von Interaktionen zwischen dem kortikalem 

Zytoskelett und den Plasmamembranproteinen um spezifische Membransubdomänen zu formen. Weiterhin agieren sie als Gerüst-

proteine, die Signalproteine zu Bereichen hoher Zytoskelett-Aktivität rekrutieren (4). Die Abbildung wurde aus Röper et al., 2002 

entnommen. 

 

3. Die Rolle von MACF1 in Vertebraten. 

Erstmals beschrieben wurde MACF1 in der Studie von Byers et al., 1995. Dort wurde MACF1 auf der 

Basis einer Sequenzhomologie zur Dystrophin Aktin-bindende Domäne identifiziert und kloniert (Le-

ung et al., 1999; zur Übersicht Röper et al., 2002). Wie oben bereits näher beschrieben ist MACF1 in 

der Lage Aktin- und Mikrotubulifilamente innerhalb der Zelle miteinander zu verknüpfen. Innerhalb 

der Zelle übernehmen MACF1 Proteine wichtige Funktionen für die Zellpolarisierung, der Dynamik 

und Stabilität von Mikrotubuli und sind in die Aktinpolymerisierung und Bündelung involviert (Ko-

dama et al., 2003; Sun et al., 2001; Karakesisoglou et al., 2000; Leung et al., 1999). Neben seiner Af-

finität zu EB1 interagiert MACF1 mit CLASP2, wodurch es die Möglichkeit hat, in die Migration der 

Zellen einzugreifen (Drabek et al., 2006, Wu et al., 2008). CLASP bildet zusammen mit CLIP-170, 

IQGAP, APC, und mDia die Gruppe der Mikrotubuli Plus-End wanderenden Proteinen (TIPs) (Cassi-

meris und Spittle, 2001). Diese Proteine stabilisieren und koordinieren die polarisierten Mikrotubuli 

bei der Zellbewegung. Des Weiteren weist MACF1 eine Aktin-abhängige ATPase Aktivität auf, die 

notwendig für die Regulation der Fokalkontakte ist. Diese liegt in der zentralen Rod Domäne vor und 

ist mit der des Myosins vergleichbar (Wu et al., 2008). Es wird angenommen, dass MACF1 entlang 

von Aktin-Stressfasern Mikrotubuli und die gebunden TIP Proteine zu den neu entstanden Fokalkon-

takten leitet, um so Mikrotubuli in die migrierende Front der Zelle einzuführen (Wu et al., 2008).  
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Des Weiteren interagiert MACF1 mit seinem C-Terminus mit dem Trans-Golgi Protein p230. Es wird 

angenommen, das durch diese Interaktion p230-positive Vesikel des Golgi Apparates entlang von 

Mikrotubuli an die Plasmembran transportiert werden (Kakinuma et al., 2004). 

Für MACF1 wird eine Funktion in der Verankerung der Acetylcholin Rezeptoren (AChR) der Motor-

neurone im Skelettmuskel postuliert. Dies wird durch eine direkte Interaktion der Aktin-bindenden 

Domäne von MACF1 an Rapsyn, dass die Aggregation von AchR im postsynaptischen Sarkolemma 

induziert, vermittelt. Durch die Rapsyn-MACF1 Interaktion wird angenommen, dass das Zytoskelett 

durch MACF1 an die Rezeptoren angeschlossen wird und so die Verankerung der Rezeptoren in der 

Membran induziert (Antolik et al., 2007).  

Darüber hinaus implizieren Studien, dass MACF1 eine Funktion in der Signaltransduktion der Zellen 

ausübt. Es wurde gezeigt, dass MACF1 in der Lage, ist direkt mit den Wnt-Signaltransduktions-

Komponenten Axin und LRP5/6 zu interagieren. Durch die Assoziation von MACF1 mit Axin wird 

ein großer Komplex aus GSK3ß, APC und ß-Catenin im Zytoplasma aufgebaut. Durch die Bindung 

des Liganden Wnt-3 an den Lrp5/6 Rezeptor transloziert MACF1 an den Rezeptor und verankert den 

gebundenen Komplex dort. Dadurch wird Axin abgebaut, die GSK3ß Kinase wird inhibiert und ß-

Catenin transloziert in den Zellkern (Chen et al., 2006).  

 

3.1.  Die Isoform Diversität des murinen und humanen MACF1 Gens. 

Das murine (m) bzw. humane (h) MACF1 Gen umfasst mehr als 100 Exons und kodiert für bisher vier 

beschriebene Isoformen, die in unterschiedlichen Genprodukten (620 (m,h), 670 (h) und 809 (m) kDa) 

resultieren. Die MACF1 Isoformen sind ähnlich aufgebaut und weisen eine 90%ige Homologie zuei-

nander auf. Weiterhin werden sie mit Variationen bezüglich der Transkript- und Porteinmenge, ubiqui-

tär exprimiert (Lin et al., 2005, Gong et al., 2001; Leung et al., 2001; Bernier et al., 1996, 1999; Sun 

et al., 1999).  

Das humane MACF1 Gen liegt auf Chromosom 1p32 zwischen den Genen NDUFS5 (telomerisch) und 

BMP8/MYC1 (zentromerisch) und wird von 102 Exonen kodiert, die insgesamt eine Länge von 270 

kb auf dem Chromosom einnehmen (Okuda et al., 1999; Byers et al., 2000). Das murine MACF1 Gen 

ist auf Chromosom 4p55 lokalisiert (Bernier et al., 1996). Die vier humanen und murinen Isoformen 

zeigen viele Gemeinsamkeiten auf. So sind sie strukturell und funktionell hoch-homolog zueinander 

und weisen eine fast identische Domänenkomposition auf. Die Unterschiede zwischen den Isoformen 

liegen in ihrem N-Terminus begründet. Jeder N-Terminus wird durch ein Exon kodiert. So beinhaltet 

das Exon 1 die spezifische Sequenz der Isoform-2a, das Exon 2 kodiert für die Isoform-1a, und Exon 7 

stellt die Sequenz des N-Terminus der dritten Isoform zur Verfügung.  

Die Aktin-bindende Domäne wird im murinen und humanen MACF1 durch die Exone 3-6 (CH1) und 

8-10 (CH2) kodiert. Da ein interner Promoter vor Exon 7 lokalisiert ist, wird die Isoform-3a ohne eine 
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CH1 Domäne transkribiert und weist so eine unvollständige ABD Domäne auf (Abb. 3.) (Leung et al., 

2001; Gong et al., 2001). Die Anzahl an SR Sequenzen variiert in den humanen und murinen MACF1 

Proteinen. Während die humanen MACF1 Isoformen 1a, 2a und 3a 29 SR, die MACF1b 27 SR Do-

mänen aufweisen, werden nur 23 SRs für die murinen Isoformen beschrieben (Sun et al., 1999; Leung 

et al., 2001; Gong et al., 2001).  

Den jedoch größten Unterschied zwischen den murinen und humanen MACF1 Isoformen zeigen die 

vierten Isoformen (m,h MACF1b): in diesen werden zusätzliche PRD Sequenzen vorgefunden (Gong 

et al., 2001; Lin et al., 2005). Darüber hinaus ist die humane Isoform (670 kDa) kleiner als ihr murines 

Homolog (809 kDa) (Gong et al., 2001, Lin et al., 2005). Diese PRD Sequenzen werden durch exklu-

sive MACF1b Exone kodiert. Im murinen MACF1 Gen wird diese Domäne von einem 6 kb großen 

Exon kodiert. Das daraus resultierende Produkt setzt sich aus zwei Typ A, einem C Typ, und zwei 

unvollständigen (einen B und einen A Typ) PRDs zusammen. Diese ist nach der N-terminalen ABD 

Domäne lokalisiert (Lin et al., 2005). Die acht PRDs der humanen MACF1b Isoform werden durch 

das Exon 38 kodiert. Die PRDs sind fast identisch zu denen von Plectin und hoch-homolog zu denen 

im murinen MACF1b.  

Bisher wurden nur die murine Isoform-2a, MACF1b sowie die humane Isoform-2a oder ihre spezifi-

schen N-Termini und MACF1b vollständig sequenziert (Bernier et al., 1996; Ling et al., 2005; Okuda, 

et al., 1999; Sun et al., 1999; Gong et al., 2001; Bernier et al., 1999). Jedoch wird angenommen, dass 

sich die humanen und murinen Isoformen nicht mehr in ihrem C-Terminus unterscheiden, da keine 

alternativen Spleißpunkte gefunden werden (Gong et al., 2001). (Bernier et al., 1996; Gong et al., 

1999 Gong et al., 2001, Leung et al., 2001; Lin et al., 2005). An die Exone, die für die einzelnen SR 

Sequenzen kodieren, schließen sich die Exone an, die für die zwei EF Hand Domänen, eine Gas2 Ho-

mologie Domäne sowie eine Glyzin-Serin-Arginin-reiche Region kodieren (Gong et al., 2001; Leung 

et al., 2001; Lin et al., 2005).  

 

 

Abb.3: Schematische Darstellung der murinen MACF1 Isoformen. 
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A. Organisation des MACF1 Gens. Die Exonstrukturen, die für die folgenden Domänen kodieren, sind dargestellt: CH Domäne, 

Plakin (Box) Domäne, Plakin Wiederholungsdomäne (PRD), Spektrinwiederholungen (SR), EF Hand Domänen (EF), und die 

Gas2-verwandte Domäne (GAR). Alternativ gespleißte erste Exone, die verantwortlich für die Generierung der Isoform-1 (iso1), 

Isoform-2 (iso2) und Isoform-3 (iso3) sind, werden in grau dargestellt. B. Hier ist schematisch die Domänenstruktur der humanen 

MACF1b Isoform gezeigt. Diese unterscheidet sich von der Murinen in ihrem N-Terminus durch die Anwesenheit von acht Plakin-

ähnlichen Wiederholungen (PR) und der additionalen SR 3 Sequenz. Die Plakin-Box Domäne ist nicht dargestellt. Die runden 

Kreise stellen die SR Domänen dar. C. Die Domänenorganisation der murinen MACF1 Isoformen ist schematisch dargestellt. 

MACF1b beinhaltet zwei PRDs (A), eine C PRD (C), eine unvollständige B (b) und A (a). Die ABD (Grau) grenzt an die Plakin-

Box Domäne (Schwarz) und schließt sich der Rod Domäne an, die aus SR Sequenzen (Kreis) aufgebaut ist. Am C-Terminus liegen 

die EF Hand Domänen (Graue Balken) und die Mikrotubuli-bindende Domäne (GAR). Die Abbildung wurde modifiziert und aus 

Lin et al., 2005 und Gong et al., 2001 entnommen. 
 

3.2.  Grundlegende zelluläre Funktionen von MACF1 beeinflussen die murine Embryonalent-

wicklung. 

MACF1 wird im murinen neuronalen Gewebe, im Muskel und in der Lunge früh während der Emb-

ryonalentwicklung exprimiert (Tag 7.5). Später in der Entwicklung werden MACF1 Transkripte in 

allen Geweben detektiert (Bernier et al., 2000). Dabei werden die verschiedenen Isoformen von 

MACF1 zeitlich gestaffelt exprimiert und zeigen eine unterschiedliche Verteilung innerhalb der Ge-

webearten auf (Bernier et al., 2000): ab Tag 7.5 der Embryonalentwicklung wird MACF1 Isoform-1 

ubiquitär exprimiert. MACF1 Isoform-2 wird im Gehirn, der Lunge, dem Spinalkortex und in geringe-

ren Mengen in der Niere, dem Herzen, der Leber und dem Magen gefunden. Diese Isoform wird erst 

am Tag 10.5 der Embryonalentwicklung exprimiert. Die dritte Isoform weist ab dem 7.5ten Tag eine 

hohe Expression im Gehirn und in der Spinalkortex auf. Ebenfalls wird sie in der Haut, Lunge und 

Niere detektiert. MACF1 wird am Tag 8.5 in dem dermomyotomen Somitenkompartiment exprimiert. 

Aus den Zellen des Dermomyotoms entwickeln sich später Haut und Skelettmuskulatur (Bernier et al., 

1999).  

Am Tag 10.5 wird MACF1 fast ausschließlich im myotomalen Kompartiment exprimiert. Mit fort-

scheitender Entwicklung der Maus kann MACF1 stark im zentralen Nervensystem nachgewiesen wer-

den. Kurz vor der Geburt kommt es zu einem dramatischen Anstieg der MACF1 Expression in der 

Lunge, genauer in den Alveolar Zellen Typ II. In der erwachsenen Maus wird MACF1 dann ubiquitär 

im Gehirn exprimiert. So können Transkipte in Purkinje Zellen, der Substantia grisea, dem Cerebel-

lum, dem Hippokampus und dem Zerebralkortex deutlich detektiert werden (Bernier et al., 2000).  

Deletion des MACF1 Gens erzeugen definierte Phänotypen im Tiermodell und führen zur Letalität 

während der Embryonalentwicklung (Bernier et al., 1995; Lee et al., 2000; Kodama et al., 2003; Jef-

ferson et al., 2004). Wird Exon 5 als Ziel für die Herstellung einer Kock-Out Maus gewählt, so sterben 

die Mäuse bereits am Tag 7.5 der Embryonalentwicklung (Kodama et al., 2003). In dem Knock-Out 

Modell von Chen et al. wurde ein später folgendes Exon (Exon 25) gewählt. Diese Mäuse sterben am 

Tag 12.5 der Embryonalentwicklung (Chen et al., 2006). Dabei wurde beobachtet, dass ihnen das Me-

soderm fehlt (Chen et al., 2006), einen Phänotyp, wie er für die Wnt-3 und Lrp5/6 Doppel-Knock-Out 
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Mäuseembryonen beschrieben wird. Davon ausgehend wurde in weiterführenden Studien entdeckt, 

dass MACF1 eine wichtige Funktion in der Wnt-Signaltransduktion ausübt (Chen et al., 2006). 

 

3.3. MACF1 und seine Involvierung in die humane Pathogenense. 

Bisher liegen keine Studien vor, die MACF1 als direkte Ursache mit einer genetischen Krankheit in 

Verbindung bringen. Da der Knock-Out des MACF1 Proteins zur Letalität in Mäusen führt (Kodama 

et al., 2003; Chen et al., 2006), wird angenommen, dass dieses Protein eine wichtige Funktion auch im 

Menschen ausübt.  

Durch die Verwendung der Mikroarray Technik und breit angelegter Hefe-Zwei-Hybrid Screens sind 

in letzter Zeit einige Publikationen veröffentlicht worden, die Anomalien des MACF1 Proteins oder 

ein verändertes Expressionsmuster in erkrankten Geweben zeigten (Kerr et al., 2005; Camargo et al., 

2006; Bertram et al., 2008). So verstärkt zum Beispiel das human pathogene Parvovirus B19 die 

MACF1 Proteinexpression in infizierten Patienten (Kerr et al., 2005). Dieses Virus induziert, neben 

der akuten Infektion (Ringelröteln, rote Blutkörperchen Anämie), auch eine chronische Infektion. Die-

se äußert sich in den Krankheitsbildern der Arthritis, dem chronischem Müdigkeitssyndrom (CFS), 

Enzephalitis und Myokarditis. In einem Mikroarray Test sowie einer zusätzlicher Real-Time PCR 

wurde eine Hochregulation der MACF1 mRNA in diesen Studien belegt (Kerr et al., 2005).  

Für das humane Neuroblastom wurde gezeigt, dass eine Fusion der Chromosomen 1q mit 17q (unba-

lancierte Translokation) in der Mitte des Genlocus von MACF1 stattfindet, wodurch dieser unterbro-

chen wird (Schleiermacher et al., 2005). Diese Translokation tritt in 50-70% aller Neuroblastome auf, 

beeinträchtigt weitere Genloci und gilt als Auslöser für die Tumorgenese (Brown et al., 1999; Las-

towska et al., 2001). Des Weiteren deuten Mikroarray Daten darauf hin, dass MACF1 in 12% aller 

Brust- und Dickdarmkrebsarten hochreguliert ist (Sjoblom et al., 2006).  

Interessant erscheint eine Hefe-Zwei-Hybrid Studie, in der MACF1 in Zusammenhang mit der Entste-

hung von Schizophrenie gebracht wird (Camargo et al., 2006). In dieser Studie wurde MACF1 als 

Interaktionspartner für das Disrupted-In-Schizophrenia-1 (DISC1) Protein gefunden. In der Studie 

wurde eine Interaktion von MACF1 mit dem DISC1 Protein gefunden. DISC1 ist ein viel diskutiertes 

Protein, welches als Kandidat für die Entstehung von Schizophrenie und bipolare (manisch-

depressive) Erkrankung gehandelt wird (zur Übersicht Muir et al., 2008). Durch eine balancierte 

Translokation wird das DISC1 Protein erst ab Exon 8 transkribiert, wodurch das Protein nicht mehr 

voll funktionsfähig ist (Millar et al., 2000). Zytogenetische und zellbiologische Studien zeigen konsis-

tent, dass der Verlust der DISC1 Funktion mit Schizophrenie, manisch-depressive Erkrankung und 

Depression assoziiert ist (St Clair et al., 1990; Blackwood et al., 2001). Das DISC1 Protein wird in 

vielen Isoformen im Gehirn exprimiert. Weiterhin können den einzelnen Isoformen unterschiedliche 

Funktionen innerhalb der Dendriten und Axone zugeordnet werden (James et al., 2004). Durch den N-
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Terminus assoziiert DISC1 mit Mitochondrien. Der C-Terminus ermöglicht die Bindung an die Zent-

rosomen (Ozeki et al., 2003; Brandon et al., 2004; Millar et al., 2005). 

 

4. Die Integration des Zellkerns in das Zytoskelett.  

Der eukaryotische Zellkern ist der Ort der DNA- und RNA-Synthese sowie der RNA-Prozessierung. 

Während der Interphase des Zellzyklus ist er durch zwei Membranen räumlich von dem Zytoskelett 

der Zelle getrennt. Diese Kernhülle setzt sich aus der äußeren Kernmembran, den Kernporenkomple-

xen, der inneren Kernmembran und der Kernlamina zusammen. Die beiden Membranen umschließen 

den 30 bis 100 nm breiten perinukleären Raum (Gerace und Burke, 1988; Broers et al., 2006). Obwohl 

die äußere und innere Kernmembran eine recht ähnliche Phospholipidmobilität und Lipidzusammen-

setzung zeigen (Schindler et al., 1985), unterscheiden sie sich in Bezug auf ihre integralen Membran- 

proteine und ihrer Funktion.  

Die innere Kernmembran enthält eine Reihe von integralen Membranproteinen, die in der Lage sind 

sowohl mit der unterliegenden Lamina als auch mit dem im Zellkern vorhandenen Chromatin zu inter-

agieren (zur Übersicht Stuurman et al., 1998). Zu den mittlerweile detailliert analysierten integralen 

Membranproteinen gehören der Lamin B Rezeptor (LBR), Lamina-assoziierte Proteine 1 und 2, Eme-

rin, MAN1, Nurim und Sun 1/2 (Holmer und Worman, 2001). Die Lamina bildet eine fibrilläre 

Schicht unterhalb der inneren Kernmembran und ist über die Interaktion mit integralen Membranpro-

teinen mit dieser verbunden (Dwyer und Blobel, 1976). Lamine besitzen eine molekulare Masse von 

60-80 kDa und gehören zur Familie der Typ V Intermediärfilamente (McKeon et al., 1986; Krohne et 

al., 1987) und werden in zwei Klassen eingeteilt, Typ A (Lamin A und C) und Typ B (Lamin B1 und 

B2). 

Die äußere Membran steht in direkter Verbindung mit dem Endoplasmatischem Retikulum (ER), wo-

durch eine freie Diffusion von größeren Proteinen aus dem Lumen des ERs und in den perinukleären 

Raum ermöglicht wird (Gerace und Burke 1988, Broers et al., 2006).  

An der äußeren Kernmembran lokalisieren die integralen KASH Proteine (Klarsicht/Anc/syne-1 homo-

logy) (Starr, 2007; Starr und Fisher 2005). In Vertebraten sind bisher drei Vertreter beschrieben wor-

den, die als Nesprin-1,-2 und -3 (nuclear envelope Spectrin repeat proteins) bezeichnet werden (zur 

Übersicht Tzur et al., 2006; Warren et al., 2005). Diese Proteine zeichnen sich durch die KASH Do-

mäne an ihrem C-Terminus aus. Die Domäne beinhaltet eine Transmembrandomäne und eine evolu-

tionär konservierte 9 bis 32 Aminosäuren lange Sequenz (zur Übersicht Schneider et al., 2008; Starr 

und Fischer, 2005). Die KASH Domäne lokalisiert im perinukleären Raum und ist essentiell für die 

Verankerung der Nesprine an der äußeren Kernhülle (Starr und Fisher 2005; Padmakumar et al., 2005; 

Ketama et al., 2007). N-terminal unterscheiden sich die Nesprine in dem Vorhandensein einer ABD 

(Nesprin-1, -2) und dessen Fehlen (Nesprin-3). Nesprin-1 (1001,4 kDa) und -2 (796 kDa) weisen eine 

lange SR Rod Domäne auf (Padmakumar et al., 2004; Zhen et al., 2002). Im Vergleich zu den übrigen 
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Nesprinen ist das kürzlich entdeckte Nesprin-3 Protein (Wilhelmsens et al., 2005) ein kleines 116 kDa 

Molekül, welches keine ABD Domäne besitzt. Die beiden, bisher beschriebenen Nesprin-3 Isoformen 

und ß, unterscheiden sich nur in der Anwesenheit (Nesprin-3) oder der Abwesenheit (Nesprin-3ß) 

der ersten SR Sequenz. Insgesamt acht SR Domänen und eine KASH Domäne am C-Terminus zeich-

nen dieses Protein aus (Wilhelmsen et al., 2005).  

Eine Eigenschaft aller Nesprine ist die Interaktion ihrer KASH Domäne mit der C-terminalen SUN 

(Sad1p und UNC-84 Homologie Domäne; Malone et al., 1999) Domäne der Sun 1/2 Proteine im peri-

nukleärem Raum. Die Sun (Sun1 und Sun2) Proteine weisen drei Transmembrandomänen (Tm) auf, 

dabei liegt ihr N-Terminus im Nukleoplasma und der C-Terminus ragt in den perinuklären Raum (zur 

Übersicht Tzur et al., 2006; Crisp et al., 2006). Die Sun Proteine können mit Lamin A, Emerin und 

Heterochromatin über ihre luminale Domäne interagieren und bilden so einen Verankerungspunkt 

innerhalb des Kerns (Padmakumar et al., 2004; Chrisp et al., 2006, Lu, 2007). Des Weiteren können 

die Nesprine an Lamin A/C und Emerin binden. Durch die Interaktion dieser Proteine (Lamina, Nesp-

rine, Sun) werden das Nukleoskelett und die innere Kernmembran über den perinukleären Raum hin-

weg mit der äußeren Kernmembran und dem Zytoskelett verbunden. Dieser Komplex wird als LINC 

Komplex bezeichnet (Tzur et al., 2006). 

KASH Proteine bilden die Verknüpfungspunkte des Zellkerns mit dem Zytoskelett. Nesprin-1/-2 kön-

nen an Aktinfilamente (Padmakumar et al., 2005; Zhen et al., 2002) binden. Weiterhin interagiert Nesp-

rin-3 mit der ABD Domäne von Plectin (Wilhemsen et al., 2005). Beide Proteine können dimerisieren 

und so einen Komplex an der äußeren Kernmembran bilden (Ketama et al., 2007). Durch die Bindung 

von Plektin wird der Nukleus an das Intermediär-Filamentsystem und möglicherweise auch an Hemi-

desmosomen angebunden (Wilhelmsen et al., 2005; Ketema et al., 2007). Darüberhinaus kann Plectin 

mit Mikrotubuli assoziieren (Svitkina et al., 1996). In einer kürzlich veröffentlichten Studie wurde ge-

zeigt, dass Dystonin-a2 ebenfalls in der Lage ist an Nesprin-3 zu binden (Young et al., 2008). Dieses 

Protein kann sowohl Mikrotubuli- als auch Aktinfilamente binden und stellt so einen weiteren Verknüp-

fungspunkt zwischen dem Nukleus und dem Zytoskelett dar (Young et al., 2008). 
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Proteinzusammensetzung der Kernhülle in Vertebraten. 

In der inneren Membran dimerisieren Sun1 und Sun2 Proteine mit- und untereinander. Diese können mit ihrem N-Terminus Emerin, 

Lap2ß und Chromatin binden und tragen so zu der Stabilität des Lamina-Netzwerkes bei (lu et al., 2008). Im perinukleären Raum 

interagiert der C-Terminus mit der KASH-Domäne der Nesprine und verankert sie so an der Kernmembran. Nesprin-3 kann mit 

Plectin interagieren und so Intermediärfilamente an den Nukleus translozieren. Nesprin-1/-2 können durch ihre ABD Domäne Aktin 

binden. In Dictyostelium discoideum (Xiong et al., 2008) binden SUN Proteine an das Mikrotubuli organisierende Zentrum (MTOC). 

Fragezeichen deuten auf noch nicht bestätigte Interaktionen hin (entnommen aus der Dissertation von Lu, 2007).  
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5. Ziel der Arbeit 

MACF1 (Microtubule Actin cross-linking Factor 1) ist ein Mitglied der Spektraplakin Familie. Dieses 

Protein wurde vor über zehn Jahren entdeckt und über seine zellulären Funktionen ist nur wenig be-

kannt. Bisher sind vier Isoformen des Proteins beschrieben worden, die durch unterschiedliche Trans-

kriptionsstartpunkte und alternatives Spleißen generiert werden. Die am wenigsten charakterisierte 

Isoform ist MACF1 Isoform-3. Sie zeichnet sich durch einen besonderen N-Terminus aus, der aus 

einer spezifischen 35 kDa großen N-terminalen Sequenz und einer CH2 Domäne gebildet wird.  

Aufgrund der Tatsache, dass diese Isoform früh in der Embryonalentwicklung exprimiert wird und 

einen ungewöhnlichen N-Terminus aufweist, ist das Ziel dieser Arbeit das MACF1 Isoform-3 Protein 

zu charakterisieren.  

Dafür soll zunächst der N-Terminus genauer untersucht werden. Zum Einen soll die 35 kDa N-

terminale Aminosäuresequenz eingehender in silico auf neue funktionelle Proteindomänen und Motive 

untersucht werden, um so Hinweise auf neue Interaktionspartner zu erlangen. Zum Anderen soll die 

unvollständige Aktin-bindende Domäne (CH2) des MACF1 Isoform-3 Proteins auf ihre Funktionalität 

überprüft werden. In weiteren Experimenten sollen N-terminale Teilfragmente des MACF1 Isoform-3 

Proteins in Zelllinien exprimiert werden und die subzelluläre Lokalisation der Fusionsproteine und ihr 

Einfluss auf das Zytoskelett untersucht werden. 

Für die Charakterisierung des MACF1 Isoform-3 Proteins soll dessen Expression und Lokalisation in 

immunohistochemischen, zellbiologischen und biochemischen Studien analysiert werden.  
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II  MATERIAL und METHODEN 

1. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien der Qualität pro analysis (p.a.) und Enzyme wurden 

von den Firmen Biozym, Fluka bzw. Sigma, Gibco, Invitrogen, Life Technologies, Merck, New Eng-

land Biolabs, WR oder Roche bezogen. Falls von weitern Firmen Chemikalien, Enzyme oder andere 

Verbrauchsmaterialien genutzt wurden, sind diese an entsprechender Stelle aufgeführt. Standardlabor-

geräte, die im Institut für Biochemie I vorhanden sind, wurden verwendet. Verwendete Lösungen und 

molekularbiologische Techniken, die im Folgenden nicht angeführt sind, wurden nach Sambrook et 

al., 2001 hergestellt. 

 

1.1.  Kits 

Die in dieser Arbeit verwendeten kommerziell erhältlichen Kits wurden nach Herstellerangaben ver-

wendet. 

Advantage® 2 PCR Kit       Clontech 

ECL Advance™ Western Blotting Detection Kit    Amersham  

Nucleobond AX 100 und 500        Macherey-Nagel 

NucleoSpin Extract 2 in 1        Macherey-Nagel 

NucleoSpin Plus         Macherey-Nagel 

pGEM-Teasy-Vector System I       Promega 

RNeasy® Mini Kit (50)        Qiagen 

TA TOPO cloning® Kit       Invitrogen 

ZERO blunt TOPO cloning® Kit      Invitrogen 

 

1.2. DNA-Konstrukte 

Folgende Konstrukte wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet: 

 

MACF1 spezifische Konstrukte 

(murine MACF1 Isoform-3 cDNA Sequenzen wurde mit diversen Markerproteinen fusioniert) 

G2A MACF1 Iso-3 eGFP-N3   SalI/EcoRI (AS 1-330)  (diese Arbeit) 

MACF1 iso-3 eGFP-N3   EcoRI/KpnI (AS 1-330)  (generiert von M.Munck) 

MACF1 iso-3 eGFP-C2   EcoRI/KpNI (AS 1-330)   (generiert von M.Munck) 

MACF1 iso-3 CH2 eGFP-N3  KpnI/XmaI (AS 1-449)  (generiert von M.Munck) 

MACF1 iso-2 CT-eGFP-C2    EcoRI/SalI (AS 4805-5129) (generiert von M.Munck) 

MACF1 iso-3 pGEX-T4  EcoRI/XmaI (AS 1-330)   (generiert von M.Munck) 

MACF1 iso-3 pBKT7    EcoRI/XmaI (AS 1-330)   (generiert von M.Munck) 

MACF1 iso-3 CH2 pGADT7   EcoRI/XhoI (AS 1-449)  (diese Arbeit) 

MACF1 iso-3 CH2 pGBKT7   EcoRI/XmaI (AS 1-449)  (diese Arbeit) 

  



2 Material & Methoden 

 

23 

Nesprin-3 spezifische Konstrukte 

(Humane Nesprin-3 Fusionsproteine wurden mit diversen Markerproteinen N-terminal fusioniert.)  

Die komplette cDNA von hNesprin-3 wurde aus den Klonen Accessionr. AKo98471 FLJ25605 

JTH14272 und AK131436 FLJ16564 pUC19FL3 und cDNA aus humaner Skelettmuskulatur (45102 

RNA) generiert. 

Dafür wurde zunächst das SR1 320bp große Fragment durch PCR Amplifikation aus humaner Ske-

lettmuskulatur generiert, mit EcoRI/SaLI Endonukleasen verdaut und anschließend in den eGFP-C2 

Vektor ligiert (Nesprin-3 SR1 eGFP-C2). Anschließend wurde jeweils der Klon AK131436 und das 

Nesprin-3 SR1 eGFP-C2 Konstrukt mit AhdI und SacII (interne Schnittstellen in hNesprin-3) Restik-

tionsendonukleasen verdaut und zusammen ligiert. Dieses Konstrukt wird als Nesprin-3 C eGFP-C2 

bezeichnet. Anschließend wurde die fehlende C-terminale Sequnez des hNesprin-3 Gens aus Klon 

AK098471 ampliziert und über (5´SacII und 3´XbaI) mit dem Nesprin-3C (SacII und XbaI verdaut) 

C2-eGFP Vektor ligiert.   

 

Nesprin-3 eGFP-C2    EcoRI/XbaI  (AS 1-975)  (generiert von M.Munck) 

Nesprin-3 pCMV-Myc   KpnI/NotI  (AS 1-975) (diese Arbeit) 

Nesprin-3 pCMV-HA   KpnI/NotI  (AS 1-975) (diese Arbeit) 

Nesprin-3 SR1 pGEX-T4   EcoRI/SalI  (AS 1-105) (generiert von M.Munck) 

Nesprin-3 SR1 eGFP-C2  EcoRI/SalI  (AS 1-105) (generiert von M.Munck) 

Nesprin-3 SR1+SR2 pGEX-T4  BamHI/XhoI   (AS 1-229) (generiert von M.Munck) 

Nesprin-3 SR1+SR2+SR3pGEX-T4  BamHI/XhoI  (AS 1-325) (generiert von M.Munck) 

Nesprin-3 C eGFP-C2   EcoRI/SacI  (AS 1-429) (generiert von M.Munck) 

Nesprin-3 C pGBKT7  EcoRI/SaLI  (AS 1-429) (diese Arbeit) 

Nesprin-3 C pGADT7  EcoRI/XhoI  (AS 1-429) (diese Arbeit) 

Nesprin-3 KASH pCMV Myc   KpnI/Not  (AS 913-975) (diese Arbeit) 

Nesprin-3 KASH pCMV HA   KpnI/NotI  (AS 913-975) (diese Arbeit) 

 

Plectin 1C spezifische Konstrukte 

(Diese Konstrukte enthalten den Plectin 1C spezifischen N-Terminus (AS 1-339)) 

Plectin 1C eGFP N-3                                                 (A.Määtä, University of Durham, U.K.) 

Plectin 1C pGBKT7  EcoRI/XmaI     (diese Arbeit) 

Plectin 1C pGADT7  EcoRI/XmaI     (diese Arbeit) 

 

Weitere Konstrukte 

DISC1 pHA        (P.Shazot, University of Durham, U.K.) 

SP SUN1 eGFP-N3         (generiert von W.Lu) 

SP GFP-N3          (generiert von W.Lu) 

Nesprin-2 ABD eGFP-N3        (generiert von M.Munck) 

Vektoren  

pCR®-2.1-TOPO®        Invitrogen 

pCR®-BLUNT II-TOPO®       Invitrogen 

pEGFP-C2         Clontech 
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pN3 eGFP         Invirtogen 

pGADT7 (GAL4 AD)        Clontech 

pGBKT7 (GAL4 DNA-BD)       Clontech 

pGem-Teasy®         Promega 

pGEX-4T-1         Amersham 

Bakterienstämme: 

E. coli DH5α          Hanahan, 1983 

E. coli M15          Rüther, 1982 

 

1.3.  DNA-Oligonukleotide (Sigma) 

MACF1 iso-3 G2A GFP-N3  

5´ GCGAATTCGCCGCCACCATGGCTAATTCACTGGGCTGTGTTAAG 

5´ GCGTCGACCACCAAAGACAGGGTACCATC  

 

MACF1 Isoform-3 pMH HA Vector (Roche) (Iakowos Karakesisoglou) 

5´ GGGAATTCGCCGCCAVVATGGGAAATTCACTGGGCTGTGTTAAGGAGCCGAAAG 

5´ GGGGCGGCCGCTCCAAAGACAGGGTACCATCCTCTTCTGAGAAGGGTGTG 

 

MACF1 Isoform-3 CH2 eGFP-N3 

5´ GAATTCATGCGTTGGATGAATCACA 

5´ GTCGACTTATCGCTTGGGACCTGGAG 

 

Plectin 1C eGFP-N3 

5´ GCCGAATTCATGTCGGGTGAG 

5` GCGGATCCGATCCTGCACGTCCGGCA 

 

Plecti 1C pGADT7 

5´GCCGAATTCATGTCGGGTGAG 

5`GCGGATCCGATCCTGCACGTCCGGCA 

 

Plectin 1C pBGKT7 

5´GCCGAATTCATGTCGGGTGAG 

5`GCGGATCCGATCCT 

 

Nesprin-3 pCMV Myc/HA 

5´GCGGTACCATGACTCAGCAGCCCCAGGACGACTTTGAC 

5´ GCCGGCGCGGCCGCGTTAGGTGGGTGGTGGGCCATT 

 

Nesprin-3 eGFP-C2 

5´ GCTCGAGCTATGACTCAGCAGCCCCAGGAC 

5´ GAAGCTTAGGTGGGTGGTGGGCCATTGTA 

 

Nesprin-3 C eGFP-C2 

5´ GCTCGAGCTATGACTCAGCAGCCCCAGGAC 

5´GCGGTACCGCCGCCACCATGACTCAGCAGCCCCAGGACGACTTTGAC 
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Nesprin-3 C pGADT7 

5´GCGGTACCGCCGCCACCATGACTCAGCAGCCCCAGGACGACTTTGAC 

5´TTGACTCTCGAGGCCGCGGCATTGCG 

 

Nesprin-3 C pBKT7 

5´GCGGTACCGCCGCCACCATGACTCAGCAGCCCCAGGACGACTTTGAC 

5`TTGACTGTCGACGCCGCGGCATTGCG 

 

Nesprin-3 SR1 eGFP-C2 

5´GCGGTACCGCCGCCACCATGACTCAGCAGCCCCAGGACGACTTTGAC 

5´GCGTCGACGCTGTGACAGTGAGTAGTCATGTAGGT  

 

SR1+SR2 Nesprin-3 pGEX 4T.1 

5´GCGTCGACACCTGCCTGGTACTCCTCATGCTC 

5`GCGAATTCATGACTCAGCAGCCCCAGGACGAC 

 

SR1+SR2+SR3Nesprin-3 pGEX 4T.1 

5´GCGTCGACGCCCCGCAGCCGCTCCTCCT 

5´GCGAATTCATGACTCAGCAGCCCCAGGACGAC 

 

Nesprin-3 KASH pCMV Myc/HA 

5´GCGGTACCATGTGCTGTGTGGCGCTCCCA 

5´GCCGGCGCGGCCGCGTTAGATTGGGAGCAGGAACAG 

 

1.4.  RNA Isolation und RT-PCR Analyse 

Gesamt RNA wurde von Mausgeweben mit dem TRZOL Reagenz (Invitrogen Life Technologie, Cars-

lbad, CA) nach Herstellerangaben verwendet. Die RNA Konzentration wurde mittels UV Spektrome-

ter ermittelt. Die Reinheit der Proben wurde durch Auftragen der RNA Proben auf ein 1.2% Agarose-

gel überprüft. 

RT-PCR wurde nach Standartprotokollen durchgeführt (Ziam, 2006). Dafür wurde die Gesamt RNA 

durch die reverse Transkriptase (RT, Invitrogen), unter Verwendung von randomisierten Hexanukelo-

tiden (p (dN)6) nach Herstellerangaben in cDNA umgeschrieben. Die cDNA (2µg) wurde für 35 Zyk-

len amplifiziert. Folgende Konditionen wurden verwendet: 94°C für 30 Sekunden, 60°C für 45 Sekun-

den und 72°C für 1 Minute. Daraus resultierende entweder ein 1000 bp (MACF1 Iso3, siehe 1.3) oder 

400 bp DNA GAPDH Fragment. Die Kontroll-spezifischen GAPDH Nukelotide hatten folgende Sep-

quenz:  

5’-GTCTACATGTTCCAGTATGACTCCACTCACGG 

5’-GTTGCTGTAGCCGTATTCATTGTCATACCAGG 
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1.5.  Zellkultur und transiente Transfektion von Säugerzellen durch Elektroporation 

Zell-Linien (Name, Organismus, Gewebe): 

COS7, Cercopithecus aethiops, Niere 

HaCaT, Homo sapiens, Epidermis 

Glioma C6 rattus norvegicus, Gehirn 

3T3 mus musculus, Dermis 

MDCK canis lupus, Niere 

Für die Weiterführung der Zellkultur-Linien MDCK, Glioma, HeLa, COS7, HaCaT, und murinen pri-

mären Fibroblasten wurde DME Medium mit 10% FBS, 2 mM Glutamin, 2 mM Penicillin und 2 mM 

Streptomycin benutzt.  

Die Isolierung primärer Keratinozyten und Fibroblasten aus neugeborenen Mäusen und die weiterfüh-

rende Kultivierung dieser Zellen, wurden wie in Kandert et al., 2008 beschreiben, durchgeführt.  

COS7 Zellen (5 x 10
6

) wurden in 200 μl Medium aufgenommen und mit 10 μg hochreiner Plasmid 

DNA in eine Elektroporationsküvette gegeben. Die Zellen wurden 10 min auf Eis inkubiert und bei 

950 μF und 180 V elektroporiert. Die Zellen wurden daraufhin 10 min bei Raumtemperatur stehen 

gelassen. Anschließend wurden die Zellen in 15 ml Medium aufgenommen, in eine 10 cm Zellkultur-

schale gegeben und im Brutschrank kultiviert.  

HaCaT, Glioma, und MDCK Zellen wurden mit der Amaxa Nucleofector Technologie entsprechend 

der Angaben des Herstellers (Amaxa Biosystems) transfiziert. 

 

1.6. Fixieren und permeabilisieren von Säugetierzellen 

Auf Deckgläschen ausgesäte Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit 3 % 

Paraformaldehyd in BRB 80 Puffer (0.08 M Pipes, 1 mM MgCl2; 1 mM EGTA in H2O angesetzt und 

der pH-Wert der Lösung mit KoH auf 6.8 eingestellt) für 4 min bei Raumtemperatur fixiert. Die Zellen 

wurden danach mit 0,5 % Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Eine teilweise Permeabilisierung wur-

de mit 1-40 µg/ml Digitonin (Stammlsg 40mg/ml in DMSO) in PBS für 4 min auf Eis durchgeführt. 

Diese Behandlung macht die Plasmamembran durchlässig, lässt aber die Kernmembran intakt. Danach 

wurden die Deckgläschen 3 x mit PBS gewaschen und konnten für die Fluoreszenzmikroskopie ver-

wendet werden. 

 

1.7.  Antikörper und Immunfluoreszenz Mikroskopie  

Immunoblot- und Immunfluoreszenzanalysen wurden wie in Lüke et al., 2008; Lu et al., 2008 durch-

geführt. Die folgenden Antikörper wurden wie folgt verwendet: 
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Verdünnungen der Antikörper wurden in Westernbotanaysen (WB) in 5% Milchpulver in 1x PBS oder 

für Immunfluoreszenzen (IF) in PBG angesetzt. (PBG: 1x PBS; 3% BSA) 

 

Primäre Antikörper: 

 

anti-DISC1 (IF 1:50 polyklonal aus Ziege)    Santa Cruz 

anti-DISC1 (1:50; WB 1:1000 polykonal aus Kanninchen)  (P. Shazot University of Durham, UK) 

anti- aktives ß-Catenin (IF 1:50 monoklonal aus Maus)  Signal Transduction 

anti-E-Cadherin (IF 1:50 monoklonal aus Maus)    Zymed  

anti-HA (IF 1:200 monoclonal aus Ratte)     Roche 

anti-GFP (mAb K3-184-2) (monoklonal aus Maus)    Schreiner, 2000  

anti-Golgi (IF1:50 mAb GM130) (monoklonal aus Maus)   BD Transduction Laboratory  

anti-Histon1 (IF 1:50 monoklonal aus Kaninchen)    Sigma  

anti-Lamin A/C (IF 1:50 JOL2) (monoklonal aus Maus)  Chemicon  

anti-Lamin A/C (IF 1:50 sc-20681) (polyklonal aus Kaninchen)  Cell Signaling Technology  

anti-MACF1 iso-3 pAb  

(IF 1:300; WB 1:1000 polyklonal aus Kanninchen)   hergestellt von M.Munck 

anti-MACF1 Rod pAb  

(IF 1:200; WB 1:1000 polyklonal aus Kanninchen)   hergestellt von M.Munck 

anti-Myc (Hybridomaüberstand aus Maus)    (Ag A.A. Noegel) 

anti-Nesprin-2 (mAb K20-478-4) (monoklonal aus Maus)   Zhen et al., 2002  

anti-Plectin  

(IF 1:50; WB 1:1000 polyklonal aus Meerschweinchen)  (R. Schöder) 

anti-Plectin (IF 1:50 N-20 (polyklonal aus Ziege)   Santa Cruz 

anti-RhoA (IF 1:50 polyklonal aus Ziege)    Santa Cruz 

anti-ß-Tubulin  

(1IF 1:50; WB 1:000 mAb WA3 monoklonal aus Maus)   Dr. Euteneuer 

 

Sekundäre Antikörper:  

 

Die kommerziell erhältichen sekundären Antikörper wurden in einer 1:2000 Verdünnung in der in-

diekten Immunfloureszenz verwendet. 

Maus-anti-Ziege/Schaf-IgG, Peroxidase-Konjugat    Sigma 

Ziege-anti-Kaninchen-IgG Alexa 568-Konjugat    Molecular Probes 

Ziege-anti-Kaninchen-IgG, FITC-Konjugat    Sigma 

Ziege-anti-Kaninchen-IgG, Peroxidase-Konjugat    Sigma 

Ziege-anti-Kaninchen-IgG, TRITC-Konjugat     Sigma 

Ziege-anti-Maus-IgG, Alexa 488/633-Konjugat    Molecular Probes 

Ziege-anti-Maus-IgG, Cy3-Konjugat      Sigma 

Ziege-anti-Maus-IgG, Cy5-Konjugat     Chemicon 

Ziege-anti-Maus-IgG, FITC-Konjugat     Sigma 

Ziege-anti-Maus-IgG, Peroxidase-Konjugat     Sigma 

 

Für das Anfärben der Mitochondiren in der indirekten Immunfluoreszenz wurden zu den Zellen für 30 

min. in einer 1:8000 Verdünnungen der Mito-Tracker (Moekular Probes) konjugiert zu TRITC in das 
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Zelkulturmedium gegeben und anschließend mit 3x PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen fi-

xiert.  

 

Herstellung der MACF1 iso-3pAb und MACF1 Rod pAb polyklonaler Antikörper 

MACF1 polyklonale Antikörper (iso-3 pAb) und (Rod) wurden, wie in Ziam, 2006 und Libotte et al., 

2005 beschrieben, hergestellt. MACF1 iso-3 pAb polyklonale Antikörper wurden gegen das murine 

Aminosäurepeptid (AS 1-330) und MACF1 pAb Rod (AS 1266-1817) AAF06360 gerichtet.  

 

Für die Epifluoreszenzmikroskopie wurde das Fluoreszenzlichtmikroskop DMR der Fa. Leica benutzt. 

Die life cell imaging Aufnahmen wurden mit dem Leicra Epifluoreszenzmikroskop. Leica AM TIRF 

MC durchgeführt und eine Schichtdicke von 65nm untersucht. Für die konfokale Lasermikroskopie 

wurde das von der Fa. Leica entwickelte CLSM-SP und SP5 Mikroskop oder das Zeiss LSM 510 be-

nutzt, das optische Schnittebenen durch die Präparate erlaubt. Die Daten werden mit dem Adobe Pho-

toshop und Coral Draw Programmen weiterverarbeitet. 

1.8.  Proteinlysate aus Geweben und Präperation von Gefrierschnitten 

Die frisch isolierten Gewebe wurden in eiskaltem PBS gewaschen und Reste des Fettgewebes entfernt. 

Sie wurden daraufhin in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Gewebeproben wurden gewogen 

und pro 100 mg Gewebe 400 μl Lysispuffer (siehe 1.9) zugegeben. Die Proben wurden mit dem ULT-

RA TURRAX homogenisiert, 10 bis 20 min auf Eis inkubiert und daraufhin durch eine 0,4 mm Kanü-

le gezogen bzw. sonifiziert (50% konstanter Schall, 10 sec) und mit 5x SDS-Probenpuffer aufgekocht. 

Die Gewebelysate wurden bis zur weiteren Analyse bei –20°C gelagert. 

Wildtyp (WT) Mäuse wurden durch Ethanol (im Verhältnis 70:30) betäubt und durch Entfernen des 

Kopfes (neugeborene Mäuse) oder durch Inkubation auf Trockeneis getötet. Anschließend wurde die 

Haut entnommen und für Gefrierschnitte in Tissue-Tek-Einbett-Lösung (Sakura) auf Trockeneis ein-

gefroren. Die Blöcke wurden bei -80°C gelagert. Die Anfertigung von Gefrierschnitten erfolgte bei 

einer Temperatur von ca. -22°C in einem Kryostat (Leica). Dabei wurde Schnitte mit einer Dicke von 

7-11 μm erstellt. Die Schnitte wurden auf Objektträger überführt und bei -20°C gelagert.  

 

1.9.  Proteinbindungsanalysen von Fusionsprotein mit COS7 Zelllysaten 

Die Aufreinigung der GST Fusionsproteine und der GST-Proteinbindungsanalysen (Pull-down) wur-

den wie in Dreuillet et al., 2002 beschrieben durchgeführt. Die Proteinbindungsanalysen wurden trans-

fizierte COS7 Zellen von Zellkulturschalen (15cm) abgeschabt und 15 min auf Eis in Lysis-Puffer (50 

mM Tris/HCL, pH 7,5, 150 mM NaC, 1% TritonX-100, 1 Tablette Complete-Mini Inhibitoren Cock-

tail pro 10ml, 1 mM DTT, 1 mM Bezamedin, 0,5 mM PMSF in DMSO und 1 mM EGTA) inkubiert. 

Danach erfolgte eine Zentrifugation des Lysats bei 100.000 x g für 30 min bei 4 OC. Der Überstand mit 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=6273778
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den cytosolischen Proteinen wurde über Nacht mit den aufgereinigten und an die Glutathion-Agarose-

Matrix gebundenen Fusionsproteinen auf einem Roller bei 4 OC inkubiert. Nach mehrmaligem Wa-

schen mit PBS wurde die Glutathion-Agarose-Matrix in 30-50 µl SDS-Probenpuffer aufgenommen 

und bei 95 OC erhitzt. Die Überstände wurden separat mit SDS-Probenpuffer behandelt. Glutathion-

Agarose-Matrix und Überstände wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt und durch Immunmarkierung 

analysiert. 

 

1.10.  Immunpräzipitation  

Semi-konfluent bewachsenen Glioma/COS7 Zellen mit 15 cm Kulturschalen wurden zweimal mit 

eiskaltem PBS gewaschen und das restliche PBS mit einer Pipette abgenommen. Anschließend wurde 

1ml Lysispuffer (50 mM Tris/HCL pH 7.5, 150 mM NaCL, 0.5% Natriumdesoxycholat, 10% Glyce-

rin, 1 Tablette Complete-Mini Inhibitoren Cocktail pro 10ml, 1 mM DTT, 0,5 mM Benzamedin, 1 mM 

PMSF in DMSO und 1 mM EGTA) auf je eine Platte gegeben und die Zellen abgeschabt und so 

20min auf Eis inkubiert. Anschießend wurden die Zellen wurden fünfmal zur Zerstörung der Zell-

membranen durch eine 0,4mm-Kanüle gezogen und in ein Eppendorfgefäß überführt. Nach einer 

zehnsekündigen Ultraschallbehandlung (50% konstanter Schall) wurde das Lysat 10 Minuten bei 

12000 rpm abzentrifugiert. Während der Zentrifugation wurden die Protein A-Sepharose Beads fünf-

mal mit Lysispuffer gewaschen. Der Überstand der Zellen wurde zur Vorreinigung auf 50 μl Protein 

A-Slurry gegeben, 2 h moderat geschüttelt, 1 min bei 1.000 rpm zentrifugiert und die Beads verwor-

fen. Hybridomaüberstand des Myc Antikörpers (10ml) wurden mit den Beads über Nacht inkubiert 

und anschließend bei 1000rpm abzentrifugiert Die Beads-Anitkörper wurden 3x mit PBS gewaschen 

und mit den Zellysaten inkubiert. Oder: Für die Antigen-Antikörper-Bindung wurde 5 μg aufgereinig-

ter pAb iso-3 Antikörper gegeben und die Ansätze 1 h moderat bei 4°C geschüttelt. Die gereinigten 

Überstände wurden auf 150 μl Protein A-Sepharose-Beads gegeben und die Ansätze über Nacht mode-

rat bei 4°C geschüttelt. Nach Zentrifugation (1 min, 1.000 rpm) wurde 50 bis 100 μl des Überstandes 

entnommen (Input) und mit 5x SDS-Probenpuffer aufgekocht. Die Beads wurden zweimal mit Lysis-

puffer und zweimal mit je 1,5 ml PBS gewaschen und in 2x SDS-Probenpuffer aufgekocht. Zur weite-

ren Analyse wurden die Lysate wie beschrieben einer Silberfärbung und einer Westernblotanalyse 

unterzogen. 

 

1.11. Silberfärbung 

Für eine Färbung der aufgetrennten Proteine mit einer sensitiveren Methode wurde die Silberfärbung 

benutzt. Dazu wurden SDS-PAGE Gele 5 min in Fixierungs-Lösung geschüttelt (50% Azeton 1,5 ml 

50% Trichloressigsäure 25µl 37% Formaledehyd). Nach mehrmaligem Waschen in Wasser (3 x 5 sek, 

1 x 5 min, 3 x 5 sek) wurde das Gel in 50 %igem Azeton für 5 min inkubiert. Nach Behandlung mit 
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100 µl 10 %igem Natriumthiosulfat-5-hydrat in 60 ml Wasser wurde das Gel mit Wasser gewaschen 

(3 x 5 sek) und für 8 min in Imprägnier-Lösung (0,8 ml 20% Silbernitat, 0,6 ml 37% Formaldehyd, ad 

60ml H2O) geschüttelt. Danach wurde das Gel nochmals gewaschen (2 x 5 sek) und mit Entwickler-

Lösung (1 g NaCO3; 2µl 37 % Formaldehyd, 25µl 10% Na2S2O3 x 5H2O ad 60 ml H2O) behandelt. 

Die Reaktion wurde nach 20-30 sek mit der Stopp-Lösung abgestoppt und das Gel mit Wasser abge-

spült. 

 

1.12. Chromatin Immunpräzipitation (ChIP) 

Für die ChIP Analyse wurden 4,5 x 107 HaCaT Zellen verwendet. Die Durchführung erfolgte nach 

Vorschrift des Herstellerprotokolls Chip-IT express Kit und Chip-IT contol Kit der Firma Active Mo-

tif. Als Kontrolle für präzipitierte DNA wurde das GAPDH DNA Fragment (400 bp) durch GAPDH-

spezifische Primer nachgewiesen. Diese erkannten die GAPDH Sequenz:  

5'GAPDH Exon 1, 5'-GCGCCCCCGGTTTCTATAAATTGAG 

3'GAPDH Exon 1, 5'-AGAGAACAGTGAGCGCCTAGTGGCC 

3 μl der eluierten DNA wurde für 34 Zyklen unter folgenden Bedingungen amplifiziert: 95°C für 30 

Sekunden, 70°C für 30 Sekunden und 72°C für 40 Sekunden. 

 

1.13. Hefe-Zwei-Hybrid System 

Y190 Hefezellen wurden mit Plasmiden kotransformiert und Transformanten wurden auf SD-Trp-Leu 

Platten selektioniert. Die Interaktion wurde durch Wachstumstests auf Selektionsplatten (SD-Trp-Leu-

His mit 60 mM 3-Amino 1,2,4,-Triazol) oder durch X-Gal Analyse, um die Interaktion zu bestätigen, 

durchgeführt. Die verwendeten Potokolle für die Hefe Transformation und X-.Gal Test sind im Detail 

hier beschrieben: Yeast Potocols Handbook PT3024-1, Clontech.  

 

1.14. Statistische Auswertung 

Die gezeigten Daten wurden als Durchschnitt +/- Standardabweichung dargestellt. Statistische Ver-

gleiche wurden unter Verwendung des Student´s T-Test durchgeführt. Ein Unterschied wurde als sig-

nifikant eingestuft, wenn der P Value bei < 0.05 lag. 
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III  ERGEBNISSE 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es die MACF1 Isoform-3 mit Hilfe von biochemischen, zellbiolo-

gischen und immunohistochemischen Methoden zu charakterisieren. Ihre Besonderheit ist der 35 kDa 

lange N-Terminus, der durch alternatives Spleißen mit den Sequenzen, die für die CH2 Domäne kodie-

ren, fusioniert wird. Dadurch weist die Isoform-3 nicht die charakteristische N-terminale Aktin-

bindende Domäne der anderen MACF1 Isoformen auf. Im Folgenden wurde daher der N-Terminus nä-

her charakterisiert und nach neuen Bindungspartnern gesucht, um so Hinweise auf die zelluläre Funkti-

on des MACF1 Isoform-3 Proteins zu erlangen. 

 

1. In silico Analyse des N-Terminus von MACF1 Isoform-3. 

1.1. Datenbankanalyse zur Identifizierung von putativen posttranslationalen Modifikationsstellen 

und funktionellen Sequenzmotiven des MACF1 Isoform-3 N-Terminus.  

Für eine Aufklärung der Funktion des MACF1 Isoform-3 Proteins wurde die 330 Aminosäuren lange 

Sequenz des N-Terminus mehreren Datenbankanalysen (http://www.expasy.ch/tools/Prositescan/Hits/-

Interpro/Motivscan/SMART) bezüglich möglicher Sequenz- sowie posttranslationaler Modifikations-

motive unterzogen. Diese Datenbanken enthalten Aminosäuresequenzprofile und Muster, die für Pro-

teinfamilien oder Domänen charakteristisch sind. Anhand Berechnungen mit dem HMM (Hidden Mar-

kov Models, Eddy et al., 1995), dem Abgleich mit bekannten Domänstruktur- und Musterdatenbanken 

und dem Herausrechnen falsch-positiver Treffer kannn eine Vorhersage der modularen Architektur von 

Proteinen, Informationen zur Struktur, Funktion und Lokalisation bereitgestellt werden (Schultz et al., 

1998; Sigrist et al., 2002; Pagni et al., 2007).  

In der Aminosäuresequenz von MACF1 Isoform-3 (Abb. 1.1) wird eine potentielle N-terminale (N-) 

Myristilierung der Aminosäure Glyzin in Position 2 vorausgesagt (Abb. 1.1., rotes Oval). Bei der N-

Myristilierung handelt es sich um eine posttranslationale Modifikation bei der die 14 C-Atome lange 

gesättigte Fettsäure Myristinsäure über eine Amidbindung an einen N-terminalen Glyzinrest kovalent an 

das Protein gebunden wird. Durch die Myristinsäure erfolgt eine Fixierung des Proteins an Membranen, 

indem sie als Verankerung innerhalb einer der beiden Phospholipid-Schichten wirkt (Wilcox et al., 

1987). Neben dem N-terminalen Glyzinrest werden die 10 darauffolgenden C-terminalen Aminosäuren 

als Erkennungssequenz für die N-Myristoyltransferase (NMT) benötigt, welche die Bindung an ihre 

katalytische Bindetasche bewerkstelligen (Maurer-Stroh et al., 2002). Diese Erkennungsequenz kann 

ebenfalls im N-Terminus der Isoform-3 gefunden werden und weist damit auf eine mögliche Myristilie-

rung des Proteins hin.  

In der Aminosäureposition 26-40 wird ein NLS (nuclear localization signal) vorhergesagt. Dieses be-

fand sich in der Sequenz des weiter unten besprochenen HMG Box Motivs. NLS liegen häufig in einem 
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DNA-bindenden Motiv eingebettet vor (Cokol et al., 2000). Im Anschluss an diese posttranslationale 

Modifizierung wird eine Proteindomäne vorausgesagt, die als HMG17 (High Mobility Group 17) oder 

auch als HMG Box bezeichnet wird. Das HMG17 ist ein nukleäres Protein, das spezifische Interaktio-

nen zwischen DNA und Proteinen eingehen kann und als Nicht-Histon im Chromatin-Netzwerk be-

zeichnet wird. Die HMG Box ist eine 70-80 Aminosäure große DNA-bindende Domäne. HMG Box 

enthaltende Proteine werden in zwei Subgruppen eingeteilt basierend auf ihrer Eigenschaft DNA se-

quenzspezifisch oder sequenzunabhängig zu erkennen. Proteine, die ein solches Motiv besitzen, können 

gleichzeitig an DNA und Transkriptionsfaktoren binden. Diese Interaktion findet meist in transkriptio-

nell-aktiven Bereichen des Chromatins statt. (Read et al., 1993; Bewley et al., 1998). C-terminal an die 

HMG Box schließt sich eine putative HR1, REM Repeat oder auch als RhoA Inhibierungsdomäne be-

kanntes Motiv an. Diese Domäne besitzt die Eigenschaft, an die aktive (GTP-gebunden) Konformation 

der RhoA GTPase zu binden. 

Mittels der Datenbankanalyse war eine Voraussage verschiedener posttranslationaler Phosphorylie-

rungsstellen (Protein kinase C PKC, Casein kinase II CK2) mit unterschiedlichen Kinasespezifitäten 

möglich, wobei wiederholt die Erkennungssequenzen des EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) 

von verschiedenen Programmen genannt wurden (Abb. 1.1). Der EGF-Rezeptor gehört zur Klasse der 

Tyrosinkinaserezeptoren. Diese verfügen über eine Tyrosinkinaseaktivität in ihrem zytosolischen Anteil, 

die durch die extrazelluläre Bindung der EGF (Epidermal Growth Factor) und TGF (Transforming 

Growth Factor) Liganden aktiviert wird und zur Autophosphorylierung des Rezeptors führt. An diese 

Phosphotyrosinreste des Rezeptors können wiederum Proteine der Ras-Raf-MEK-Kaskade durch ihre 

SH2-Domänen andocken, wodurch ihre Aktivierung bewirkt wird. Dadurch wird das MAPK Protein in 

den Zellkern transloziert und die Aktivierung von Zielgenen, die das Zellwachstum stimulieren, indu-

ziert.  

Der N-Terminus von MACF1 Isoform-3 weist einen isoelektrischen Punkt (pI) von 5,1 auf. Im Allge-

meinen weisen Proteine, die mit Histonen interagieren, einen solch niedrigen pI-Wert auf. In Übereins-

timmung damit liegen Daten aus unserem Labor vor (persönliche Kommunikation, Dr. I. Karakesisog-

lou), die Histon 1c und 1d als Bindungspartner in einer MACF1 Isoform-3 spezifischen Immunpräzipi-

tation nachweisen. Des Weiteren wurde mittels des WoLFPSORT (http://wolfpsort.org) Programms die 

Verteilung des N-Terminus innerhalb der Zelle berechnet. Die Ergebnisse waren in einer prozentualen 

Wahrscheinlichkeit angegeben und sagten eine nukleäre (18.0), zytoplasmatische (9.0) und mitochond-

riale (2.0) Lokalisation voraus. Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass MACF1 

Isoform-3 ein dynamisches Protein (Phosphorylierung; HR1 Domäne) ist. Neben seiner zytoplasmati-

schen Verteilung weist es möglicherweise eine nukleäre Lokalisation (PI, NLS, HMG Box) auf. 

http://wolfpsort.org/
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Abb. 1.1.: Schematische Darstellung des N-Terminus von MACF1 Isoform-3 mit den putativen posttranslationalen Modifika-

tionsstellen der Computer-basierten Proteinsequenzanalyse. 

Der N-Terminus des MACF1 Isoform-3 Proteins (AS 1-330) ist als grau-schattierter Balken dargestellt; die Positionen der Aminosäu-

ren (AS) sind angezeigt. M symbolisiert die potentielle Myristilierung in Position 2 (rotes Oval). Weitere AS, die wichtig für eine 

erfolgreiche Myristilierung sind, sind ebenfalls angezeigt. Die Lage der HMG-Box erstreckt, sich von AS 20–80 (blauer Balken:). 

Das NLS (nuclear localization signal) in Position AS 26-40 ist als roter Balken: angedeutet. Die HR1 Rho Inhibierungsdomäne ers-

treckt sich von Position AS 101 bis 159 (gelber Balken:). P markiert eine potentielle Phosphorylierungsstelle des EGF-Rezeptors. Die 

jeweilige Erkennungssequenz ist in dem grauen Balken angegeben. 

 

1.2. Der N-Terminus von MACF1 Isoform-3 ist hochkonserviert in Säugetieren. 

Die MACF1 Isoformen unterscheiden sich strukturell nur in ihrem N-Terminus. Abgesehen von der 

vierten Isoform, die eine zusätzliche Plakin Domäne aufweist, wird angenommen, dass die Aminosäure-

sequenz (AS) der Proteine identisch ist. Durch den Vergleich der Aminosäuresequenzen des murinen 

MACF1 Isoform-3 N-Terminus mit mehreren Orthologen der Säugetiere (Sus scrofa (Sc), Canis lupus 

(Cf), Pan troglodytes (Pt), Homo sapiens (Hs), Mus musculus (Mm), und Rattus norvegigus (Rn) sollte 

überprüft werden wie hoch der Grad der Konservierung ist. In Abbildung 1.2. wurden die Aminosäure-

sequenzen der orthologen N-Termini von AS 1-330 verglichen und es kann eine hohe AS Übereinstim-

mung der untersuchten Primärsequenzen festgestellt werden. Lediglich der Bereich von Position 190 bis 

272 der Aminosäuresequenzen zeigte eine höhere Variabilität auf. Der hohe Konservierungsgrad lässt 

vermuten, dass diese Isoform eine wichtige Funktion in Säugetierzellen ausübt. 

 

Sc              MGNSLGCVKEPKDSIAIPEKAPISPKKRVRFKRKWRGKKTPTPEAPREQEPLQGTGAVEE 60 

Cf              MGNSLGCVKEPKDSLAIPEKAPISPKKRLRFKRKWRGKKTPTPEVSHEEEPSEGTRVIEE 60 

Pt              MGNSLGCFKEPKESIAIPEKAPISPKKRVRFKRRWRGKKIPTPEASHQEETSEGTGVIEE 60 

Hs              MGNSLGCFKEPKESIAIPEKAPISPKKRVRFKRRWRGKKIPTPEASHQEETSEGTGVIEE 60 

Rn              MGNSLGCVKEPKESIAVPEKAPISPKKRVRFKRKWRGKKALTPEASHRKEALEGTGVIEE 60 

Mm              MGNSLGCVKEPKESIAVPEKAPISPKKRVRFKRKWRGKKILTPEASHREEALEGTGVIEE 60 

                *******.****:*:*:***********:****:*****  ***..:.:*. :** .:** 

 

Sc              TEALTKLTVSLQKEEGVGGVEPAPPDILLPGDSAPNSGVGDQGMIVQVKERFQGEIQTAH 120 

Cf              TETQLKLTVSLQKEEGAGGVEHPPADVSLPRDSAPSSGVGDQGMIVQVKERFQGEIQTAH 120 

Pt              TETLTKLTESLQKEDGVGGVEHTPPDILLPGDSAPNSRVVDRGMIVQVKERFQGEVQTAH 120 

Hs              TETLTKLTESLQKEDGVGGVEHTPPDILLPGDSAPNSRVVDRGMIVQVKERFQGEVQTAH 120 

Rn              TEAPRKLAASLPKEHGVGGAKHPPSDILLH--LAPNSGVVDQGMIVQVKERFQAEIQTAH 118 

Mm              TETLTKLTARLPKEPGVGGAEHPPSDIFLPGDSAPNSGVGDQGMIVQVKESFQAEIQTAH 120 

                **:  **:  * ** *.**.: .*.*: *    **.* * *:******** **.*:**** 

 

Sc              LLSENESSVTGGVWDSLGEGTMVIARLLDNPAEKNCEKSVSQLVEFPRTASCSSRAVLLP 180 

Cf              LLLENESSVAGGVWDSLEEGMTVIAHLLDNPAERNCEKSVSQLVEFPRTASCSSRAVLLP 180 

Pt              LLLENESSVAGGVWDSLEEGMTVIAHLLDNPAERNCEKSVSQLVEFPRTASCSSRAVLLP 180 

Hs              LLLENESSVAGGVWDSLEEGMTVIAHLLDNPAERNCEKSVSQLVEFPRTASCSSRAVLLP 180 
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Rn              LLLENESSVVGGAWDSLEEGMTVIAHLLDNLAERNCEKSVSQLVEFPRTASCSSRAVLLP 178 

Mm              LLLENESSVVGGAWDSLEEGMTVIAHLLDNPAERNCEKSVSQLVEFPRTASCSSRAVLLP 180 

                ** ******.**.**** **  ***:**** **:************************** 

 

Sc              LQGGTAVEKGDTQLGFG--SSTFHRTDY-STDTGNQDHLSEGWSVGGGTKSILSSPQSSS 237 

Cf              LQGEAAVGKGGTRFGHR--SSTFPRTDHPTTNAETQNHHSEGWCRGAGTMAICSTPHTGS 238 

Pt              LQGETAVEKGNIQRGFR--SCALPRTDY-PTDKGNQEQFSKGWSVEEGTKSVSGAPQTAS 237 

Hs              LQGETAVEKGNIQRGFR--SCALPRTDY-PTDKGNQEQFSEGWSVEEGTKSVSGAPQTAS 237 

Rn              LQGETAVEQGGTLLRFR--SSTLPGTDY-PSDRGDQDQPPEGWTVGGRAKSIPSAPPTGS 235 

Mm              LQGETAVEQGGTLLRHRHRSSTLPRTDY-PSETVDQDQPSEGWSVGGRTKSVPSAPPTGS 239 

                *** :** :*.    .   *.::  **: .::   *:: .:**     : :: .:* :.* 

 

Sc              WIAERSVPSSLLDRSRVQSRTEPARVGQVPRQLPRPPTSQSDLSISGMTVSILPSSSGYG 297 

Cf              WIAEPSVPSSLLDQSRGHRCTEPPSVGRVPPQGPRLPTSQSDLSISGRTVSILPSSSGYG 298 

Pt              WIIECSVSSLLLDQPGGQRRTEPSHVGQVPPQDSRLPTSQSDLSISGVTVSILPSSSGYG 297 

Hs              WIIECSVSSLLLDQPGGQRRTEPSHVGQVPPQDSRLPTSQSDLSISGVTVSILPSSSGYG 297 

Rn              WIAKCSVASSIPKQSGDSIHTEPSHVDLVSCKGLIMPASQSDLSFSGITMSILPSSSGYG 295 

Mm              WIAKCSVASSIPKQSGDPIHTEPTHVGLVSCKGPIMPASQSDLSVSGITVSILPSSSGYG 299 

                ** : **.* : .:.     ***. *. *. :    *:******.** *:********** 

 

Sc              SDGLYLRGVQPKDTEPEKSSTSFSEEDGTLSLE 330 

Cf              SDGPHLRGAQPRDTEPEKTSTSFSEEDGTLSLE 331 

Pt              SDGPHIHGIQPKDTEPEKSSTSFSEEDGTLSLE 330 

Hs              SDGPHIHGIQPKDTEPEKSSTSFSEEDGTLSLE 330 

Rn              SDGLRLHGVRPEYTEPEKTSTPFSEEDGTLSLE 328 

Mm              SDGLRLHGIRPEDTEPEKTSTPFSEEDGTLSLE 332 

                ***  ::* :*. *****:**.*********** 

Abb. 1.2.: ClustalW Aminosäuresequenzvergleich des N-Terminus von MACF1 Isoform-3 in Säugern. 

Vergleich der Aminosäuresereste 1-330 von Sus scrofa (Sc), Canis lupus (Cf), Pan troglodytes (Pt), Homo sapiens (Hs), Mus muscu-

lus (Mm), und Rattus norvegigus (Rn). Kleine Aminosäuren werden dargestellt in Rot, saure in Blau, basische in Magenta, Hydroxyl- 

und Aminogruppen-haltige in Grün. Identische Aminosäuren sind gekennzeichnet (*)  
 

2. Charakterisierung polyklonaler Antiseren gegen das MACF1 Protein. 

2.1. Herstellung der polyklonalen Antikörper MACF1 iso-3 pAb und MACF1 Rod pAb. 

 Um eine detaillierte biochemische und zellbiologische Analyse der MACF1 Proteine zu ermöglichen, 

wurden in unserem Labor zwei polyklonale Antikörper hergestellt. Mit Hilfe des Rod pAb sollten alle 

Isoformen detektieren werden können, da dieser gegen die konservierte SR Rod Dömane gerichtet ist. 

Iso-3 pAb ist gegen die Isoform-3 gerichtet und erkennt die N-terminale Proteinsequenz. Der pAb iso-3 

Antikörper wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit näher charakterisiert.  

Die Zielsetzung war es einen Antikörper zu generieren, der die Detektion der meisten MACF1 Isofor-

men erlauben würde. Aus diesem Grunde wurde ein zentraler Bereich in der konservierten SR 

Rod/Stabdomäne als Epitop für die Antikörpergenerierung ausgewählt. Für die Antikörper Herstellung 

wurden die Fragmente iso-3 (AS 1-330) und Rod (AS 1266-1817) des humanen MACF1 Gens mit dem 

Glutathion-S-Transferase (GST) Gen fusioniert. Die rekombinanten Proteine wurden in E. coli expri-

miert und durch Kopplung an eine Glutathion-Agarose-Matrix aufgereinigt. Die Immunisierung der 
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Kaninchen erfolgte durch die Firma Pineda (Berlin). Seren von 60 bzw. 90 Tagen nach der Immunisie-

rung wurden anschließend in unserem Labor über eine Cyanbromid-Sepharose Säule affinitätsgereinigt.  

 

 

 

Abb. 2.1.: Schematische Skizze: Lage der Epitope der MACF1 Antikörper.  

Dargestellt ist die Domänenkomposition der MACF1 Isoformen. Grüne Kreise symbolisieren die Plakin-ähnliche Wiederholungen 

(PR). Gelbe Kreise stellen die Aktin-bindende Domäne (ABD) dar. Diese besteht aus der CH1 und CH2 Domäne. In der Isoform-3a 

liegt nur die CH2 Domäne vor. Der rote Kreis symbolisiert die M1 Mikrotubuli-bindende Domäne. Blaue Kreise stellen die Spekt-

rinwiederholungen (SR) dar. Im Anschluss daran sind die beiden Ca 2+ bindenden EF Hand Domänen in grau-unterlegten Boxen 

dargestellt. Das Growth-specific Protein 2 Domäne (GAS2) ist eine Mikrotubuli-bindende Domäne und als orangefarbene Box skiz-

ziert. Die Y markieren die Lage der von den Antikörpern erkannten Epitope. 

 

2.2. MACF1 iso-3 pAb ist ein spezifischer Antikörper. 

Anschließend wurde der neu generierte Isoform-spezifische Antikörper (iso-3 pAb) auf eine mögliche 

Kreuzreaktion mit dem MACF1 Paralog Bpag1 in der indirekten Immunfluoreszenz- und in der Immu-

noblotanalyse überprüft.  

 

2.2.1. Nachweis der Spezifität des MACF1 iso-3 pAb Antikörpers in der indirekten Immunfluo-

reszenz. 

Um den iso-3 pAb Antikörper auf eine mögliche Kreuzreaktion hin zu testen, wurde der hoch homologe 

N-Terminus des Bpag1n3 (AS 1-253) als Myc-Fusionsprotein transient in COS7 Zellen exprimiert. Das 

Bpag1n3 Fusionsprotein lokalisiert prominent an Zell-Zell-Kontakten und an der Plasmamembran (Abb. 

2.2.1. A, Pfeile). Anschließend wurde mittels des neuen Antikörpers die endogene MACF1 Isoform-3 

Verteilung in transfizierten und nicht transfizierten Zellen in der indirekten Immunfluoreszenz vergli-

chen. Nach Inkubation mit dem iso-3 pAb Antikörper kann kein Unterschied in der MACF1 Isoform-3 

Lokalisation in Transgen-exprimierenden und nicht expimierenden Zellen beobachtet werden (Abb. 

2.2.1. A´). Das endogene MACF1 Isoform-3 Protein lokalisiert diffus im Zytoplasma und im Zellkern. 

Zusätzlich lässt sich beobachten, dass, obwohl transient exprimiertes Bpag1n3 Fusionsprotein an den 

Zell-Zell-Kontakten und Membranausläufern angereichert vorliegt, es nicht von den iso-3 pAb Antikör-

per detektiert wird (Abb. 2.2.1. A´-A´´, Pfeile). Dies zeigt, dass der gegen das MACF1 Isoform-3 Pro-

tein gerichtete polyklonale Antikörper spezifisch die N-terminale MACF1 Isoform-3 Sequenz erkennt 

und keine Kreuzreaktivität mit dem paralogen BPAG1n3 Protein aufweist. 
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Abb. 2.2.1.: Immunfluoreszenzanalyse der  MACF1 iso-3 pAb Antikörper-Spezifität in COS7 Zellen. 

Das Bpag1n3 (AS 1-253) Myc Fusionsprotein lokalisiert an der Plasmamembran und an den Zell-Zell-Kontakten (A). Der MACF1 

Isoform-3 (iso-3 pAb) Antikörper detektiert das endogene MACF1 Isoform-3 Protein (A´), jedoch nicht das homologe N-terminale 

Bpag1n3 Myc-Fusionsproteinen (A´´) in COS7 Zellen. 

COS7 Zellen exprimierten transient das Bpag1n3 Myc-Fusionsprotein (A). A´-A´´ Die Zellen wurden in einer Doppelfärbung mit 

Myc- und MACF1 iso-3 pAb spezifischen Antikörpern inkubiert. Die Detektion primärer Antikörper erfolgte mit einem sekundären 

anti () Maus- (AF 568) bzw. -Kaninchen (AF 488) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. In der vorliegenden Arbeit wurden alle 

Aufnahmen der indirekten Immunfluoreszenz mit Hilfe eines konfokalen Laserscan Miroskops (Leicra oder Zeiss) aufgenommen. 

Balken: 10µm. 
 

2.2.2. Nachweis der Spezifität des MACF1 iso-3 pAb Antikörpers in der Immunoblotanalyse. 

Um eine mögliche Kreuzreaktion mit Bpag1 auszuschließen, wurde als nächstes der MACF1 iso-3 pAb 

mittels einer Immunoblotanalyse überprüft. Hierfür wurden Zelllysate von COS7 Zellen, die transient 

Bpag1n3 Myc-Fusionsproteine exprimierten, analysiert. Als Positivkontrolle dienen N-terminale GFP 

Fusionsmutanten des MACF1 Isoform-3 Proteins. Diese enthalten die Sequenz des N-Terminus, der 

entweder C- oder N-terminal an das GFP Gen fusioniert ist (Abb. 4.1.). Die Expression der Fusionspro-

teine wird durch die Detektion von GFP- und Myc-spezifischen Antikörper validiert (Abb. 2.2.2.). Iso-3 

pAb detektierte die MACF1 Isoform-3 spezifischen Fusionsproteine, jedoch nicht das homologe 

Bpag1n3 Fusionsprotein (Abb. 2.2.2.).  

Wie auch in der Immunfluoreszenzanalyse zeigt auch die Immunoblotanalyse, dass der gegen das 

MACF1 Isoform-3 Protein gerichtete polyklonale Antikörper spezifisch die N-terminale MACF1 Iso-

form-3 Sequenz erkennt und keine Kreuzreaktivität mit dem paralogen BPAG1n3 Protein aufweist. 

 

 

Abb. 2.2.2.: Immunoblotanalyse  der  MACF1 iso-3 pAb Antikörper-Spezifität in COS7 Zellen. 

Der GFP- und Myc Immunoblot (links) zeigt die GFP, N- oder C-terminalen GFP MACF1 Isoform-3 und Bpag1n3 Myc Fusions-

proteine. Auf dem MACF1 Isoform-3 (iso-3 pAb) spezifischen Immunoblot werden nur die MACF1 Isoform-3 spezifischen Fusi-

onsproteine, nicht aber das homologe Bpag1n3 oder die GFP Kontrolle erkannt.  

COS7 Zellen exprimierten transient N-, oder C-terminal fusionierte MACF1 Isoform-3 GFP Proteine oder N-terminal Myc Bpag1n3 
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Fusionsproteine. Die daraus generierten Zelllysate wurden über eine 10%ige SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF Membran 

geblottet. GFP- und Myc-spezifische Antikörper oder iso-3 pAb Antikörper wurden mit der Membran inkubiert. Die Detektion der 

primären Antikörper erfolgte mit einem sekundären α-Maus- bzw. α-Kaninchen Peroxidase-gekoppelten Antikörper und anschlie-

ßender Chemilumineszenz. 
 

3. Verteilung des MACF1 Isoform-3 Proteins in Geweben und Zelllinien. 

Die Spektraplakine MACF1, Bpag1 und Shot werden in mehreren Isoformen mit unterschiedlichen N-

Termini exprimiert. Für die Proteine Bpag1 und Shot wurde gezeigt, dass der isoformspezifische N-

Terminus die subzelluläre und die Lokalisation in Geweben determiniert (Yang et al., 1999; Lee et al., 

2000). Im Folgenden wurde evaluiert, ob das MACF1 Isoform-3 Protein ebenfalls gewebespezifisch 

exprimiert wird und eine definierte isoformspezifische Verteilung innerhalb der Zelle aufweist. Dafür 

wurde zunächst das Expressionsprofil der MACF1 Isoform-3 Transkripte in verschiedenen Mausgewe-

ben mittels semi-quantitativer PCR analysiert. Daran anknüpfend wurde die Proteinexpression in einer 

Immunoblotanalyse an Mausgeweben evaluiert. Abschließend wurde die subzelluläre Verteilung des 

Proteins in verschiedenen Gewebeschnitten und Zelllinien in der indirekten Immunfluoreszenz unter-

sucht. 

3.1.1. RT-PCR Analyse der MACF1 Isoform-3 Expression in diversen Geweben.  

Eine semi-quantitative PCR Analyse wurde an RNA aus verschiedenen Mausgeweben mit Hilfe von 

Isoform-3 spezifischen Primern durchgeführt. Wie in Abb. 3.1.1. zu sehen ist, wird das MACF1 Iso-

form-3 Transkript in allen untersuchten Geweben exprimiert. Die stärkste Expression ist jedoch im Ge-

hirn, der Lunge und in Niere zu erkennen. 

 

Abb. 3.1.1: RT-PCR Analyse der Expression von MACF1 Isoform-3 in verschiedenen Mausgeweben. 

Die murine MACF1 Isoform-3 mRNA wird ubiquitär in verschiedenen Geweben exprimiert. Mit Hilfe MACF1 Isoform-3 spezifi-

scher Primer können MACF1 Transkripte in verschiedenen Mausgeweben nachgewiesen werden. Als Ladekontrolle wurden spezifi-

sche Primer in der RT-PCR eingesetzt, die das ubiquitär exprimierte GAPDH Transkript nachweisen. Die amplifizierte DNA wurde 

elektrophoretisch auf einem 1%igem Agarosegel aufgetrennt und durch Zugabe von Ethidiumbromid sichtbar gemacht. 

 

3.1.2. Das MACF1 Isoform-3 Protein wird ubiquitär in Geweben exprimiert. 

Zusätzlich zur RT-PCR Analyse wurden Proteinlysate verschiedener Mausgewebe hergestellt und in 

einem Immunoblot analysiert. Da die in unserem Labor hergestellten Gewebelysate der Haut nicht ge-

nügend Material für die Westernblotanalyse lieferten (Abb. 3.1.2. rechter Immunoblot), wurden Gewe-

belysate der Haut separat analysiert, wobei Zelllysate von humanen Kerantinozytenzellen (HaCaT) als 

Kontrolle dienen. Die Immunoblotanalyse mit den iso-3 pAb Antikörpern ergibt in allen Geweben Sig-
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nale für die MACF1 Isoform-3, wobei die stärkste Expression im Gehirn gefunden wird. In dem Gewe-

beimmunoblot wird ein komplexes Bandenmuster mit iso-3 pAb detektiert. So befindet sich in den 

meisten Geweben eine 75 kDa, 100 kDa und 250 kDa große Bande. In Gehirn und Haut kann zusätzlich 

noch eine Bande im hochmolekularen Bereich detektiert werden (Abb. 3.1.2., Sterne). Während in der 

Literatur nur die 620 kDa große Isoform des MACF1 Isoform-3 Proteins beschrieben ist (siehe Abb. 

3.1.2), wurden in der vorliegenden Arbeit weitere kleine Isoformen detektiert. Das Vorliegen diverser 

Isoformen ist auch für andere Proteine (z.B. Nesprine) mit derart hohem Molekulargewicht bekannt 

(Ziam, 2006; Kandert et al., 2007). Als Ladekontrolle wurde am Immunoblot das Protein Tubulin nach-

gewiesen, das in den Geweben unterschiedlich stark exprimiert wird, weshalb eine größere Variation der 

Tubulinproteinmenge sichtbar ist. 

 

 

Abb. 3.1.2.: Immunoblotanalyse der MACF1 Isoform-3 Expression in verschiedenen murinen Geweben.  
Das endogene MACF1 Isoform-3 Protein wird ubiquitär in verschiedenen murinen Geweben (linker Immunoblot) und in humanen 

Keratinozyten (HaCaT) Zellen (rechter Immunoblot) exprimiert. Verschiedene mit dem iso-3 pAb Antikörper reaktive Banden sind 

in den Geweben nachweisbar. Weiterhin wird in der Haut und im Gehirn im hochmolekularen Bereich eine Bande detektiert (Stern). 

Gleiche Mengen der homogenisierten Mausgewebe wurden auf einem 3-15% Gradientengel elektrophoretisch aufgetrennt, auf 

PVDF Membran geblottet und mit dem iso-3 pAb Antikörper inkubiert. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit einem 

sekundären α-Kaninchen Peroxidase-gekoppelten Antikörper und anschließender Chemilumineszenz. Linker Immunoblot: der obere 

Teil weist eine kurze Exositionszeit, der untere Teil eine höhere Expositionszeit auf. 

3.2. Die MACF1 Isoform-3 Lokalisation in Mausgeweben und Zelllinien. 

Für die Aufklärung der zellulären Funktionen des MACF1 Isoform-3 Proteins wurden Kryoschnitte von 

Mausgeweben und verschiedene Zelllinien analysiert. Neben der subzellulären Verteilung des MACF1 

Isoform-3 Proteins sollte erörtert werden, inwieweit die Lokalisation des Proteins Unterschiede in Ge-

weben und Zelllinien aufweist. Da in den Gewebelysaten der Haut und im Gehirn die große Isoform 

(~620 kDa) detektiert wird, wurden diese beiden Gewebetypen ausgewählt, um mit Hilfe der indirekten 

Immunfluoreszenz die subzelluläre Lokalisation von MACF1 Isoform-3 näher zu examinieren. Des 

Weiteren sollten hierdurch eine geeignete Zelllinie für weiterführende Experimente ermittelt werden, so 

dass die Funktion und neue Bindungspartner des MACF1 Isoform-3 Proteins ermittelt werden können. 
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3.2.1. MACF1 Isoform-3 Lokalisation in der Haut, primären Keratinozyten und Fibroblasten.  

Im Folgenden wurde die Verteilung des MACF1 Isoform-3 Proteins in der murinen Haut immunohisto-

chemisch untersucht. Hier wurde ß-Catenin als Marker für Zell-Zell-Kontakte verwendet. ß-Catenin ist 

ein Protein das verschiedene, möglicherweise voneinander unabhängige, Funktionen innerhalb der Zelle 

besitzt (Übersicht in Clevers et al., 2006; Nelson et al., 2008; Jin et al., 2008).  

Die durchgeführte indirekte Immunfluoreszenzanalyse zeigt Unterschiede in der Lokalisation des 

MACF1 Isoform-3 Proteins in der Dermis und der Epidermis auf. Während in der Epidermis das Protein 

um den Zellkern lokalisiert und an Zell-Zell-Kontakten zu finden ist (Abb. 3.2.1. A-A´ Pfeile), kann das 

Protein in der Dermis im Zytoplasma und in den Zellkernen detektiert werden (Abb. 3.2.1. A-A´´, Aus-

schnitt Vergrößerung). Um die subellzelluläre Verteilung der MACF1 Isoform-3 näher zu betrachten, 

wurden aus der Haut von neugeboren Mäusen primäre Keratinozyten und Fibroblasten isoliert und in 

der indirekten Immunfluoreszenz untersucht. Für die Kultivierung der primären Keratinozyten wurden 

dem Nährmedium die Calzium-Ionen entzogen, um so ihre Differenzierung zu unterbinden (siehe Mate-

rial und Methoden). Wie in Abbildung 3.2.1. B zu beobachten ist, lokalisiert das MACF1 Isoform-3 

Protein in einer netzartigen, filamentösen Struktur im Zytoplasma. Zusätzlich wird das Protein innerhalb 

des Zellkerns und entlang der Kernmembran verstärkt nachweisbar, wobei es an der Kernmembran mit 

ß-Catenin kolokalisiert. In der Epidermis der Haut differenzieren die Keratinozyten und bilden dadurch 

ihre Zell-Zell-Kontakte aus. Für die Analyse der Isoform-3 Verteilung in differenzierten Zellen wurden 

die primären Keratinozyten durch Zugabe von 2 mM Calzium-Ionen über Nacht differenziert. Dadurch 

verändert sich die Lokalisation des MACF1 Isoform-3 Proteins. Dies lokalisiert nun diffus im Zytop-

lasma und akkumuliert an den Zell-Zell-Kontakten (Abb. 3.2.1. C, Pfeile) wie es auch in der Epidermis 

der Hautschnitte zu beobachten ist (Abb. 3.2.1. A-A´´).  

Isolierte primäre Fibroblasten weisen eine auffällige nukleäre Lokalisation des MACF1 Isoform-3 Pro-

teins auf. Des Weiteren kann die Präsenz der MACF1 Isoform-3 entlang der Kernmembran beobachtet 

werden (Abb. 3.2.1. D-D´, Pfeile). Im Zytoplasma lokalisiert das Protein in filamentösen Strukturen 

(Abb. 3.2.1. D-D´). In mitotischen Zellen konnte zudem beobachtet werden, dass MACF1 Isoform-3 an 

den Spindelpolen und entlang kondensierter Chomosomen lokalisiert. Diese wurden durch das Anfärben 

des Histon 1 Proteins visualisiert (Abb. 3.2.1. E). Diese ersten Studien zeigen, dass das MACF1 Iso-

form-3 Protein eine ungewöhnliche nukleäre Lokalisation aufweist, die bisher noch nicht für die 

MACF1 Spektraplakine beschrieben wurde.  
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Abb. 3.2.1.: Immunfluoreszenzanalyse der MACF1 Isoform-3 Verteilung in der Haut und primären Zellkulturen. 

MACF1 Isoform-3 wird in der Dermis und Epidermis der murinen Haut exprimiert (A-A´´). Primäre murine Keratinozyten wurden 

mit 0.15mM (B-B´´) oder in 2mM (C-C´´) Ca2+-haltigem Medium kultiviert. Durch die Zugabe der Ca2+-Ionen lokalisiert MACF1 

Isoform-3 an den Zell-Zell-Kontakten (C). In primären murinen Fibroblasten (D-E) lokalisiert MACF1 Isoform-3 prominent im 

Zellkern (D-D´), an den Spindelpolen sowie entlang kondensierter Chomosomen (E). Kryoschnitte der Haut (A-A) wurden mit 

3%igem PFA fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde durch FITC-gekoppeltes Phalloidin visualisiert. MACF1 Isoform-3 wurde durch 

den iso-3 pAb detektiert und, wie auch in den anderen Färbungen in dieser Abbildung, durch den -Kaninchen (AF 568) Alexa 

Fluor-gekoppelten Antikörpern visualisiert. Primäre Keratinozyten (B-B und C-C) und Fibroblasten (D-D, E) wurden mit MeOH 

fixiert und in einer Doppelfärbung mit ß-Catenin (B, C), Histon 1 (E)-spezifischen und MACF1 iso-3 pAb Antikörpern inkubiert. Die 

Detektion der primären Antikörper erfolgte mit einem sekundären -Maus- (AF 488) bzw. -Kaninchen (AF 568) Alexa Fluor-

gekoppelten Antikörpern. Die Zellkerne wurden durch den DAPI Farbstoff visualisiert. Balken: 10 µm. 
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3.2.2. Die subzelluläre Lokalsierung von MACF1 Isoform-3 in HaCaT Zellen. 

Aufgrund der MACF1 Isoform-3 Expression in Epithelzellen wurde hier die subzelluläre Verteilung des 

Proteins in Methanol-fixierten humanen Keratinozyten Zelllinie (HaCaT) examiniert (Abb. 3.2.2. A-

A’’). Durch diese Fixierungsmethode wird ein intaktes Mikrotubuli-Zytoskelett gewährleistet. Dabei ist 

eine Lokalisation von filamentösen MACF1 Isoform-3 positiven Strukturen entlang der Mikrotubuli 

erkennbar (Abb. 3.2.2. A-A´´ Vergrößerung). Des Weiteren kolokalisieren MACF1 Isoform-3 mit dem 

Zell-Zell-Kontakt Protein E-Cadherin (Abb. 3.2.2. B-B´´). Darüberhinaus lokalisiert MACF1 Isoform-3 

im Zellkern und mit dem Kernmembran-assoziierten Nesprin-2 Protein (Abb. 3.2.2. C-C´´) in HaCaT 

Zellen. 

 

Abb. 3.2.2.: Immunfluoreszenzanalyse der MACF1 Isoform-3 Verteilung in HaCaT Zellen.  

In HaCaT Zellen dekoriert MACF1 Isoform-3 Mikrotubulifilamente (A-A´´). Weiterhin lokalisiert das Protein an Zell-Zell-

Kontakten (B-B´´) sowie entlang des Zellkerns und im Zytoplasma (C-C´´). HaCaT Zellen wurden mit MeOH fixiert und in einer 

Doppelfärbung mit ß-Tubulin (WA3) (A), E-Cadherin (B) oder Nesprin-2 (mAk K20-478-4) (C) und MACF1 iso-3 pAb-

spezifischen Antikörpern inkubiert. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit einem sekundären -Maus- (AF 488) bzw. 

-Kaninchen (AF 568) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Balken: 10 µm. 
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3.2.3. Immunohistochemische Analyse der MACF1 Isoform-3 im Cerebellum. 

In der durchgeführten Immunoblotanalyse (Abb. 3.1.2.) sowie der RT-PCR Analyse (Abb. 3.1.1.) konn-

te eine starke Expression des MACF1 Isoform-3 Proteins im Gehirn nachgewiesen werden. Aus diesem 

Grund wurde die Verteilung des Proteins in murinen Kleinhirn Kryoschnitten untersucht. MACF1 Iso-

form-3 wird deutlich im Stratum granulosum und Stratum moleculare exprimiert (Abb. 3.2.3. A-A´). Im 

Stratum moleculare lokalisiert MACF1 Isoform-3 an der Kernmembran der Zellen (Abb. 2.2.3. A´-A´´, 

Pfeile Vergrößerung,) und in Filament-artigen Strukturen (Abb. 2.2.3. A´-A´´, Pfeilspitzen). 

 

Abb. 3.2.3.: Immunfluoreszenzanalyse des MACF1 Isoform-3 Proteins im Cerebellum. 

MACF1 Isoform-3 wird im murinen Cerebellum im Stratum granulosum (Str. gran.) und Stratum molekulare (Str. mol.) exprimiert 

(A-A)´. Im Stratum molekulare lokalisiert MACF1 Isoform-3 entlang der Zellkerne (A-A´). Die Pfeile deuten auf die MACF1 Iso-

form-3 Lokalisation entlang der Zellkerne hin. Durch die Pfeilspitzen werden die Filament-artigen Strukturen von MACF1 Isoform-

3 im Stratum molekulare gekennzeichnet.  

Kleinhirngewebeschnitte wurden mit MeOH fixiert und mit den MACF1 iso-3pAb Antikörpern inkubiert. Die Detektion der primä-

ren Antikörper erfolgte mit einem sekundären α-Kaninchen (AF 568) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Die Zellkerne wurden 

mit DAPI visualisiert. Balken: 10 µm. Die Gewebeschnitte wurden von Paul Shazot, University of Durham, U.K. zur Verfügung 

gestellt. 

 

3.2.4. Immunohistochemische Analyse der MACF1 Isoform-3 an der neuromuskulären Endplat-

te in Muskelgewebe. 

Das MACF1 Ortholog in Drosophila Shot lokalisiert an der neuromuskulären/motorischen Endplatte. Es 

wurde gezeigt, dass durch Mutationen im Shot Gen sensorische- und motorische Neuronen nicht mehr 

in der Lage sind gerichtet auszuwachsen, wodurch kleinere motorische Endplatten entstehen (Prokop et 

al., 1998, Lee et al., 2000). Die neuromuskuläre Endplatte (myoneurale Synapse) stellt die Endigung 

einer somatomotorischen Nervenfaser zur Skelettmuskulatur dar und dient der Innervation der Muskula-

tur. Es handelt sich um eine spezialisierte chemische Synapse, über die Neuronen mit Muskelzellen ver-

schaltet werden. Als Marker für die motorischen Endplatten wurde das Protein Synaptophysin ange-

färbt. Dieses ist ein integrales Vesikelmembranprotein in adulten Neuronen und korreliert mit der neu-

ronalen Reifung. In der folgenden immunohistochemischen Analyse wurde geprüft, ob die MACF1 Iso-

form-3 wie das homologe Shot Protein an den motorischen Endplatten im Muskelgewebe vorhanden ist. 

In der Abbildung 3.2.5. ist die endogene Verteilung MACF1 Isoform-3 in der Skelettmuskulatur darges-

tellt. MACF1 Isoform-3 zeigt in diesem Gewebe eine diffuse Verteilung und akkumuliert an der neuro-
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muskulären Endplatte, wo es mit Synaptophysin kolokalisiert (Abb. 3.2.5. A-A´, Pfeile). Unterhalb der 

motorischen Endplatte liegen drei eng benachbarte Zellkerne, an denen eine MACF1 Isoform-3 Lokali-

sation entlang der Zellkerne zu erkennen ist (Abb. 3.2.5. A-A´´ Vergrößerung und Pfeilspitzen). Diese 

Ergebnisse zeigen, dass die MACF1 Isoform-3 Lokalisation an der Kernmembran nicht gewebespezi-

fisch ist.  

Abb. 3.2.4.: Immunfluoreszenzanalyse der endogenen MACF1 Isoform-3 Verteilung an der motorischen Endplatte.  
In der myoneurale Synapse der Skelettmuskulatur kolokalisiert MACF1 Isoform-3 mit Synaptophysin und wird des Weiteren ent-

lang der darunterliegenden Zellkerne detektiert. Pfeile deuten auf die MACF1 Isoform-3 Verteilung an der motorischen Endplatte. 

Die Pfeilspitzen in der Vergrößerung verweisen auf die MACF1 Isoform-3 Lokalisation entlang der Zellkerne.  

Das Gewebepräparat wurde mit 3%igem PFA fixiert und in einer Doppelfärbung mit Synaptophysin-spezifischen und MACF1 iso-3 

pAb Antikörpern inkubiert. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit einem sekundären α-Maus- (AF 568) bzw. α-

Kaninchen (AF 488) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Die Zellkerne wurden durch DAPI-Farbstoffe visualisiert. Das Gewe-

bepräparat und die anschließende Immunfärbung wurde von Fiona Shenton hergestellt. Balken: 10 µm. 

 

3.2.5. Lokalisation des endogenen MACF1 Isoform-3 Proteins in Glioma C6 Zellen. 

In den Kleinhirngewebeschnitten (Abb. 3.2.3. B-B´) sowie in anderen Bereichen des Gehirns (nicht 

gezeigt) wies das MACF1 Isoform-3 Protein eine ungewöhnlich deutliche ringförmige Lokalisation 

entlang der Zellkerne auf. Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde auf zellbiologischer Ebene die Lo-

kalisation des MACF1 Isoform-3 Proteins in einer Zelllinie neuronalen Ursprungs (Ratten Glioblastoma 

Zelllinie Glioma C6) in der indirekten Immunfluoreszenz untersucht. In diesen Zellen kann die Präsenz 

der MACF1 Isoform-3 entlang der Kernmembran ebenfalls beobachtet werden (Abb. 3.2.4. A, B und 

C). Zusätzlich wird MACF1 Isoform-3 im Zellkern detektiert (Abb. 3.2.4. A-A´). Des Weiteren wurden 

MACF1-positive zytoplasmatische Strukturen ersichtlich, die mit dem Golgimarkerprotein GM130 ko-

lokalsieren (Abb. 3.2.4. A-A´´, Pfeile). Die Präsenz des MACF1 Isoform-3 am Golgi ist ein weiteres 

Indiz für die Antikörperspezifität. Es ist bereits bekannt, dass MACF1 indirekt über das Protein Golgin-

245 (Kakinuma et al., 2004) oder direkt über die Plakindomäne (Lin et al., 2005) mit dem Golgi Appa-

rat interagieren kann.  

MACF1 Isoform-3 dekoriert die Mikrotubulifilamente im Zytoplasma (Abb. 3.2.4. B-B´´ Pfeil) und 

überlagert prominent mit diesen entlang der äußeren Kernhülle (Abb. 3.2.4. B´´). Weiterhin lokalisiert 

MACF1 Isoform-3 am Mikrotubuli-organisierenden Zentrum (MTOC) (Abb. 3.2.4. B-B´´, Pfeilspitze). 

Um die beobachtete MACF1 Isoform-3 Verteilung an der Kernmembran eingehender zu examinieren, 
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wurde in Abbildung 3.2.4. C-C´´ ein Glioma C6 Zellkern vergrößert dargestellt. Hier lokalisiert MACF1 

Isoform-3 mit dem Kernmembran-assoziierten Nesprin-2 Protein (Abb. 3.2.4. C´´). Auf der Zellkern-

oberfläche überlagern die Färbungen partiell und zusätzlich lokalisiert MACF1 Isoform-3 an einer Stelle 

an der Kernhülle (Abb. 3.2.4. C-C’’, Pfeil). Da das MACF1 Isoform-3 Protein eine prominente Vertei-

lung entlang der Kernhülle und im Zellkern in der Glioma C6 Zelllinie aufweist, wurde diese Zelllinie 

für weitere biochemische und zellbiologische Analysen verwendet. 

 

 

Abb. 3.2.5.: Immunfluoreszenzanalyse der endogen MACF1 Isoform-3 Lokalisation in Glioma C6 Zellen.  
In Glioma C6 Zellen lokalisiert MACF1 Isoform-3 an dem Golgi-Apparat (A-A´´), dekoriert MT-Filamente entlang des Zellkerns, im 

Zytoplasma (B-B´´) und kolokalisiert mit Nesprin-2 an der äußeren Kernhülle (C-C´´). Glioma C6 Zellen wurden mit MeOH fixiert und in 

einer Doppelfärbung mit dem Golgiprotein GM130 (A), ß-Tubulin (WA3) (B), Nesprin-2 (mAk K20-478-4) (C) und MACF1 iso-3 pAb 

spezifischen Antikörpern inkubiert. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit einem sekundären α-Maus- (AF 488) bzw. α-

Kaninchen (AF 568) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Balken: 10 µm. 
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3.3. Das MACF1 Isoform-3 Protein kolokalisiert mit Mikrotubuli- und nicht mit Aktinfilamenten 

in Glioma C6 und COS7 Zellen. 

In den folgenden Experimenten wurde die Funktionalität der unvollständigen Aktin-bindendenen Do-

mäne (ABD) und die Mikrotubuli-bindende Domäne (MTBD) des MACF1 Isoform-3 Proteins validiert, 

da bisher keine Daten diesbezüglich für die MACF1 Isoform-3 vorliegen. Zum Einen wurde überprüft, 

ob die MACF1 Isoform-3 an filamentöses Aktin (F-Aktin) binden kann, denn die vorhandene CH2 weist 

eine signifikant geringere Affinität zu F-Aktin als die fehlende CH1 Domäne auf (Winder et al., 1995). 

Des Weiteren wird für eine effektive F-Akin Assoziation das Zusammenspiel beider Domänen benötigt 

(Winder et al., 1995). 

Zum Anderen wurde das Vorhandensein der MTBD überprüft. Dies ist essentiell, da bisher die MACF1 

Isoform-3 noch nicht vollständig sequenziert wurde. Es wird vermutet, dass alle MACF1 Isoformen den 

gleichen C-Terminus aufweisen, da keine alternativen Spleißstellen in der genomischen Sequenz der 

verschiedenen Isoformen gefunden wurden. Durch den Nachweis einer funktionierenden MTBD würde 

ein konkreter Hinweis für diese Annahme erbracht werden. Aus diesen Gründen wurden Glioma C6 

Zellen mit Mikrotubuli-destabilisierenden oder Aktin-destabilisierenden Drogen inkubiert und die sub-

zelluläre Verteilung des MACF1 Isoform-3 Proteins in der indirekten Immunfluoreszenz untersucht.  

 

3.3.1. MACF1 Isoform-3 lokalisiert nicht mit Aktinfilamenten in Glioma C6 Zellen. 

Im folgenden Experiment wurde unter Verwendung von Latrunkulin B überprüft, ob die CH2 Domäne 

der MACF1 Isoform-3 für eine Assoziation mit Aktinfilamenten hinreichend ist. Latrunkulin B, wirkt 

inhibierend auf die Aktin-Polymerisation und zerstört bestehende Aktinfilamente. Dadurch werden Mik-

rofilament-abhängige Zellprozesse gehemmt (Spector et al., 1989). Glioma C6 Zellen wurden für eine 

Stunde mit 12µM Latrunkulin B inkubiert. Die Abbildung 3.3.1. A-A´´ zeigt die subzelluläre Verteilung 

von MACF1 Isoform-3 in dem intakten Aktin-Zytoskelett. Eine Überlagerung der beiden Proteine kann 

nicht beobachtet werden. Durch die Einwirkung von Latrunkulin B wird bis auf wenige Filamente (Abb. 

3.3.1. B´) das Aktin-Netzwerk zerstört. Die filamentöse Verteilung der MACF1 Isoform-3 im Zytop-

lasma wird durch die Wirkung von Latrunkulin B jedoch nicht beeinflusst. (Abb. 3.3.1. B´´, Pfeile). 

Darüberhinaus wird keine Überlagerung mit den verbleibenden Aktinfilamenten beobachtet (Abb. 3.3.1. 

B´´, Pfeilspitzen). Die subzelluläre Verteilung von MACF1 Isoform-3 in Latrunkulin B-behandelten 

Zellen lässt die Schlussfolgerung zu, dass MACF1 Isoform-3 nicht mit Aktinfilamenten assoziieren 

kann und deutet auf eine funktionsunfähige ABD hin.  
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Abb. 3.3.1.: Immunfluoreszenzanalyse der MACF1 Isoform-3 Lokalisation in Latrunkulin B-behandelten Glioma C6 Zellen. 

In Glioma C6 Zellen lokalisiert MACF1 Isoform-3 entlang des Zellkerns und in filamentösen Strukturen im Zytoplasma und weist 

keine Überlagerung mit dem Aktin-Zytoskelett auf (A-A´´). Durch die Einwirkung der Aktin-depolymerisiernden Substanz (Latrun-

kulin B) wird MACF1 Isoform-3 nicht in seiner subzellulären Lokalisation beeinträchtig (B-B´´). Pfeilspitzen deuten auf die filamen-

töse Verteilung von MACF1 Isoform-3 in Latrunkulin B-behandelten Zellen hin. Die Pfeile zeigen auf die verbleibenden Aktinfila-

mente in Latrunkulin B-behalndelten Zellen. 

Glioma C6 Zellen wurden für eine Stunde mit 12µM Latrunkulin B inkubiert und anschließend für 10 Sekunden mit Triton X-100 

(0.1%) behandelt und dreimal mit PBS gewaschen um ungebundende Proteine auszuwaschen. Anschließend wurden die Latrunkulin 

B-behandelten und unbehandelten Zellen mit 3%igem PFA fixiert und mit dem iso-3 pAb Antikörper inkubiert. Dieser wurde durch 

die sekundären -Kaninchen Antikörper Alexa Fluor 568 visualisiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde durch FITC-gekoppeltes Phalloi-

din angefärbt. Balken: 10 µm. 

 

3.3.2. MACF1 Isoform-3 lokalisiert mit Mikrotubulifilamenten in Glioma C6 Zellen. 

Um zu prüfen, ob MACF1 Isoform-3 die Fähigkeit besitzt mit Mikrotubulifilamenten (MT) zu assoziie-

ren, wurden Glioma C6 Zellen mit dem Mikrotubuli-destabilisierenden Reagenz Colchizin inkubiert. 

Seine Wirkung beruht auf der Bindung an die Mikrotubuli-Untereinheiten, wodurch diese nicht mehr für 

den Aufbau der Mikrotubulifilamente zur Verfügung stehen. Die Glioma C6 Zellen wurden mit 12.5µM 

Colchizin für 30 Minuten behandelt. In Kontrollzellen lokalisiert MACF1 Isoform-3 im Zytoplasma 

entlang von Mikrotubulifilamenten (Abb. 3.3.2. A-A´´, Pfeilspitzen). In Cochizin-behandelten Zellen 

wird MACF1 Isoform-3 jedoch diffus im Zytoplasma detektiert (Abb. 3.3.2. B, Pfeil). An den MT-

Filamenten, die von der Colchizinbehandlung unbeeinträchtigt blieben, weist MACF1 Isoform-3 eine 

definierte filamentöse Lokalisation auf und kolokalisiert mit den MT-Filamenten entlang des Zellkerns 

(Abb.  3.3.2. B-B´´ , Pfeilspitzen). 
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Abb. 3.3.2.: Immunfluoreszenzanalyse der MACF1 Isoform-3 Lokalisierung in Colchizin-behandelten Glioma C6 Zellen.  
MACF1 Isoform-3 dekoriert in Glioma C6 MT-Filamente (A-A´´, Pfeilspitzen). Durch Zugabe von Colchizin wird die subzelluläre 

Verteilung von MACF1 Isoform-3 gestört; es lokalisiert diffus im Zytoplasma (Pfeil) und überlagert mit den noch vorhandenen MT-

Filamenten (B-B´´, Pfeilspitzen).  

Glioma C6 Zellen wurden für 30 Minuten mit 12.5µM Colchizin inkubiert und anschließend mit MeOH fixiert. In einer Doppelfär-

bung wurden die Zellen mit ß-Tubulin (WA3) und MACF1 iso-3 pAb spezifischen Antikörpern inkubiert. Die Detektion der primä-

ren Antikörper erfolgte mit sekundären α-Maus (AF 488) bzw. α-Kaninchen (AF 568) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Bal-

ken: 10 µm. 
 

3.3.3. MACF1 Isoform-3 lokalisiert mit Mikrotubulifilamenten in GFP C-Term-exprimierenden 

COS7 Zellen. 

Da in einigen Zellen die Assoziation mit MT-Filamenten nicht eindeutig war, wurde weiterführend die 

Fähigkeit von MACF1 Isoform-3 an Mikrotubuli zu binden, validiert. Die für die Filamentenassoziation 

verantwortliche Domäne (MTBD) ist am C-Terminus der MACF1 Isoformen lokalisiert (Abb. 2.1.). 

Aus diesem Grunde wurde das GFP C-Term MACF1 Fusionsprotein (AS 4805-5129) (Abb. 4.1.) tran-

sient in COS7 Zellen überexprimiert. Diese Mutante kodiert für die beiden EF-Hand Domänen und die 

C-terminale Mikrotubuli-bindende Domäne des MACF1 Proteins (Abb. 4.1.). Durch die transiente Ex-

pression der MTBD wird das endogene Mikrotubuli-Netzwerk stabilisiert und zum Teil gebündelt (Le-

ung, et al., 1999) (Abb. 3.3.3. B-B´´, Pfeile). Wenn die Isoform-3 einen C-Terminus mit dieser Domäne 

besitzt, sollte das endogene MACF1 Isoform-3 Protein an die stabilisierten und verstärkten Mikrotubuli 

binden und mit dem Fusionsprotein überlagern. Wie in Abb. 3.3.3. A-A´´ zu sehen ist, lokalisiert 

MACF1 Isoform-3 mit dem C-Term GFP Fusionsprotein (Abb. 3.3.3. A´, A´´, Pfeile, Vergrößerung). 
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Zusammenfassend zeigen diese Experimente, dass die C-Term GFP Fusionsproteine die endogenen 

MACF1 Isoform-3 Proteine rekrutieren können. Dies impliziert, dass MACF1 Isoform-3 mit MT-

Filamenten assoziieren kann.  

 

Abb. 3.3.3.: Immunfluoreszenzanalyse der endogenen MACF1 Isoform-3 Verteilung in MACF1 C-Term GFP exprimieren-

den COS7 Zellen. 

Durch die transiente Expression von C-Term GFP MACF1 (AS 4805-5129) werden die endogenen MACF1 Isoform-3 Proteine an 

die GFP Fusionsproteine rekrutiert (A-A´´, Pfeile). Die C-Term GFP Fusionsproteine überlagern MT-Filamente und bündeln diese 

(B-B´´). Die C-Term GFP Fusionsproteine wurden in COS7 Zellen transient exprimiert und die Zellen mit MeOH fixiert. Anschlie-

ßend wurden die Zellen mit ß-Tubulin (WA3) oder MACF1 Isoform-3 (iso-3 pAb) spezifischen Antikörpern angefärbt. Die Detekti-

on der primären Antikörper erfolgte mit sekundären α-Maus (AF 568) bzw. α-Kaninchen (AF 568) Alexa Fluor-gekoppelten Anti-

körpern. Balken: 10 µm. 
 

4. Domänenanalyse und Charakterisierung der MACF-1 Isoform-3 spezifischen Sequenzen.  

Durch die transiente Expression einzelner Domänen von Proteinen können ihre Eigenschaften und 

Funktionen detaillierter analysiert werden. Aus diesem Grund wurden MACF1 Isoform-3-spezifische 

GFP-Fusionsproteine generiert (Abb. 4.1.) und analysiert.  

4.1. Generierung von MACF1 Isoform-3 N-terminalen Fusionsmutanten. 

In der Abbildung 4.1. sind die verwendeten MACF1 GFP-Fusionsmutanten dargestellt. GFP MACF1 

iso3 kodiert für das N-terminale Segment (AS 1-330) der murinen MACF1 Isoform-3 und ist N-terminal 

mit dem eGFP Gen fusioniert. Die gleiche cDNA Sequenz wurde C-terminal mit dem eGFP Gen fusio-

niert und wird hier als MACF1 iso3 GFP bezeichnet. Für die Generierung der MACF1 Isoform-3 spezi-

fischen Myristilierungsmutante, G2A MACF1 iso3 GFP (AS 1-330) wurde die Aminosäure Glyzin (AS 
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2) durch ein Alanin substituiert. Das N-terminale Glyzin ist essentiell für eine erfolgreiche Myristilie-

rung von Proteinen, da die NMT-Transferase die Verknüpfung der Membran-ständigen Myritinsäure 

mit diesem N-terminalen Glyzinrest katalysiert (vgl. 1.1.).  

Das MACF1 iso3-CH2 GFP Fusionsprotein (AS 1-449) kodiert für den N-Terminus und die CH2 Do-

mäne von MACF1 Isoform-3 und wurde C-terminal mit dem eGFP Gen fusioniert. Ein weiteres Kons-

trukt, welches im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde, ist GFP C-Term MACF1 (3.3.3.).  

 

 

Abb. 4.1.: Schematische Darstellung der MACF1 Isoform-3 generierten GFP Fusionsmutanten. 

Der murine N-Terminus von MACF1 Isoform-3 (blauer Balken:) wurde N- oder C-terminal mit dem eGFP Gen fusioniert. Der 

kleine rote Kreis symbolisiert die mutierte Myristilierungsstelle (Glyzin zu Alanin Punktmutation) in der Position 2 der Aminosäu-

resequenz. Der gelbe Kreis symbolisiert die CH2 Domäne der ABD. Der C-Terminus der MACF1 Isoform-1 wurde C-terminal mit 

dem GFP Gen fusioniert. Dieses kodiert für die GAS2 Domäne sowie die zwei EF Hand Domänen. 

 

4.2. Charakterisierung der MACF1 Isoform-3 Fusionsproteine in Transfektionstudien. 

Die verschieden MACF1 Isoform-3 GFP Fusionsmutanten wurden in COS7 Zellen exprimiert. An-

schließend wurden diese Zellen fixiert und in der indirekten Immunfluoreszenz oder unter Verwendung 

des life cell imaging TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence) Mikroskopsystems direkt analysiert. 

Das TIRF System zeichnet sich durch die Darstellung hoher Signalkontraste innerhalb einer Schicht von 

100 nm oberhalb des Deckglases aus, wodurch nur eine limitierte Anzahl an Fluoreszenzsignalen erfasst 

wird. Dadurch kann eine detaillierte Analyse der zu untersuchenden Proteine gewährleistet werden. Im 

Gegensatz dazu können in der indirekten Immunfluoreszenz die einzelnen Fluoreszenzsignale von GFP 

Fluoreszenzproteinen nicht voneinander getrennt examiniert werden, wodurch Detailinformationen ver-

loren gehen. Aus diesem Grunde wurden die beiden MACF1 iso3- und MACF1 iso3-CH2 GFP Fusi-

onsproteine mittels der TIRF Mikroskopie analysiert. Wie in der Abbildung 4.2. A und A´ zu sehen, 

lokalisieren die MACF1 iso3- und MACF1 iso3-CH2 GFP Fusionsproteine prominent an der Zellperi-

pherie und induzieren eine beachtliche Anzahl an Filopodien (Abb. 4.2. A-A´, Pfeile) und Membra-

nausstülpungen (Abb. 4.2. A-A´, Pfeilspitzen). Die Hinzufügung der CH2 Domäne im MACF1 iso3-

CH2 GFP Fusionsprotein zeigt im Vergleich zu dem MACF1 iso3 GFP Fusionsprotein keine veränderte 

subzelluläre Verteilung. Des Weiteren weisen die transfizierten (MACF1 iso3- und MACF1 iso3-CH2 

GFP) Zellen eine vergrößerte Zelloberfläche auf (vgl. Abb. 4.2. A-A´ mit A´´). Eine gänzlich andere 

Lokalisation weist das GFP MACF1 iso3 Fusionsprotein auf. Dieses ist exklusiv im Zellkern vorhanden 



3 Ergebnisse  

 

50 

(Abb. 4.2. A´´, Pfeile). Durch das interkalierende TRITC-gekoppelte Phalloidin wurde das Aktin-

Zytoskelett angefärbt, um die Zellmorphologie der Transgen-exprimierenden Zellen zu examinieren. Im 

Gegensatz zu den anderen beiden Fusionsproteinen (Abb. 4.2. A, A´) kann keine Veränderungen der 

Morphologie beobachtet werden. 

Diese unterschiedlichen subzellulären Verteilungen der GFP MACF1 iso3 und MACF1 iso3 GFP Fusi-

onsproteine implizieren, dass durch die N-terminale Fusion des GFP Proteins die Assoziation mit der 

Plasmamembran beeinträchtig wird.  

 

 

Abb. 4.2.: TIRF Life cell imaging- und Immunfluoreszensanalyse der transienten Expression der MACF1 Isoform-3 GFP 

Fusionsproteine in COS7 Zellen.  

Die transiente Expression von MACF1 iso3-CH2 GFP (A) und MACF1 iso3 GFP (B) induzieren die Ausbildung von Filopodien 

und Membranausläufern (Pfeile). Des Weiteren wird eine vergrößerte Zelloberfläche, im Gegensatz zu Zellen die transient GFP 

MACF1 iso3 (A´´) exprimieren, beobachtet. N-terminal GFP-fusionierte MACF1 iso3 Fusionsproteine (GFP MACF1 iso3) lokali-

sieren exklusiv im Zellkern der transfizierten COS7 Zellen. Pfeile deuten auf die Fusionsproteine im Zellkern (A-A`).  

Transgen-exprimierende COS7 Zellen wurden auf Deckgläschen ausgesät und mittels des TIRF-Epifluoreszenzmikroskops  wurde 

die GFP Expression der Fusionsproteine (A, MACF1 iso3-CH2 GFP) oder (A´, MACF1 iso3 GFP) aufgenommen (65nm Schicht-

dicke). A´´ Das GFP iso3 MACF1 Fusionsprotein wurde in COS7 Zellen transient exprimiert und mit 3% PFA fixiert. Das Aktin-

Zytoskelett wurde durch TRITC-gekoppeltes Phalloidin visualisiert. Balken: 10 µm. 
 

4.3. Punktmutationsstudien deuten eine Myristylierung des MACF1 Isoform-3 Proteins an. 

Wie in Abbildung 4.2. zu beobachten ist, wurde die Lokalisation des MACF1 iso3 GFP Fusionsproteins 

durch das N-teminale GFP Markierungsprotein gestört. Möglicherweise wird durch die Größe des N-

terminalen GFP Proteins (27 kDa) eine Myristilierung der GFP MACF1 iso3 Fusionsproteine sterisch 

gehindert. Ein solches subzelluläres Lokalisierungssignal wird für das MACF1 Isoform-3 Protein in der 

Aminosäuresequenz (AS 2) prognostiziert (Abb. 1.1.). Um diese Annahme zu überprüfen wurde eine 

Myristilierungsmutante G2A MACF1 iso3 GFP generiert (Abb. 4.1.). Die G2A MACF1 iso3 GFP Fusi-

on und als Kontrolle das MACF1 iso3 GFP Fusionsprotein wurden transient in COS7 Zellen exprimiert 

und analysiert. Wie in Abbildung. 4.3. A. zu beobachten, lokalisiert das MACF1 iso3 GFP Fusionspro-

tein an der Plasmamembran (Abb. 4.3. A). Die G2A MACF1 iso3 GFP Fusion lokalisiert jedoch exklu-

siv im Zellkern und weist dort spezifische Akkumulationen auf (Abb. 4.3. B). Das Zytoskelett der ver-

wendeten COS7 Zellen wird durch Anfärben der Mikrotubuli (Abb. 4.3. B´-B´´) oder durch das Plectin 
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Protein (Abb. 4.3. A´-A´´) visualisiert. Diese Expressionsstudien implizieren, dass eine Myristilierung 

die Lokalisation des MACF1 Isoform-3 Proteins an der Plasmamembran bestimmt. 

 

Abb. 4.3.: Immunfluoreszenzanalyse der G2A- und MACF1 iso3 GFP Konstrukte in COS7 Zellen. 

MACF1 iso3 GFP Fusionsproteinen lokalisieren an der Plasmamembran (A) in COS7 Zellen. Im Gegensatz dazu lokalisiert die 

Myrisitlierungsmuante G2A MACF1 iso3 GFP exklusiv, mit Akkumulationen, im Zellkern (B-B´´).  

COS7 Zellen wurden mit den G2A- und MACF1 iso3 GFP Fusionsproteinen transfiziert und mit MeOH fixiert. ß-Tubulin (WA3) 

(B´) und Plectin (A´) spezifische Antikörper wurden in der indirekten Immunfluoreszenz eingesetzt. Die Detektion der primären 

Antikörper erfolgte mit sekundären α-Maus (AF 568), bzw. α-Meerschweinchen (AF 568) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. 

Balken: 10 µm. 

 

4.4. COS7 Zellen, die transient die MACF1 Isoform-3 GFP Fusionsproteine exprimieren, weisen 

keine Kontaktinhibition auf. 

In Abbildung 4.2. wurden die zellmorphologischen Veränderungen einzelner MACF1 Isoform-3 GFP-

exprimierenden Zellen (Abb. 4.2.) untersucht. Weiterführend wurde die Auswirkung der transienten 

Expression auf den Zellverband evaluiert. Wie in Abbildung 4.4. zu sehen ist, wachsen die MACF1 

iso3-CH2 GFP-exprimierenden Zellen übereinander hinweg (Abb. 4.4. A, Pfeilspitzen). Dadurch er-

scheint das Mikrotubuli-Netzwerk sehr kompakt (Abb. 4.4. A´) und die Zellkerne weisen eine engere 

räumliche Anordnung auf (Abb. 4.4. A´´, Pfeilspitze). Dies impliziert, dass durch die transiente Expres-

sion der Fusionsmutanten ein Verlust der Kontaktinhibition induziert wird. MACF1 iso3-CH2 GFP-

exprimierende Zellen weisen zudem nukleäre Deformationen auf (Abb. 4.4. A´´, Pfeil).  
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Abb. 4.4.: Immunfluoreszenzanalyse der Lokalisation der MACF1 iso3-CH2 GFP Fusionsproteine in COS7 Zellen. 

In MACF1 iso3-CH2 GFP-transfizierten Zellen (A) liegt das MT-Zytoskeltt dicht gepackt (A´) und die Zellkerne liegen eng benach-

bart (Pfeilspitze A´´) vor. Zum Teil sind sie vergrößert und weisen Deformationen auf (Pfeil, A´´). Pfeilspitzen in A deuten auf 

überwachsene Zellareale hin. 

Die MACF1 iso3-CH2 GFP Fusionsmutanten wurde in COS7 Zellen transient exprimiert und die Zellen mit MeOH fixiert. ß-Tubulin 

(WA3) spezifische Antikörper wurden in der indirekten Immunfluoreszenz eingesetzt. Die Detektion der primären Antikörper erfolg-

te mit sekundären α-Maus (AF 568) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Die Zellkerne wurden durch den DAPI Farbstoff visuali-

siert. Balken: 10 µm. 

4.5. Die G2A MACF1 iso3 GFP Fusionsmutante induziert das Auftreten von vielkernigen Zellen. 

4.5.1. Die G2A MACF1 iso3 GFP Fusionsmutante induziert das Auftreten von vielkernigen Zel-

len 

Eine weitere Auswirkung der transienten Expression aller MACF1 Isoform-3 spezifischen Fusionspro-

teine wurde bezüglich der Zellkernmorphologie beobachtet. So wiesen sie eine erhöhte Anzahl an Zell-

kernen pro Zelle auf. Weiterhin wurden nukleäre Deformationen oder vergrößerte Zellkerne beobachtet 

(Abb. 4.4. A´´; Abb.4.5.1 und nicht gezeigte Daten). In Abbildung 4.5.1. sind MDCK Zellen, die zwei 

Tage lang transient G2A MACF1 iso3 GFP Fusionsproteine exprimierten, dargestellt. Durch die Trans-

genexpression werden mehrere Nuklei in einer Zelle beobachtet (Abb. 4.5.1. A, Pfeile), die in einer ge-

raden Anzahl vorliegen. Dieser Effekt intensiviert sich mit der transienten Expressionsdauer und nach 

drei bis vier Tagen sterben die transfizierten Zellen ab (eigene Beobachtung, keine Abbildung vorhan-

den).  

 

Abb. 4.5.1.: Immunfluoreszenzanalyse der zellulären Effekte der G2A MACF1 iso3 GFP Fusionsmutante in MDCK Zellen. 

G2A MACF1 Isoform-3-exprimierende Zellen weisen mehrere Nuklei in einer Zelle auf und sind zudem vergrößert (A). Durch das 

Anfärben des MACF1 Isoform-3 Proteins wurden die Zellbegrenzungen visualisiert (B).  

MDCK Zellen wurden mit MeOH fixiert. Diese Zellen wurden mit MACF1 Isoform-3 (Iso-3 pAb) spezifischen Antikörper inkubiert. 

Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit sekundären α-Kaninchen (AF 568) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Die 

Zellkerne wurden durch den DAPI Farbstoff visualisiert. Balken: 10 µm. 
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4.5.2. Die MACF1 Isoform-3 GFP exprimierende Zellen weisen mehrere Zellkerne auf. 

In einer statistischen Analyse wurde die veränderte Zellkernanzahl von MACF1 Isoform-3 GFP-

exprimierenden Zellen evaluiert. COS7 Zellen wurden mit den MACF1 Isoform-3 GFP Konstrukten 

transfiziert und nach 24h transienter Expression analysiert. Anschließend wurde in der indirekten Im-

munfluoreszenz die Anzahl der Zellkerne pro transfizierter Zelle quantitativ ausgewertet. Im Vergleich 

mit den eGFP-exprimierenden Kontrollzellen weisen 50% der G2A MACF1 iso3 GFP-exprimierenden 

Zellen mehrere Kerne auf (zwei bis sechs Zellkerne). Sowohl die MACF1 iso3- (35%) als auch die 

MACF1 iso3-CH2 GFP Fusionsproteine (41%) weisen mehrere Zellkerne pro Zelle auf. Diese Ergeb-

nisse deuten auf eine Funktion des MACF1 Isoform-3 Proteins in der Zytokinese oder Zellteilung hin. 

 

Abb. 4.5.2.: Die graphische Darstellung zeigt die quantitative Analyse der Zellkernanzahl der MACF1 Isoform-3 GFP-

positiven Zellen. 

MACF1 Isoform-3 GFP-exprimierende Zellen weisen mehrere Zellkerne (>2) pro Zelle auf. Die dargestellten MACF1 Isoform-3 GFP 

Fusionsproteine wurden transient für 24 Stunden in COS7 Zellen exprimiert. Die mit MeOH fixierten Zellen wurden mit DAPI gefärbt 

und mittels der direkten Immunfluoreszenz analysiert. In drei unabhängigen Experimenten wurden in je 200 Transgen-exprimierenden 

Zellen die Anzahl der Zellkerne ausgezählt und bestimmt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung vom Mittelwert der 

Auszählung wieder. 

4.6. Das MACF1 Isoform-3 Protein und die Rho-GTPase RhoA interagieren in vitro und in vivo. 

Die Ausbildung von Filopodien und Membranausläufern (Abb. 4.2. A-A´) in Zellen, die C-terminal mit 

GFP fusionierte MACF1 Isoform-3 Proteine exprimieren, ähnelt dem Phänotyp von Rho-GTPase Mu-

tanten (Ridley et al., 1992; zur Übersicht Nobes und Hall, 1995). Die Rho-GTPasen sind 20-25 kDa 

kleine G-Proteine, die zytosolisch oder verankert in die Plasmamembran, in der Zelle vorkommen. Ihre 

Wirkung als molekulare Schalter beruht darauf, dass sie zwischen einem aktiven (GTP-gebundenen) 

und einem inaktiven (GDP-gebundenen) Zustand wechseln können (zur Übersicht Hall et al., 2000). Die 

Hauptvertreter der Rho-GTPasen, Rac1, Cdc42 und RhoA übernehmen vielfältige Aufgaben. Unter An-

derem können sie in einer Kaskaden-artigen Aktivierung die Entstehung von Lamellopodien, Filopodien 

und die Ausbildung von Fokalkontakten induzieren (zur Übersicht Bourne et al., 1990). In dem N-

Terminus des MACF1 Isoform-3 wurde bereits eine putative RhoA Inhibierungsdomäne (HR1) postu-
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liert (Abb. 1.1.). Basierend auf der Phänotypanalyse und den in silico Daten wurde die Hypothese auf-

gestellt, dass MACF1 Isoform-3 eine inhibitorische Interaktion mit RhoA eingehen kann. 

 

4.6.1. Die transiente Expression der konstitutiv aktiven RhoA (V14) Mutante beeinflusst den 

Phänotyp der MACF1 Isoform-3 GFP Fusionsproteine. 

Um die in 4.6. aufgestellte Hypothese zu überprüfen wurde zunächst evaluiert, ob das RhoA Protein die 

molekulare Ursache des beobachteten Phänotyps der transienten Expression der MACF1 iso3 GFP Mu-

tanten ist. Hierfür wurde  konstitutiv aktives RhoA (V14) zusammen mit MACF1 iso3 GFP Fusionspro-

teinen in COS7 Zellen transient exprimiert und in der indirekten Immunfluoreszenz analysiert. Das 

RhoA V14 Myc-Fusionsprotein kodiert für die GTPase, in dem die Aminosäure (AS 14) Serin durch ein 

Valin substituiert wird. Dies resultiert in einer Konformation, die der GTP-gebundenen (aktiven) Kon-

formation entspricht. Durch die gemeinsame Expression von V14 RhoA und MACF1 iso3 GFP wird der 

zuvor beobachtete Phänotyp (Abb. 4.2. A-A´) neutralisiert (Abb. 4.6.1. A´-A´´). Die kotransfizierten 

Zellen erscheinen deutlich kleiner als die MACF1 iso3 GFP-exprimierenden Zellen (Abb. 4.6.1. A´, 

Pfeile). Des Weiteren bilden sie keine Lamellipodien und Filopodien (Abb. 4.6.1. A-A´´, Pfeil) aus. In 

einigen kotransfizierten Zellen wird eine Überlagerung der Fusionsproteine im Zytoplasma beobachtet 

(Abb. 4.6.1. B-B´´, Vergrößerung). Zusammenfassend deuten diese Expressionsstudien eine Beziehung 

der RhoA und MACF1 Isoform-3 Proteine an. 

 

Abb. 4.6.1.: Immunfluoreszenzanalyse an COS7 Zellen, die konstitutiv aktives RhoA (V14) und MACF1 iso3 GFP Proteine 

simultan exprimieren. 

Die kollektive Expression von konstitutiv aktivem (V14) RhoA (A) mit MACF1 iso3 GFP (A´) resultiert in einer Neutralisierung des 

MACF1 iso3 GFP Phänotyps. Pfeile deuten auf kotransfizierte Zellen hin. Diese sind deutlich kleiner als die MACF1 iso3 GFP-

exprimierende Zelle daneben. Die transient exprimierten Fusionsproteine V14 RhoA (B) und MACF1 iso3 GFP (B´) überlagern im 



3 Ergebnisse  

 

55 

Zytoplasma (B´´). Nach der Fixierung der Zellen mit MeOH wurden sie mit Myc-spezifischen Antikörpern inkubiert. Die Detektion 

der primären Antikörper erfolgte mit sekundären α-Maus (AF 568) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Die Zellkerne wurden 

durch den DAPI Farbstoff visualisiert. Balken: 10 µm. 

 

4.6.2. Endogenes MACF1 Isoform-3 und RhoA überlagern partiell in COS7 Zellen. 

Die Fusionsproteine in Abb. 4.6.1. B-B´´ wiesen eine Überlagerung in der Zellperipherie auf. Im Fol-

genden wurde überprüft, ob die endogenen RhoA und MACF1 Isoform-3 Proteine ebenfalls eine ähnli-

che Verteilung aufweisen. Wie in der Abbildung 4.6.2. A zu sehen, lokalisiert RhoA diffus im Zytop-

lasma, akkumuliert in Lamellopodien und in der Peripherie der Zellen (Abb. 4.6.2. A, Pfeile) Das endo-

gene MACF1 Isoform-3 Protein zeigt eine analoge endogene Verteilung (Abb. 4.6.2.A´). Dabei überla-

gern RhoA und MACF1 Isoform-3 in den Membranausläufern (Abb. 4.6.2., A´´, Pfeile). 

 

Abb. 4.6.2.: Immunfluoreszenzanalyse der endogenen Verteilung von MACF1 Isoform-3 und RhoA.  

Die endogen RhoA (A) und MACF1 Isoform-3 (A´) Proteine zeigen eine partielle Kolokalisation in de Peripherie auf. Pfeile deuten auf 

die Überlagerung der beiden Proteine in den Membranaustülpungen der Zelle hin. 

COS7 Zellen wurden mit 3%igem PFA fixiert und in einer Doppelfärbung wurden sie mit RhoA und MACF1 Isoform-3 (iso-3 pAb)-

spezifischen Antikörpern inkubiert. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit sekundären α-Maus (AF 568), bzw. α-

Kaninchen (AF 488) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Die Zellkerne wurden durch den DAPI Farbstoff visualisiert. Balken: 10 

µm. 
 

4.6.3. MACF1 Isoform-3 und RhoA interagieren im Hefe-Zwei-Hybrid-System. 

Als nächstes wurde mittels einer Hefe-Zwei-Hybrid Analyse eine direkte in vivo Interaktion der Proteine 

untersucht. Aufgrund der postulierten RhoA Inhibierungsdomäne (AS 101-159) wurde das N-terminale 

Segment (AS 1-330) des MACF1 Isoform-3 Proteins für die Interaktionsstudien ausgewählt und mit der 

GAL4 DNA-bindenden Domäne des pGBKT7 Vektors fusioniert. Analog wurde ein Hefe-spezifisches 

Konstrukt generiert, das das komplette RhoA Protein mit der GAL4 Transkriptionsdomäne des 

pGADT7 Expressionsvektor exprimiert. Abbildung 4.6.3. zeigt in einer Tabelle die verwendeten Fu-

sionskonstrukte. Daneben sind die entsprechend kotransformierten, auf Selektionsmedien ausgestriche-

nen, Y190 Hefezellen gezeigt. Die pGADT7-RhoA und pGBKT7-MACF1 iso3 kotransformierte Zellen 

wachsen auf den Selektionsplatten und waren zusätzlich positiv für den ß-Galactosidasetest (blau-

angefärbte Kolonien in der rechten Abbildung). Y190 Hefezellen, die den Leervektor pGADT7 und 

pGBKT7-MACF1 iso3 exprimieren, können nicht auf den Selektionsplatten wachsen und weisen keine 
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Blaufärbung auf. (Abb. 4.6.3.). Dies zeigt, dass RhoA und der N-Terminus von MACF1 Isoform-3 in 

vivo miteinander interagieren können. 

 

pGADT-7 pGBKT-7 

RhoA MACF1 Iso3 

pGADT7 MACF1 iso3 

 

 

 

Abb. 4.6.3.: Hefe-Zwei-Hybrid Analyse der in vivo Interaktion zwischen RhoA und MACF1 Isoform-3. 

Y190 Hefe koexprimierten pGADT7-RhoA (AS 1-194) und pGBKT7-MACF1iso3 (AS 1-330) oder den Leervektor pGADT7 und 

pGBKT7-MACF1 iso3. Diese Hefen wurden für einen Wachstumstest auf SD Selektionsplatten (-Trp/-Leu/-His) ausgestrichen und 

das Wachstum wurde nach 3 Tagen analysiert. Entsprechend wurden die kotransformierten Y190 Hefezellen für den ß-Galaktosidase 

Test auf den Selektionsplatten ausgestrichen und für drei Tage wachsen gelassen. Anschließend wurden die Hefen durch flüssigen 

Stickstoff aufgebrochen und durch Zugabe von X-Gal wurde das ß-Galactosidase Markerprotein angefärbt. 

 

5. Die MACF1 Isoform-3 Lokalisation an der äußeren Kernhülle wird durch Nesprin-3 vermit-

telt.  

Die prominente MACF1 Isoform-3 Lokalisation an der äußeren Kernhülle und im Zellkern von Glioma 

C6 Zellen (Abb. 3.2.5.) und im Kleinhirn (Abb. 3.2.3.) veranlasste uns, diese neue Topologie näher zu 

charakterisieren. In den folgenden Experimenten wurde die besondere MACF1 Isoform-3 Topologie an 

der Kernmembran examiniert. Weiterhin wurde nach Interaktionspartnern gesucht, die MACF1 Iso-

form-3 mit der äußeren Kernhülle verknüpfen können. Bislang sind nur Vertreter der KASH (Klar-

sicht/Anc-1/Syne-1 Homology domain) Proteine als exklusive Proteine der äußeren Kernhüllen be-

schrieben worden (siehe Einleitung). Aufbauend darauf wurde im Folgenden untersucht, ob orthologe 

Proteine der KASH Familie in Vertebraten (die Nesprine) Interaktionen mit MACF1 Isoform-3 einge-

hen und dessen Verankerung an der äußeren Kernhülle vermitteln.  

5.1. Lokalisationsstudien des MACF1 Isoform-3 Proteins an der äußeren Kernmembran.  

In diesem Experiment wurde die Ring-ähnlichen Lokalisation von MACF1 Isoform-3 entlang der äuße-

ren Kernhülle in Glioma C6 Zellen analysiert. Dafür wurden Glioma C6 Zellen mit 10µg/ml Digitonin 

permeabilisiert. Digitonin ist ein Detergenz, welches das Cholesterin aus der Zellmembran herauslöst. 

Da die Cholesterinkonzentration in der Plasmamembran am höchsten ist und Cholesterin nur in sehr 

geringen Mengen in der Kernhülle vorkommt, wird so selektiv die Plasmamembran permeabilisiert 

(Dunn et al., 1983). Als Kontrolle wurden Zellen mit Triton X-100 behandelt, das gleichmäßig die 

Plasmamembran als auch die Kernhülle permeabilisiert. In mit Triton X-100 behandelten Glioma C6 

Zellen lokalisiert MACF1 Isoform-3 entlang der Kernhülle (Abb. 5.1. A, Pfeil), innerhalb des Zellkerns 

sowie im Zytoplasma (Abb. 5.1. A). Als Marker für eine erfolgreiche Permeabilisation der Kernhülle, 

konnte das innere Kernmembranprotein Lamin A erfolgreich visualisiert werden (Abb. 5.1. A´). In Digi-
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tonin permeabilisierten Zellen konnte Lamin A jedoch nicht angefärbt werden (Abb. 5.1. B´). Ebenfalls 

konnte MACF1 Isoform-3 nicht im Zellkern detektiert werden (Abb. 5.1 B). Dies impliziert, dass die 

Kernhülle nicht durchlässig für die verwendeten Antikörper ist. Unter den gegebenen experimentellen 

Bedingungen waren jedoch intensive MACF1 Isoform-3 Ringstrukturen entlang der Zellkerne (Abb. 

5.1. B, Pfeile) sichtbar.  

Diese Daten unterstreichen die äußere Kernmembran Lokalisation von MACF1 Isoform-3. 

 

Abb. 5.1.: Immunfluoreszenzanalyse von Digitonin und Triton X-100 permeabilisierten Glioma C6 Zellen. 

MACF1 Isoform-3 lokalisiert an der äußeren Kernhülle. Triton X-100 permeabilisierte Glioma C6 Zellen weisen eine MACF1 Iso-

form-3 Lokalisierung im Zytoplasma, entlang und innerhalb des Zellkerns auf (A). Ebenfalls wird das Lamin A Protein detektiert 

(A´). In Digitonin-permeabilisierten Zellen lokalisiert MACF1 Isoform-3 an der äußeren Kernhülle und im Zytoplasma (B). Das 

Lamin A Protein kann nicht detektiert werden (B´). Pfeile deuten auf die MACF1 Isoform-3 Lokalisierung an der äußeren Kernhülle 

hin.  

Glioma C6 Zellen wurden mit 3%igem PFA fixiert und bei Raumtemperatur (RT) für 5 Minuten mit 0.5 % Triton X-100 (A-A´´) 

oder auf Eis für 4 Minuten mit 10µg/ml Digitonin permeabilisiert (B-B´´). Anschließend wurden die Zellen in einer Doppelfärbung 

mit Lamin A und MACF1 Isoform-3 spezifischen Antikörpern inkubiert. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit sekun-

dären α-Maus (AF 488), bzw. α-Kaninchen (AF 568) Alexa Fluor–gekoppelten Antikörpern. Die Zellkerne wurden durch den DAPI 

Farbstoff visualisiert. Balken: 10 µm. 

 

5.2. Die Lamin B2+ Mutante beeinflusst die Lokalisation von MACF1 Isoform-3 in Glioma C6 

Zellen. 

Die Lokalisation von äußeren Kernmembranproteinen wie z.B. den Nesprinen ist von einer intakten 

Lamina abhängig. Sowohl die Abwesenheit als auch die Umlagerung von Lamin A/C Protein beeinflus-

sen die Nesprin-1/2 Lokalisation an der Kernhülle (Libotte et al., 2005). Ob Lamine ebenfalls die 

MACF1 Isoform-3 Verankerung an der Kernmembran stabilisieren können, wurde mit Hilfe des Lamin 

B2+ GFP Fusionsproteins untersucht (Ellis et al., 1997; Vaughan et al., 2001). Dies ist ein GFP-

Fusionsprotein einer dominant-negativen Lamin B-Form, welche die Aminosäuren 34-420 enthält und 
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in der Lage ist, endogenes Lamin B sowie endogenes Lamin A/C umzuverteilen. Des Weiteren wird die 

Lokalisation der Nesprine durch die Expression dieser Fusionsmutante beeinflusst, wodurch die Ring-

struktur der Nesprine an der Kernhülle nicht länger zu beobachten ist (Libotte et al., 2005).  

Wie in Abb. 5.2. A-A´´ zu sehen ist, lokalisieren Lamin B2+ GFP-Fusionsproteine in Aggregat-

ähnlichen Strukturen entlang der Kernhülle und innerhalb des Kernes mit Lamin A/C. Ebenfalls ist die 

Lokalisation des endogenes MACF1 Isoform-3 Proteins in den Transgen-exprimierenden Zellen verän-

dert. Im Gegensatz zu untransfizierten Zellen bildet MACF1 Isoform-3 anormale Akkumulationen, die 

mit den Lamin B2+ GFP Aggregaten überlagern (Abb. 5.2. B-B´´, Pfeile und Vergrößerung). Dieses 

Ergebnis weist darauf hin, dass MACF1 Isoform-3 ähnlich wie die Nesprine über Lamin A/C gekoppel-

te Komplexe an der Kernmembran verankert ist. Zusätzlich implizieren diese Resultate, dass die Kern-

membran-assoziierten MACF1 Proteine eventuell Interaktionen mit den Nesprinen eingehen können. 

Diese Hypothese wurde zusätzlich durch die bereits bekannte Interaktion vonm Plectin mit Nesprin-3 

unterstützt. (Wilhelmsen et al., 2005). 

 

Abb. 5.2.: Immunfluoreszenzanalyse der Lamin B2+ GFP Fusionsmutante in Glioma C6 Zellen. 

Die nukleäre MACF1 Isoform-3 Lokalisation wird durch die transiente Expression von Lamin B2+ GFP Fusionsmutanten beeinf-

lusst. In Glioma C6 Zellen lokalisieren Lamin B2+ GFP-Fusionsproteine in Aggregat-ähnlichen Strukturen entlang der Kernhülle 

und innerhalb des Kernes (A´, B´) mit Lamin A/C (A). Ebenfalls überlagert MACF1 Isoform-3 in Lamin B2+ GFP Aggregaten (B, 

B``).  

Nach der MeOH Fixierung wurden die Glioma C6 Zellen mit Lamin A/C (A), bzw. iso-3 pAb (B) spezifischen Antikörpern inkubiert. 

Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit sekundären α-Maus (AF 568), bzw. α-Kaninchen (AF 568) Alexa Fluor -

gekoppelten Antikörpern. Balken: 10 µm. 
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5.3. KASH Proteine beeinflussen die Lokalisation von MACF1 Isoform-3 an der Kernhülle. 

Basierend auf dem Ergebnis der Expressionstudien in 5.2. wurde in den folgenden Experimenten eva-

luiert, ob Nesprine selbst für die Lokalisation von MACF1 Isoform-3 an der äußeren Kernhülle verant-

wortlich sind.  

5.3.1. Wirkungsweise des SP SUN1 Konstrukts.  

Um zu überprüfen, ob Nesprine die Verankerung von MACF1 Isoform-3 Protein an der Kernmembran 

vermitteln, wurde ein dominant negativer Nesprin Ansatz in Glioma C6 Zellen angewandt.  

Eine wirkungsvolle Methode, alle KASH Proteine von der äußeren Kernhülle zu verdrängen, ist die 

transiente Expression des GFP Fusionsprotein SP SUN1 (AS 432-931) (Lu, 2007). Dieses kodiert für 

den gesamten luminalen C-Terminus des Sun1 Proteins und enthält die SD1 und SD2 sowie die SUN 

Domäne. N-terminal ist dieses Sun1 Fragment mit dem GFP Protein fusioniert. Vor dem GFP Gen liegt 

eine Sequenz, die für das Signalpeptid des Torsin A Proteins kodiert. Durch dieses Signalpeptid wird 

das Fusionsprotein innerhalb der Zelle in das Endoplasmatische Retikulum (ER) gebracht. Da das ER  

in die äußere Kernmembran übergeht, lokalisiert das Fusionsprotein ebenfalls im perinukleären Spalt 

des Zellkerns. Hier kann die SUN Domäne an seinen bevorzugten Interaktionspartner, die KASH Do-

mäne, binden. Weil die frei diffundierenden SP SUN1 GFP Fusionsproteine die Nesprine nicht an der 

inneren Kernmembran verankern können, diffundieren sie gemeinsam aus dem perinukleären Spalt in 

das ER (Abb. 5.3.1. schematische Darstellung). Nesprine werden durch diesen Mechanismus von der 

Kernmembran in das ER transloziert. 

 

 

Abb. 5.3.1.: Schematische Darstellung der Wirkungsweise des SP SUN1 Proteins an der Kernmembran. 

Das Sun1 Protein besteht aus einer N-terminalen Domäne (oranges Oval), die im Zellkern mit der Lamina (blaue Linien) interagiert 

(Lu, 2007). Mit seinen drei TM Domänen (nicht dargestellt) wird es in der inneren Kernmembran verankert. Das gelbe Oval symbo-

lisiert die komplette luminale Domäne von Sun1. Diese lokalisiert im perinukleärem Spalt zwischen der inneren (INM) und äußeren 

(ONM) Kernmembran. Dort interagiert es mit der KASH Domäne (roter Zylinder) der Nesprine und verankert sie. Das SP SUN1 

Fusionsprotein weist an seinem N-Terminus das GFP (grüner Kreis) Protein auf. Damit das exprimierte Fusionsprotein in das ER 
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und den perinukleären Spalt sezerniert wird, wurde das GFP Markierungsprotein N-terminal mit dem Signalpeptid von Torsin A 

fusioniert. Das SP SUN1 GFP Fusionsprotein interagiert mit der KASH Domäne der Nesprine und transloziert diese entlang der 

äußeren Kernmembran in das ER. 

 

5.3.2. SP SUN1 verdrängt Nesprine von der äußeren Kernmembran. 

Bisher ist das oben beschriebene Fusionsprotein noch nicht in Glioma C6 Zellen verwendet worden. 

Daher wurde zunächst evaluiert, ob das SP SUN1 GFP Proteins in Glioma C6 Zellen Nesprine von der 

äußeren Kernhülle verdrängt kann. Hierfür wurde es in Glioma C6 Zellen transient exprimiert und an-

schließend die Verteilung von Nesprin-2 und einem Bindungspartner von Nesprin-3, Plectin, in der indi-

rekten Immunfluoreszenz examiniert. Wie in 5.3.2. A zu sehen ist, lokalisiert das SP SUN1 GFP Fusi-

onsprotein entlang der Kernmembran und in einer netzartigen Struktur im Zytoplasma. In diesen Trans-

gen-exprimierenden Zellen kann kein Nesprin-2 an der Kernmembran detektiert werden (Abb. 5.3.2. A´, 

Pfeile). (Abb. 5.3.2. B´, Pfeilspitze). Plectin wird in Glioma C6 Zellen exprimiert und ähnlich wie in 

Epithelzellen (Lu, 2007) lokalisiert es sehr prominent an der Kernmembran (Abb. 5.3.2. B´, Pfeilspit-

zen). Durch die transiente Expression des SP SUN1 GFP Proteins wird Plectin ebenfalls von der Kern-

hülle verdrängt (Abb. 5.3.2. B-B´´). Diese Daten verdeutlichen, dass die Expression von SP SUN1 GFP 

Fusionsproteinen die Lokalisation von Nesprin als auch von Nesprin-assoziierten Proteinen an der 

Kernmembran in Glioma C6 Zellen unterbinden kann. 

 

Abb. 5.3.2.: Immunfluoreszensanalyse der Auswirkung der transienten Expression des SP SUN1 GFP Fusionsproteins auf die 

endogene Nesprin-2 Lokalisierung in Glioma C6 Zellen. 

Die transiente Expression von SP SUN1 GFP Fusionsproteinen verdrängen Nesprin-2 und Plectin von der äußeren Kernhülle. Das SP 

SUN1 GFP Fusionsprotein lokalisiert entlang des Zellkerns und im Zytoplasma (A, B). In diesen transfizierten Zellen kann Nesprin-2 

(A´) und Plectin (B´) nicht an der äußeren Kernhülle detektiert werden. Pfeile deuten auf die Kernhülle der SP SUN1 GFP-

exprimierenden Zellen hin. Pfeilspitzen zeigen auf die Plectin Lokalisierung entlang der äußeren Kernhülle in untransfizierten Zellen. 

Nach der Fixierung mit MeOH wurden die Glioma C6 Zellen mit pAb Nesprin-2 (mAk K20-478-4) (A´) und Plectin (B´) spezifi-

schen Antikörpern inkubiert. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit sekundären α-Maus (AF 568), bzw. α-
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Meerschweinchen (AF 568) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörper. Balken: 10 µm. 

 

5.3.3. Das SP SUN1 Protein verdrängt Nesprin-2 und Plectin von der äußeren Kernmembran. 

In drei unabhängigen Experimenten wurde die Verteilung der Nesprin-2 und Plectin Proteine an der 

äußeren Kernhülle in SP SUN1 GFP und SP GFP-exprimierenden Zellen statistisch ausgewertet. Das SP 

GFP Protein wird hier als Kontrolle verwendet. Es kodiert für das Signalpeptid von Torsin A und ist N-

Terminal mit dem GFP Gen fusioniert (Lu, 2007). Die Experimente wurden wie in 5.3.2. beschrieben 

durchgeführt. Die statistische Auswertung ist in Abb. 5.3.3. graphisch dargestellt. Die transiente Expres-

sion des SP GFP Fusionsproteins beeinflusst nicht die Lokalisation der Nesprin-2 Proteine an der äuße-

ren Kernmembran. In 96% aller transfizierten Zellen lokalisiert Nesprin-2 an der äußeren Kernhülle 

(Abb. 5.3.3., schwarzer Balken, 96%). Im Gegensatz dazu, wird in SP SUN1 GFP-exprimierenden Zel-

len Nesprin-2 fast nicht mehr (3%) an der Kernmembran detektiert. Einen vergleichbaren Effekt hat die 

transiente SP SUN1 GFP Expression auf die Plectin Lokalisation an der Kernhülle (Abb. 5.3.3., grauer 

Balken, 5%). Diese Daten zeigen, dass das SP SUN1 GFP Fusionsprotein in Glioma C6 Zellen effizient 

Nesprine und ihre Bindungspartner (Plectin) von der Kernhülle verdrängen kann. 

 

Abb. 5.3.3.: Graphische Darstellung  der Auswirkung des SP Sun1 GFP Fusionsproteins auf die endogene Nesprin-2 und Plectin 

Lokalisation in Glioma C6 Zellen. 

Die SP SUN1, jedoch nicht die SP GFP Fusionsproteine verdrängen Plectin und Nesprin-2 von der äußeren Kernhülle in Glioma C6 

Zellen. Glioma C6 Zellen exprimierten transient SP SUN1 GFP- oder als Kontrolle SP GFP Fusionsproteine. MeOH-fixierte Zellen wur-

den mit Nesprin-2 (mAk K20-478-4) und Plectin-spezifischen Antikörpern inkubiert. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit 

sekundären α-Maus (AF 568), bzw. α-Meerschweinchen (AF 568) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Die Zellkerne wurden durch den 

DAPI Farbstoff visualisiert. In drei unabhängigen Experimenten wurden in je 300 Transgen-exrpimierenden Zellen die Anwesenheit der 

Nesprin-2, bzw. der Plectin Proteine an der Kernmembran ausgezählt und mit Hilfe des Excel Programms graphisch dargestellt. Die Feh-

lerbalken geben die Standardabweichung vom Mittelwert der Auszählung wieder. 

 

5.3.4. Die transiente Expression von SP SUN1 GFP Fusionsproteinen reduziert die MACF1 Iso-

form-3 Lokalisation an der Kernmembran. 

Als nächstes wurde überprüft, ob die transiente Expression des SP SUN1 Fusionsproteins die Lokalisa-

tion von MACF1 Isoform-3 an der Kernhülle in Glioma C6 Zellen tangiert. Glioma C6 Zellen, die SP 

GFP Fusionsproteine exprimieren, weisen keine Veränderung der MACF1 Isoform-3 Lokalisation an 

der Kernmembran auf (Abb. 5.3.4. A’, Pfeile). In Zellen, die das SP SUN1 GFP Fusionsprotein transient 

exprimieren, liegt eine Veränderung der MACF1 Isoform-3 Verteilung an der Kernmembran vor (Abb. 
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5.3.4. B-B´´, Pfeile). Eine vollständige Translokation wie für Nesprin-2 und Plectin (Abb. 5.3.2.) ge-

zeigt, kann jedoch hier nicht beobachtet werden. Dennoch weisen SP SUN1 GFP-exprimierende Zellen 

eine zum Teil deutliche Reduktion der MACF1 Isoform-3 Proteine an der Kernmembran auf (Abb. 

5.3.4. B-B´´) auf. Glioma C6 Zellen, die eine geringere Proteinmenge des SP SUN1 GFP Fusionsprotein 

exprimierten (Abb. 5.3.4. B, Stern) haben keinen Einfluss auf die MACF1 Isoform-3 Lokalisation (Abb. 

5.3.4. B´). Dies weist darauf hin, dass MACF1 Isoform-3 durch KASH Proteine an der Kernmembran 

stabilisiert wird. Da jedoch keine vollständige Translokation von MACF1 Isoform-3 zu beobachten ist, 

scheinen die Nesprine nicht die einzigen Bindungspartner an der Kernhülle für MACF1 Isoform-3 zu 

sein. 

 

Abb. 5.3.4.: Immunfluoreszensanalyse der Auswirkung des SP GFP und SUN1 GFP Fusionsproteins auf die endogene 

MACF1 Isoform-3 Lokalisation in Glioma C6 Zellen. 

Durch die Expression von SP SUN1, jedoch nicht durch die SP GFP Fusionsproteine, wird die Lokalisation von MACF1 Isoform-3 

an der äußeren Kernhülle in Glioma C6 Zellen reduziert. SP SUN1 GFP oder SP GFP (B) Fusionsproteine lokalisieren entlang des 

Zellkerns und im Zytoplasma. In SP SUN1 GFP-exprimierenden Zellen (A) wird eine verminderte Lokalisation der endogenen 

MACF1 Isoform-3 Proteine an der äußeren Kernhülle detektiert. (A´). Die transiente Expression von SP GFP Fusionsproteinen be-

einflusst die MACF1 Isoform-3 Lokalisation nicht (B).  

Nach der Fixierung der Glioma C6 Zellen mit MeOH wurden diese mit MACF1 Isoform-3 (iso-3 pAb) spezifischen Antikörpern 

inkubiert. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit α-Kaninchen (AF 568) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Balken: 

10 µm. 

 

5.3.5. Das SP SUN1 GFP Fusionsprotein und Mikrotubuli beeinflussen die Lokalisation von 

MACF1 Isoform-3 an der Kernhülle. 

Nesprine genügen für eine effiziente Verankerung der MACF1 Isoform-3 Proteine an der äußeren Kern-

hülle nicht (Abb. 5.3.4.). Möglicherweise werden additional Mikrotubuli für die Lokalisation von 
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MACF1 Isoform-3 an der Kernmembran benötigt. Wie in Abb. 3.2.4. B-B´´ zu sehen ist, lokalisieren 

Mikrotubuli sehr prominent an der äußeren Kernmembran in Glioma C6 Zellen und überlagern dort mit 

MACF1 Isoform-3. Um die Hypothese zu überprüfen wurden Glioma C6 Zellen, die transient SP SUN1 

GFP oder SP GFP Fusionsproteine exprimierten, mit 12.5µM Colchizin für 4.5. Stunden inkubiert und 

in der indirekten Immunfluoreszenz analysiert. Durch diese nachhaltige Behandlung mit Cochlizin soll 

gewährleistet werden, dass alle Mikrotubulifilamente in den Glioma C6 Zellen depolymerisiert sind.  

Durch das Zusammenspiel der transienten Expression der SP SUN1 GFP Fusionsproteine und der Ab-

wesenheit filamentöser Mikrotubuli ist eine signifikante Reduktion der MACF1 Isoform-3 Verteilung an 

der äußeren Kernhülle zu beobachten (Abb. 5.3.5. A´, Pfeile). In Gegensatz dazu konnten keine nen-

nenswerten Effekte in SP GFP-exprimierenden (Pfeil) oder untransfizierten (Pfeilspitze) Zellen auf die 

MACF1 Isoform-3 Verteilung an der Kernhülle ermittelt werden (Abb. 5.3.5. B-B´´).  

 

Abb. 5.3.5.: Immunfluoreszensanalyse der Auswirkung der transienten Expression der SP SUN1 oder SP GFP Fusionspro-

teine auf die endogene MACF1 Isoform-3 Lokalisation in Glioma C6 Zellen nach einer Colchizin Behandlung.  

Die transiente Expression von SP SUN1 GFP und die Abwesenheit von MT-Filamenten reduzieren und verdrängen endogenes 

MACF1 Isoform-3 von der äußeren Kernhülle (A-A´´). SP GFP-exprimierende (Pfeil) und untransfizierte (Pfeilspitze) Zellen weisen 

keine Veränderung der MACF1 Isoform-3 Lokalisierung durch die Colchizinbehandlung auf (B-B´´). Pfeile in A´ deuten auf das 

Abhanden sein von MACF1 Isoform-3 an der äußeren Kernhülle in SP SUN1 GFP-exprimierenden Glioma C6 Zellen hin.  

Glioma C6 Zellen wurden für 4.5. Stunden mit Colchizin inkubiert. Nach der Fixierung mit MeOH wurden die Zellen mit MACF1 

Isoform-3 (iso-3 pAb) spezifischen Antikörpern inkubiert. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit α-Kaninchen (AF 

568) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörper. Balken: 10 µm. 
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5.3.6. Die transiente Expression der SP SUN1 GFP Fusionsproteine und endogene Mikrotubulifi-

lamente beeinflussen die Lokalisation von MACF1 Isoform-3 an der Kernhülle. 

In einer statistischen Analyse wurde die Lokalisation von MACF1 Isoform-3 an der Kernhülle in SP 

SUN1 oder SP GFP-exprimierenden Zellen unter unterschiedlichen Konditionen evaluiert (Abb. 5.3.6.). 

Hierbei wurden Zellen, die das SP SUN1 GFP Fusionsprotein exprimierten, mit und ohne Colchizin 

behandelt. Anschließend wurde die endogene MACF1 Isoform-3 Verteilung an der Kernhülle analysiert. 

Eine Colchizin-Behandlung an nicht-transfizierten und SP GFP-exprimierenden Glioma C6 Zellen hatte 

keine Auswirkung auf die endogene MACF1 Isoform-3 Lokalisation an der äußeren Kernhülle (vgl. 

nicht transfizierte Zellen in Abb.5.3.6.). Daher wurden diese nicht in die statistische Analyse mit einbe-

zogen. Während die Expression des SP GFP Fusionsproteins auf die Lokalisation des MACF1 Isoform-

3 Proteins an der Kernhülle keinen Effekt hat, wird dagegen eine Reduktion der MACF1 Isoform-3 Lo-

kalisation an der Kernhülle in etwa 30% der SP SUN1 GFP-exprimierenden Zellen beobachtet. Eine 

deutliche Reduktion (78%) und Translokation von MACF1 Isoform-3 an der Kernhülle wird erst indu-

ziert, wenn Mikrotubulifilamente und die KASH Proteine nicht mehr an der Kernhülle vorhanden sind. 

 

Abb. 5.3.6.: Colchizin-behandelte SP SUN1 positive Glioma C6 Zellen weisen eine deutliche Reduktion der endogen 

MACF1 Isoform-3 Lokalisation an der äußeren Kernhülle auf. 
Die transiente Expression von SP SUN1 und die Abwesenheit von MT-Filamenten reduzieren und translozieren die endogenen 

MACF1 Isoform-3 Proteine von der äußeren Kernhülle. Glioma C6 Zellen exprimierten transient SP SUN1 GFP oder als Kontrolle 

das SP GFP Fusionsprotein. SP SUN1 GFP exprimierende Zellen wurden in einem weiteren Experiment mit 12.5µM Colchizin für 

4.5 Stunden inkubiert. Die mit MeOH fixierten Zellen wurden mit MACF1 Isoform-3 (iso-3 pAb) spezifischen Antikörpern inku-

biert. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit einem sekundären α-Kaninchen (AF 568) Alexa Fluor-gekoppelten Anti-

körper. Die Zellkerne wurden mittels DAPI Farbstoffen angefärbt. In drei unabhängigen Experimenten wurden in je 300 Transgen-

exrpimierenden Zellen die Anwesenheit des MACF1 Isoform-3 Proteins an der Kernmembran ausgezählt und mit Hilfe des Excel 

Programms graphisch dargestellt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung der Auszählung wieder. 
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5.4. MACF1 Isoform-3 interagiert mit Nesprin-3. 

5.4.1. Die N-Termini von MACF1 Isoform-3 und Plectin 1C weisen eine Homologie auf. 

In den bisherigen Experimenten wurde gezeigt, dass Nesprine einen Einfluss auf die MACF1 Isoform-3 

Lokalisation an der Kernhülle in Glioma C6 Zellen aufweisen. Im Folgenden soll untersucht werden, 

welches Mitglied der Nesprinfamilie für diese Interaktion verantwortlich ist. Für Nesprin-3 wurde kürz-

lich gezeigt, dass es die Fähigkeit besitzt, an Plectin 1C zu binden (Wilhemsen et al., 2005). In dieser 

Studie wurde ebenfalls die ABD Domäne der MACF1 Isoform-2 näher untersucht und gezeigt, dass 

diese die Möglichkeit aufweist mit Nesprin-3 in vitro zu interagieren. In der in Abb. 5.4.1. dargestellten 

Homologieanalyse wurden die Homo sapiens Aminosäurereste von MACF1 Isoform-3 (AS 1-455) und 

Plectin 1C (AS 1-287) miteinander verglichen. Plectin 1C weist anders als MACF1 Isoform-3 eine CH1 

(AS 71-170) Domäne auf. Wie in der Abbildung ersichtlich weisen die N-Termini von Plectin 1C und 

MACF1 Isoform-3 eine Homologie zueinander und besonders innerhalb der CH2 Domänen auf (Abb. 

5.4.1., unterstrichene Aminosäuresequenz). Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde eine mögliche 

Interaktion von Nesprin-3 überprüft. 

 
hPlectin1C       -----------------------------------MSGEDAEVRAVSEDVSNGSSGSPSP 25 

hMACF1iso-3      MGNSLGCFKEPKESIAIPEKAPISPKKRVRFKRRWRGKKIPTPEASHQEETSEGTGVIEE 60 

                                                     . : .  .*  :: :. .:*  .  

 

hPlectin1C       GDTLPWNLGKTQRSRRSGGGAGSNGSVLDPAERAVIRIADER---DRVQKKTFTKWVNKH 82 

hMACF1iso-3      TETLTKLTESLQKEDGVGGVEHTPPDILLPGDSAPNSRVVDRGMIVQVKERFQGEVQTAH 120 

                  :**.    . *:.   **   :  .:* *.: *    . :*    :*:::   :  . * 

 

hPlectin1C       LIKAQR--HISDLYEDLRDGHNLISLLEVLSGDS-----------LPR------------ 117 

hMACF1iso-3      LLLENESSVAGGVWDSLEEGMTVIAHLLDNPAERNCEKSVSQLVEFPRTASCSSRAVLLP 180 

                 *:  :.    ..:::.*.:* .:*: *   ..:            :**             

 

hPlectin1C       -------EKGRMRFHKLQNVQIALDYLRHR------------------------------ 140 

hMACF1iso-3      LQGETAVEKGNIQRGFRSCALPRTDYPTDKGNQEQFSEGWSVEEGTKSVSGAPQTASWII 240 

                        ***.::    . .    **  .:                               

 

hPlectin1C       ---------------------QVKLVNIRDDDIADGNPKLTLGLIWTIILH--------- 170 

hMACF1iso-3      ECSVSSLLLDQPGGQRRTEPSHVGQVPPQDSRLPTSQSDLSISGVTVSILPSSSGYGSDG 300 

                                      :*  *  :*. :. .:..*::. : . **           

 

hPlectin1C       ---------------------------------------FQISDIQVSGQSEDMTAKEKL 191 

hMACF1iso-3      PHIHGIQPKDTEPEKSSTSFSEEDGTLSLEASHTPSWGLEEISDIYISGESGDMSAKEKL 360 

                                                         :**** :**:* **:***** 

 

hPlectin1C       LLWSQRMVEGYQGLRCDNFTSSWRDGRLFNAIIHRHKPLLIDMNKVYRQTNLENLDQAFS 251 

hMACF1iso-3      LLWTQKVTAGYTGIKCTNFSSCWSDGKMFNALIHRYRPDLVDMERVQIQSNRENLEQAFE 420 

                 ***:*::. ** *::* **:*.* **::***:***::* *:**::*  *:* ***:***. 

 

hPlectin1C       VAERDLGVTRLLDPEDVDVPQPDEKSIITYVSSLYD 287 

hMACF1iso-3      VAER-LGVTRLLDAEDVDVPSPDEKSVITYVSSIYD 455 

                 **** ********.******.*****:******:** 
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Abb. 5.4.1.: ClustalW Aminosäuresequenzvergleich der N-Termini von MACF1 Isoform-3 und Plectin 1C. 

Vergleich der Homo sapiens Aminosäurereste von Plectin 1C (AS 1-287) und MACF1 Isoform-3 (AS 1-455). Kleine Aminosäuren 

sind dargestellt in Rot, saure in Blau, basische in Magenta, Hydroxyl- und Aminogruppen-haltige in Grün. Identische Aminosäuren 

werden angezeigt (*). Die CH1 Domäne von Plectin 1C befindet sich in der AS 71-170 Position. Die beiden CH2 Domänen von 

Plectin 1C (AS 179-287) und von MACF1 Isoform-3 (AS 356-455) wurden unterstrichen.  
 

5.4.2. Generierung von Nesprin-3 Fusionsproteinen. 

Nesprin-3 (120 kDa) ist der kleinste Vertreter der Nesprinfamilie. Wie alle Proteine dieser Familie weist 

Nesprin-3 an seinem C-Terminus eine KASH Domäne mit einer Transmembrandomäne auf. Acht 

Spektrinwiederholungen bilden die im Vergleich zu Nesprin-1 und -2 kurze Stabdomäne (Abb. 5.4.2.). 

Eine Aktin-bindende Domäne am N-Terminus weist Nesprin-3 nicht auf (Wilhemsen et al., 2005).  

Für die Generierung der Fusionsproteine wurde die cDNA des humanen Nesprin-3 Proteins in verschie-

dene Expressionsvektoren kloniert. Dafür wurden zwei Image Klone der Firma NITE-DOB (Tokyo, 

Japan) verwendet und die komplette cDNA des humanen Nesprin-3 (AS 1-975) in GFP-, Myc- und HA 

Expressionsvektoren kloniert (Abb. 5.4.2.). Zusätzlich wurden partielle Fusionsproteine hergestellt. Das 

SR1 Nesprin-3 GST Fusionsprotein kodiert für die erste Spektrinwiederholung (AS 1-105) und wurde in 

einen GST Expressionsvektor kloniert, der für Proteininteraktionsanalysen verwendet wurde. Das Nesp-

rin-3 C GFP Fusionsprotein kodiert für die ersten fünf Spektrinwiederholungnen (AS 1-429). Dieselbe 

Sequenz wurde in die Hefe-Zwei-Hybrid Expressionsvektoren pGADT7 und pBKT7 kloniert. 

 

 

Abb. 5.4.2.: Schematische Darstellung der Nesprin-3 generierten Fusionsproteine. 

Die Spektrinwiederholungen (SR) von dem humanen Nesprin-3 (AS 1- 975) sind in grau-unterlegten Kreisen dargestellt und durch-

nummeriert. Das erste SR (AS 1-105) ist in lilafarben Ovalen unterlegt. Die Nesprin-3 Sequenz wurde mit unterschiedlichen Tags 

(Myc, Rot), (HA, Blau), (GFP, Grün) fusioniert. Die erste SR Domäne wurde mit GST (gelbes Quadrat) fusioniert. 

 

5.5. Die N-Termini von Nesprin-3 und MACF1 Isoform-3 interagieren in vitro. 

Aufgrund der Ergebnisse des Aminosäuresequenzvergleichs (Abb. 5.4.1.) wurde eine Proteinbindungs-

analyse zwischen Nesprin-3 und MACF1 Isoform-3 durchgeführt. Damit sollte überprüft werden ob 

MACF1 Isoform-3, ähnlich wie Plectin 1C, mit der ersten Spektrinwiederholung (SR1) von Nesprin-3 

interagieren kann. Hierfür wurden COS7 Zellen mit eGFP, MACF1 iso3 GFP, MACF1 iso3-CH2 GFP, 

Nesprin-1 ABD GFP und Nesprin-3 C GFP Plasmide transfiziert und Zelllysate präpariert. Diese Ly-
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sate wurden anschließend mit dem SR1 Nesprin-3 GST Fusionsprotein inkubiert und mittels einer Glu-

tathion-Agarose-Matrix Affinitätsaufreinigung präzipitiert. Die an das SR1 Nesprin-3 GST gebundenen 

Proteinkomplexe wurden mittels SDS-PAGE und Immunoblot analysiert. In Abbildung 5.5. (linken 

Spalte) ist die erfolgreiche Expression der verwendeten GFP Fusionsproteine durch einen GFP Immu-

noblot validiert. Durch die Immunoblotanalyse des Aktin Proteins wird gezeigt das gleiche Proteinmen-

gen für das Experiment eingesetzt wurden (Abb. 5.5. linker Immunblot). In der rechten Immunoblotana-

lyse wurden die mittels der rekombinanten SR1 Nesprin-3 präzipitierten GFP-Fusionsproteine darges-

tellt. Die eingesetzten Mengen an rekombinanten SR1 Nesprin-3 wurden durch einen GST Immunoblot 

dargestellt. Wie in der Abbildung 5.5. (linker Immunoblot) zu beobachteten ist, interagierte das rekom-

binante SR1 Nesprin-3 GST Protein nicht mit dem GFP Protein, das hier als Kontrolle verwendet wur-

de. Des Weiteren kann eine Interaktion des MACF1 Isoform-3 Fusionsproteins mit SR1 Nesprin-3 beo-

bachtet werden. Dabei wird das MACF1 iso3-CH2 GFP Fusionsprotein prägnanter durch das SR1 Nesp-

rin-3 GST Fusionsprotein präzipitiert, als die MACF1 iso3 GFP Fusionsproteine. Die ABD Domäne 

von Nesprin-1 interagierte ebenfalls mit Nesprin-3. Dieses Ergebnis wurde in unserem Labor in einer 

ähnlichen Proteininteraktionsstudie verifiziert (persönliche Kommunikation, Dr. I. Karakesisoglou). 

Weiterhin interagierte das Nesprin-3 C GFP Fusionsprotein mit dem SR1 Nesprin-3 GST Fusionspro-

tein. Dieses Resultat impliziert die Existenz von Interaktionen zwischen den Nesprin-3 Spektrinsequen-

zen. Tatsächlich wurde in der kürzlich erschienen Studie von Ketema et al., 2007 konstatiert, dass Nesp-

rin-3 die Möglichkeit aufweist mit sich selbst zu interagieren und Dimere auszubilden. 

 

 

Abb. 5.5.: GST-SR1 Nesprin-3 Bindungsanalysen mit verschiedenen Nesprin-1, MACF1, Nesprin-3 GFP Fusionsproteinen. 

MACF1 Isoform-3 Fusionsproteine intergieren in einer Proteinbindungsanalyse mit dem ersten Spektrinwiederholung des rekombi-

nanten SR1 Nesprin-3 Protein. COS7 Zellen exprimierten transient eGFP, MACF1 iso3 GFP, MACF1 iso3-CH2 GFP, Nesprin-1 

ABD GFP und Nesprin-3 C GFP. Aus diesen Zellen wurden Zelllysate hergestellt. Diese wurden als Kontrolle (links) mittels einer 

SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF Membran geblottet. Fusionsproteine wurden durch Inkubation mit GFP-spezifischen 

Antikörpern detektiert. Als Ladekontrolle wurde diese Membran mit ß-Aktin-spezifischen Antikörpern inkubiert. Die Zelllysate 

(rechts) wurden mit den an Glutathion Agarose Bead-gekoppelten SR1 Nesprin-3 GST Fusionsproteinen für 4 Stunden inkubiert. 
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Mittels einer SDS-PAGE wurden diese Komlexe aufgetrennt und auf PVDF Membran geblottet. Die gebundenen Fusionsproteine 

wurden durch die Immunoblotanalyse des GFP Proteins visualisiert. Als Ladekontrolle wurde dieselbe Membran mit GST-

spezifischen Antikörpern inkubiert, die das rekombinante SR1 Nesprin-3 Protein detektierten. Die Detektion der primären Antikörper 

erfolgte mit sekundären -Maus oder -Kaninchen Peroxidase-gekoppelten Antikörpern und anschließender Chemilumineszenz. 
 

5.6. Die transiente Expression von Nesprin-3 rekrutiert MACF1 Isoform-3 an die Kernhülle in 

COS7 Zellen. 

Nach der Bestätigung, dass die N-Termini von MACF1 Isoform-3 und Nesprin-3 in vitro interagieren 

können (Abb. 5.5.), sollte nun überprüft werden, ob diese Interaktion auch in Zellen funktional ist. Da-

für wurde das Nesprin-3 Protein (Abb. 5.4.2.) in COS7 Zellen transient überexprimiert und anschließend 

die endogene MACF1 Isoform-3 Verteilung in der indirekten Immunfluoreszenz analysiert. In COS7 

Zellen lokalisieren die Plectin und MACF1 Isoform-3 Proteine nur gelegentlich an der äußeren Kernhül-

le (eigene Beobachtungen). Aus diesem Grunde wurde diese Zelllinie für dieses Experiment verwendet. 

Wie in der Abbildung 5.6. A dargestellt, lokalisiert das transient exprimierte Nesprin-3 fusioniert zu HA 

Proteinen in an der äußeren Kernhülle. In dieser Zelle lokalisiert MACF1 Isoform-3 ebenfalls in einer 

Ringstruktur entlang des Zellkerns (Abb. 5.6. A´, Pfeile).  

 

 

Abb. 5.6.: Immunfluoreszenzanalyse der endogenen Verteilung von MACF1 Isoform-3 in Nesprin-3 über-exprimierenden 

COS7 Zellen. 

Die transiente Expression von Nesprin-3 fusioniert zu HA Proteinen rekrutiert MACF1 Isoform-3 an die Kernhülle in COS7 Zellen. 

Pfeile (A´) deuten auf eine Nesprin-3-positive Zelle (A), in der MACF1 Isoform-3 Proteine (A´) an der Kernmembran lokalisieren. 

COS7 Zellen exprimierten transient das Nesprin-3 HA Fusionsprotein. Nach der Fixierung der Zellen mit MeOH wurden diese mit 

MACF1 Isoform-3 (iso-3 pAb) und HA-spezifischen Antikörpern inkubiert. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit α-

Kaninchen (AF 568) und α-Ratte (AF 488) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Die Zellkerne wurden durch den DAPI Farbstoff 

visualisiert Balken: 10 µm. 

 

5.7. Die Mikrotubuli Verteilung an der äußeren Kernhülle in Nesprin-3-positiven COS7 Zellen. 

5.7.1. Mikrotubulifilamente beeinflussen die endogene MACF1 Isoform-3 Lokalisation an der 

äußeren Kernhülle in Nesprin-3-positiven COS7 Zellen. 

In weiteren Experimenten wurde die MACF1 Isoform-3 Interaktion in einer statistischen Analyse unter-

sucht und der Interaktion von Plectin 1C mit Nesprin-3 gegenübergestellt. In Abb. 5.3.5-6. wurde ge-

zeigt, dass Mikrotubulifilamente einen Einfluss auf die Verankerung von MACF1 Isoform-3 an der 
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Kernmembran ausüben. Aus diesem Grund wurde hier statistisch evaluiert, ob MACF1 Isoform-3 ohne 

die Präsenz von Mikrotubuli und nur durch die transiente Expression von Nesprin-3 HA Fusionsprotei-

nen, an die äußere Kernhülle transloziert wird. Für diesen Zweck exprimierten COS7 Zellen das Nesp-

rin-3 fusioniert zu HA Proteinen und wurden zusätzlich mit Colchizin behandelt. In unbehandelten und  

nicht-transfizierten COS7 Zellen liegen die MACF1 Isoform-3 bzw. Plectin Proteine in 9% bzw. 8% an 

der Kernhülle vor (Abb. 5.7.1.). Wird Nesprin-3 transient exprimiert, so lokalisiert MACF1 Isoform-3 in 

79% der Transgen-exprimierenden Zellen an der Kernhülle. Plectin lokalisiert dagegen in nahezu jeder 

Nesprin-3-positiven Zelle (94%) an der äußeren Kernmembran. Wird das Mikrotubuli-Netzwerk durch 

Colchizin destabilisiert, so lokalisiert MACF1 Isoform-3 nur noch in 22% der Transgen-exprimierenden 

Zellen an der Kernhülle, während die Plectin 1C-Nesprin-3 Interaktionen unbeeinträchtigt bleiben 

(96%). Dies deutet auf unterschiedliche Mechanismen in der Verankerung von Plectin 1C und MACF1 

Isoform-3 an der äußeren Kernhülle hin. 

 

Abb. 5.7.1.: Lokalisation der MACF1 Isoform-3 an der Kernhülle in Nesprin-3-positiven COS7 Zellen und ihr Bezug zu 

Mikrotubulifilamenten.  

MACF1 Isoform-3 wird durch MT-Filamente und durch die transiente Expression von Nesprin-3 fusioniert zu HA Proteinen an 

der äußeren Kernhülle verankert. In drei unabhängigen Experimenten wurden je 300 COS7 Zellen unter unterschiedlichen 

Konditionen untersucht: unbehandelte Zellen; Nesprin-3-positive (Ne-3); und Transgen-exprimierende Zellen. Letztere wurden 

für 4.5 h mit Colchizin (Colch) behandeltet. In den jeweiligen Zellen wurde die Anwesenheit des MACF1 Isoform-3 (schwarzer 

Balken) und des Plectin Proteins (weiser Balken) an der Kernhülle ausgewertet. Dafür exprimierten COS7 Zellen transient das 

Nesprin-3 HA Fusionsprotein und MeOH-fixierte Zellen wurden mit MACF1 Isoform-3 (iso-3 pAb) spezifischen, bzw. Plectin 

und HA-spezifischen Antikörpern inkubiert. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit sekundären α-Kaninchen (AF 

488), bzw. α-Meerschweinchen (AF 568) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern oder mit sekundären α-Ratte (Cy5) Antikör-

pern. Die Zellkerne wurden durch den DAPI Farbstoff visualisiert. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung der Aus-

zählung wieder. 

 

 

5.7.2. Mikrotubulifilamente werden in Nesprin-3-exprimierenden Zellen an der Kernhülle ange-

reichert.  

MACF1 Isoform-3 ist ein MT-bindendes Protein (Abb.3.3.2; Abb.3.3.3.) und wie im vorherigen Expe-

riment zu beobachten ist, scheinen Mikrotubulifilamente eine wichtige Rolle auf die Topologie von 

MACF1 Isoform-3 an der Kernhülle in Nesprin-3-exprimierenden Zellen auszuüben (Abb. 5.7.1.). Aus 
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diesem Grund wurde in der indirekten Immunfluoreszenz die Lokalisation aller drei Proteine an der 

Kernmembran eingehender analysiert. In Abbildung 5.7.2. A´´ lokalisiert MACF1 Isoform-3 entlang der 

äußeren Kernhülle in Nesprin-3-positiven COS7 Zellen (Abb. 5.7.2. A´, A´´, Pfeile). In diesen Zellen 

können ebenfalls deutlich Mikrotubulifilamente entlang des Zellkernes beobachtet werden, jedoch nicht 

in untransfizierten Zellen (Abb. 5.7.2. A-A´´). In der Vergrößerung ist Lokalisation der Proteine in einer 

anderen Ebene des der Nesprin-3-positiven Zellkerns dargestellt (Abb. 5.7.2. A-A´´´). Hier kolokalisiert 

MACF1 Isoform-3 entlang der äußeren Kernhülle mit Nesprin-3 und ebenfalls mit Mikrotubulifilamen-

ten. Jedoch wird keine deutliche Überlagerung der MT und Myc-Nesprin-3 beobachtet (Abb. 5.7.2. A-

A´´, Vergrößerung). 

 

Abb. 5.7.2.: Immunfluoreszenzanalyse der endogenen MACF1 Isoform-3 und Mikrotubuli Lokalisation an der Kernhülle 

in Nesprin-3 überexprimierenden COS7 Zellen. 

In COS7 Zellen wurde transient das Nesprin-3 fusioniert zu Myc Proteinen exprimiert, welches an der äußeren Kernhülle lokalisiert 

(A´). Dort überlagert es mit Mikrotubuli (A) und MACF1 Isoform-3 (A´´). In den eingefügten Vergrößerungen ist der Zellkern der 

Nesprin-3 positiven Zelle abgebildet. Dort kolokalisiert MACF1 Isoform-3 mit MT-Filamenten und Nesprin-3 an der äußeren Kern-

hülle (A-A´´´). Eine Überlagerung von transient exprimierten Nesprin-3 Proteinen und MT kann nicht beobachtet werden.  

Nach der Fixierung der Zellen mit MeOH wurden diese mit A: ß-Tubulin (YL 1/2), A´: Myc und A´´: MACF1 Isoform-3 (iso-3 pAb) 

spezifischen Antikörpern inkubiert. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit α-Maus (AF 633), α-Ratte (AF 568), bzw. α-

Kaninchen (AF 488) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Balken: 10 µm. 
 

5.7.3. Die Präsenz von MACF1 Isoform-3 an der äußeren Kernhülle beeinflusst die MT Organi-

sation.  

Im vorherigen Abschnitt wurde dargestellt, dass in Nesprin-3-exprimierenden COS7 Zellen, in denen 

das MACF1 Isoform-3 Protein an die Kernhülle transloziert, vermehrt Mikrotubulifilamente an der 

Kernmembran lokalisieren und mit MACF1 Isoform-3 Proteinen dort überlagern (Abb. 5.7.1-2.). Des 

Weiteren wurde in Abb. 5.7.1. für 22% der Nesprin-3 positiven Zellen gezeigt, dass die MACF1 Iso-

form-3 Lokalisation an der äußeren Kernhülle durch die Depolymerisation von MT in nicht beeinflusst 

wurde. Daher wurde als nächstes überprüft, ob MACF1 Isoform-3 eine stabilisierende Wirkung auf die 

Mikrotubuli an der äußeren Kernhülle ausübt. Aus diesem Grund wurde in Colchizin-behandelten Zel-

len die Lokalisation von Mikrotubuli, MACF1 Isoform-3 und transient exprimierten Nesprin-3 fusio-

niert zu HA Proteinen an der Kernmembran eingehender untersucht.  

Wie in Abbildung 5.7.3. A-A´´ zu sehen ist, wird durch die Colchizin-Behandlung die MT im Zytop-

lasma vollständig depolymerisiert. Jedoch können in Nesprin-3-exprimierenden Zellen Mikrotubulifila-

mente an der äußeren Kernhülle detektiert werden (Abb. 5.7.3. A-A´). Diese liegen zudem gebündelt 
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vor, wodurch sie voluminöser erscheinen (Abb. 5.7.3. A., Pfeil). Nesprin-3 fusioniert zu HA Proteinen 

und MACF1 Isoform-3 lokalisieren entlang dieser Bündel an der Kernmembran und im Zytoplasma 

(Abb. 5.7.3. A´-A´´, Pfeil). Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass in Nesprin-3 positiven Zellen 

die MT-Organisation an der Kernmembran verändert vorliegt. Weiterhin deuten diese Experimente an, 

dass durch die Rekrutierung von MACF1 Isoform-3 in transient exprimierten Nesprin-3 Proteinen Mik-

rotubulifilamente an der äußeren Kernhülle stabilisiert werden.  

 

Abb. 5.7.3.: Immunfluoreszenzanalyse der endogenen MACF1 Isoform-3 Lokalisierung an der Kernmembran in Nesprin-3 

überexprimierenden Zellen nach Colchizin Behandlung. 

Die Präsenz von MACF1 Isoform-3 in Nesprin-3-positiven Zellen stabilisiert MT-Filamente in Colchizin-behandelten Zellen an der 

äußeren Kernhülle ist dargestellt. COS7 Zellen, die das Nesprin-3 fusioniert zu HA Proteinen transient exprimieren (A´), wurden für 

4.5 Stunden mit Colchizin inkubiert. In diesen Zellen lokalisieren nicht-polymerisierte MT-Filamente (A) an der äußeren Kernhülle. 

MACF1 Isoform-3 Proteine lokalisieren diffus im Zytoplasma und im Zellkern (A´´). Des Weiteren wird eine prominente Ring-

ähnliche Struktur entlang des Nukleus in Nesprin-3 positiven Zellen beobachtet, die mit den MT-Filamenten und dem Transgen 

überlagern (A´´´). Nach der Fixierung der COS7 Zellen mit MeOH wurden diese mit A: ß-Tubulin (WA3), A´: HA und A´´: 

MACF1 Isoform-3 (iso-3 pAb) spezifischen Antikörpern inkubiert. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit einem α-

Maus (AF 633), α-Ratte (AF 488) bzw. α-Kaninchen (AF 568) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Balken: 10 µm.  

5.8. Nesprin-3 interagiert mit MACF1 Isoform-3 in vitro und in vivo. 

5.8.1. Nesprin-3 und MACF1 Isoform-3 interagieren im Hefe-Zwei-Hybrid System.  

Mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems wurde untersucht, ob Nesprin-3 direkt mit MACF1 Isoform-3 

interagieren kann. Als Positivkontrolle wurde die Interaktion zwischen Plectin 1C und Nesprin-3 über-

prüft. Als Negativkontrolle diente die GAL4 Transkriptionsdomäne des pGADT7 Expressionsvektor. 

Abbildung 5.8.1. zeigt in einer Tabelle die verwendeten Fusionskonstrukte. Daneben sind die entspre-

chend kotransformierten, auf Selektionsmedien ausgestrichenen Y190 Hefezellen, gezeigt. PGADT7-

Nesprin-3 C und pGBKT7-Plectin 1C kotransformierte Zellen wachsen auf den Selektionsplatten und 

waren zusätzlich positiv für den ß-Galactosidasetest (Abbildung 5.8.1.). Im Vergleich dazu interagierte 

MACF1 Iso3-CH2 mit Nesprin-3 C auch, jedoch wird eine schwächere ß-Galactosidase Färbung (Abb. 

5.8.1) beobachtet. Die ausgestrichenen Hefe Y190 Hefezellen, die den Leervektor pGADT7 und 

pGBKT7-Nesprin-3 C exprimieren, können nicht auf den Selektionsplatten wachsen und weisen keine 

Blaufärbung auf (Abb. 5.8.1). Diese Ergebnisse zeigen, dass Nesprin-3 und MACF1 Isoform-3 über ihre 

N-Termini in vivo miteinander interagieren können. 

 



3 Ergebnisse  

 

72 

pGADT-7 pGBKT-7 

Nesprin-3 C Plectin 1C 

Nesprin-3 C MACF1 iso3-CH2 

Nesprin-3 C pGADT-7 

  

 

Abb. 5.8.1.: Hefe-Zwei-Hybrid Analyse der in vivo Interaktion zwischen Nesprin-3 und MACF1 Isoform-3. 

Y190 Hefe wurden mit den pGADT7-Nesprin-3 C und pGBKT7-Plectin 1C (AS 1-339), pGADT7-Nesprin-3 C und pGBKT7-

MACF1 iso 3-CH2 oder pGADT7-Nesprin-3 C und den Leervektor pGBKT7 transformiert. Die kotransformierten Hefen wurden 

für einen Wachstumstest auf SD Selektionsplatten (-Trp/-Leu/-His) ausgestrichen und das Wachstum wurde nach 3 Tagen analysiert. 

Entsprechend wurden die kotransformierten Y190 Hefezellen für den ß-Galaktosidase Test auf den Selektionsplatten ausgestrichen 

und für drei Tage wachsen gelassen. Anschließend wurden die Hefen durch flüssigen Stickstoff aufgebrochen und durch Zugabe von 

X-Gal wurde das ß-Galactosidase Markerprotein angefärbt. 

 

5.8.2. MACF1 Isoform-3 interagiert mit transient-exprimierten Nesprin-3 Myc Fusionsproteinen 

in vivo in COS7 Zellen. 

Um das Ergebnis der Hefe-Zwei-Hybrid Analyse in COS7 Zellen zu validieren, wurde eine Immunprä-

zipitation (IP) durchgeführt. Dafür wurde das Nesprin-3 Myc Fusions- bzw. das Myc Epitop (Kontrolle) 

transient in COS7 Zellen exprimiert und mit Hilfe eines Myc-spezifischen Antikörpers präzipitiert. Die 

gebundenen Immunkomplexe wurden mit spezifischen Antikörpern analysiert (Abb. 5.8.2.). Die Spezi-

fität des Ansatzes wurde durch eine Silberfärbung der immunpräzipierten Komplexe evaluiert (Abb. 

5.8.2. B). In den mit Silbernitrat gefärbten Gelen konnte die Anwesenheit von schweren und leichteten 

Ketten des eingesetzten Antikörpers sichtbar gemacht werden.  

Wie in Abb. 5.8.2. A zu beobachten ist, detektiert der iso-3 pAb das MACF1 Isoform-3 Protein in COS7 

Zelllysaten in einem komplexen Bandenmuster. In der Kontollimmunpräzipitation wird MACF1 Iso-

form-3 nicht detektiert, jedoch in dem Nesprin-3 Myc Immunpräzipitat (Abb. 5.8.2. A). Dabei wird nur 

eine MACF1 Isoform-3 Bande im hochmolekularen Bereich detektiert (Abb. 5.8.2. A, Pfeil). Als Kont-

rolle, um eine erfolgreiche IP zu demonstrieren, wurde die Membran mit Myc und Plectin-spezifischen 

Antikörpern inkubiert (Abb. 5.8.2. A). Eine deutliche Anreicherung des Nesprin-3 Myc Transgens und 

des endogenen Plectin Proteins, im Vergleich zum Input, ist festzustellen (Abb. 5.8.2.). Diese Daten 

verdeutlichen, dass MACF1 Isoform-3 in vivo mit Nesprin-3 interagieren kann. 
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Abb. 5.8.2.: A. SDS-PAGE Immunoblotanalyse der Immunkomplexe aus Nesprin-3 transient-exprimierenden COS7 Zellen. 

B. Silberfärbung der SDS-PAGE. 

A. Transient-exprimierte Nesprin-3 Myc Fusionsproteine interagieren mit endogenen MACF1 Isoform-3 Proteinen. COS7 Zelllysa-

te, die das Nesprin-3 fusioniert zu Myc Proteinen exprimierten wurden über Nacht mit Myc spezifischen Antikörpern inkubiert und 

mit Hilfe von Sepharose A Beads präzipitiert. Die Immunkomplexe wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und auf PVDF Memb-

ran geblottet. Diese Membran wurde mit iso-3 pAb-spezifischen Antikörpern inkubiert. Das Fusionsprotein wurde mittels der 

Immunoblotanalyse durch Myc-spezifische Antikörper detektiert. Als Kontrolle wurde diese Membran mit Plectin spezifischen 

Antikörpern inkubiert. Der  Pfeil deutet auf das MACF1 Isoform-3 präzipierte Protein. In B ist eine Silberfärbung der Immunpräzi-

pitation abgebildet. Immunkomplexe und COS7 Zellysate wurden mittels der SDS-PAGE aufgetrennt. In den mit Silbernitrat ge-

färbten Gelen konnte die Anwesenheit von schweren (55 kDa) und leichteten (25 kDa) Ketten des eingesetzten Myc Antikörpers 

sichtbar gemacht werden.  

5.8.3. MACF1 Isoform-3 interagiert mit Nesprin-3 in vitro. 

Es wurde in Wilhemsen et al., 2005 konstatiert, dass Plectin 1C mit der ersten Spektrinwiederholung 

des Nesprin-3 Proteins interagiert. Die Proteininteraktionsanalyse in Abb. 5.5. zeigt, das MACF1 Iso-

form-3 ebenfalls eine Affinität zu dieser Domäne aufweist. Eine Kompetition zwischen Plectin 1C und 

MACF1 Isoform-3 um diese Bindedomäne, konnte in den bisherigen Experimenten nicht beobachtet 

werden (Abb. 5.7.2.). Aus diesem Grunde wurde in einer weiteren Proteininteraktionsanalyse unter-

sucht, ob möglicherweise weitere Spektrinwiederholungen für die Interaktion von MACF1 Isoform-3 

mit Nesprin-3 wichtig sind. Hierfür wurden rekombinante SR Nesprin-3 GST Proteine, die für die 

Spektrinwiederholungen 1-3 (SR1 Nesprin-3 GST (AS 1-105), SR1+SR2 Nesprin-3 GST (AS 1-229) 

und SR1+SR2+SR3 Nesprin-3 GST (AS 1-325)) kodieren, verwendet. Diese wurden mit COS7 Zellen, 

die transient MACF1 iso3-CH2 GFP- oder Plectin 1C GFP-Fusionsproteine exprimierten, inkubiert. 

Mittels einer Glutathion-Agarose-Matrix wurden die rekombinanten GST Proteine, und die damit inter-

agierenden GFP Fusionsproteine, präzipitiert. Diese wurden durch GFP-spezifische Antikörper in der 

Immunoblotanalyse visualisiert (Abb. 5.8.3.). Die für die Interaktion eingesetzten Mengen der verschie-

denen rekombinanten SR Nesprin-3 GST Proteine wurde durch das Anfärben des GST-

Markierungsprotein visualisiert (Abb. 5.8.3., unterer Teil des Immunoblots). Es konnte gezeigt werden, 

dass die MACF1 iso3-CH2 GFP Fusionsproteine mit den drei verschiedenen rekombinanten Nesprin-3 

SR Proteinen interagieren (Abb. 5.8.3.). Die Plectin 1C GFP Fusionsproteine präzipitieren ebenfalls mit 
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allen verwendeten rekombinanten SR Nesprin-3 GST Proteinen, am prominentesten jedoch mit dem 

SR1+SR2+SR3 Nesprin-3 GST Fusionsprotein. Für die Interaktion von MACF1 iso3-CH2 und 

SR1+SR2 Nesprin-3 GST wird eine geringere Menge an GFP Fusionsproteinen präzipitiert. Dies kann 

darauf zurück geführt werden, dass ebenfalls etwas weniger des rekombinanten Proteins eingesetzt wur-

de.  

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass für eine Interaktion zwischen MACF1 Isoform-3 und Nesp-

rin-3 die erste SR Domäne notwendig ist. Weiterhin intensiviert die SR3 Domäne von Nesprin-3 die 

Menge an präzipitierten Plectin und MACF1 Isoform-3 Protein. Möglicherweise beinhaltet die SR3 

Domäne zusätzliche Bindungsstellen für das Plectin Protein oder induziert die Bildung höher geordneter 

Strukturen.  

 

Abb. 5.8.3.: GST-Nesprin-3 Bindungsanalysen implizieren in vitro Interaktionen zu Plectin und MACF1 Isoform-3 Proteinen. 

Rekombinante GST oder GST Fusionsproteine zu Nesprin-3 (SR1 GST, SR1+2 GST, SR1+2+3 GST) wurden an Glutathion-

Agarose-Matrix gekoppelt und mit MACF1 iso3-CH2 GFP (AS 1-449) oder Plectin 1C GFP (AS 1-339)-exprimierenden COS7 

Zelllysaten inkubiert und anschließend präzipitiert. Die Versuchsansätze wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF 

Membran geblottet. Fusionsproteine wurden durch Inkubation mit GFP spezifischen Antikörpern in Immunoblotanalysen detektiert. 

Als Ladekontrolle wurde diese Membran mit GST-spezifischen Antikörpern inkubiert. Die Detektion der primären Antikörper erfolg-

te mit einem sekundären -Maus, bzw. -Kaninchen Peroxidase-gekoppelten Antikörper und anschließender Chemilumineszenz. 
 

6. MACF1 Isoform-3 lokalisiert im Zellkern und assoziiert mit Kernproteinen.  

 

Für ein Mitglied der Spektraplakinfamilie ist die beobachtete Lokalisation von MACF1 Isoform-3 im 

Zellkern ungewöhnlich (Abb. 3.2.1). Aus diesem Grunde wurde die nukleäre Verteilung in den folgen-

den Experimenten eingehender examiniert und im Kontext der putativen Modifikationen (HMG Box, 

NLS) untersucht.  

6.1. Die Verteilung des MACF1 Isoform-3 Proteins während des Zellzyklus. 

Wie in Abbildung 3.2.1. E zu beobachten ist, lokalisiert MACF1 Isoform-3 an den Spindelpolen und 

entlang kondensierter Chomosomen. Aus diesem Grund wurde die Lokalisation von MACF1 Isoform-3 
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während des Zellzyklus in 3T3 Fibroblasten charakterisiert. In Abbildung 5.1. sind 3T3 Zellen in ver-

schiedenen Zellzyklusstadien der Mitose dargestellt, in denen die MACF1 Isoform-3, Mikrotubuli und 

Histon 1 Verteilung durch spezifische Antikörper visualisiert wurde. Während der Prophase akkumuliert 

MACF1 Isoform-3 an den Centrosomen und zeigt eine strahlenförmige, filamentöse Verteilung auf, die 

mit Mikrotubulifilamenten überlagert (Abb. 6.1. A-A´´) Während der Metaphase verteilt sich MACF1 

Isoform-3 entlang der mitotischen Spindel. Auch hier lokalisiert das Protein mit Mikrotubuli (Abb. 6.1. 

B-B´´). Zusätzlich kann eine partielle Überlagerung des MACF1 Isoform-3 Proteins mit den kondensier-

ten Chromosomen entlang der Metaphaseplatte beobachtet werden (Abb. 6.1. B-B´´). In der Zytokinese 

wird das Protein im Zytoplasma exprimiert, wobei es angereichert an dem kontraktilen Ring und an den 

MTOCs/Centrosomen vorliegt (Abb. 6.1. C-C´´). Die hier beschriebene Verteilung des MACF1 Iso-

form-3 Proteins entlang der Mikrotubuli und chromosomalen Strukturen deutet an, dass dieses Protein 

eine Funktion in der Zellteilung besitzt. 

 

Abb. 6.1.: Immunfluoreszenzanalyse der MACF1 Isoform-3 Verteilung in verschiedenen Stadien des Zellzyklus. 

In A-A´´ ist eine mitotische Zelle in der Prophase dargestellt. Hier lokalisiert MACF1 Isoform-3 mit MT (A´´). In der Metaphase 

überlagert MACF1 Isoform-3 (B) partiell mit kondensierten Chromosomen (B´) und entlang der MT (B´´). Während der Zytokinese 

wird MACF1 Isoform-3 an den Centrosomen und verstärkt am kontraktilen Ring exprimiert und überlagert hier ebenfalls mit MT 

(C´´). 3T3 Fibroblasten wurden mit MeOH fixiert und in einer Dreifachfärbung mit MACF1 Isoform-3 (iso-3pAb) (A, B, C), 

Histon 1 (H1) (A´, B´, C´) und Mikrotubuli (YL ½) (A´´, B´´, C´´)-spezifischen und Antikörpern inkubiert. Die Detektion der 

primären Antikörper erfolgte mit sekundären α-Maus- (AF 488) bzw. α-Kaninchen (AF 568) oder α-Ratte (Cy 5) Alexa Fluor-

gekoppelten Antikörpern. Balken: 10 µm. 
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6.2. MACF1 Isoform-3 interagiert mit Chromatin.  

In der MACF1 Isoform-3 spezifischen Proteininteraktionsanalyse, die in unserem Labor durchgeführt 

wurde, konnten Histon 1c, und 1d als Interaktionspartner identifiziert werden (persönliche Kommunika-

tion, Dr. I. Karakesisoglou). Weiterhin wird in der Aminosäuresequenz des N-Terminus von MACF1 

Isoform-3 eine puritative HMG Box postuliert (Abb. 1.1.). Aus diesen Gründen wurde hier in einer 

Chromatin Immunpräzipitation (ChIP) evaluiert, ob MACF1 Isoform-3 mit Chromatin interagieren 

kann. Hierfür wurde Formaldehyd vernetztes Chromatin von sonifizierten HaCaT Zellkernextrakten mit 

MACF1 Isoform-3 spezifischen Antikörpern (iso-3 pAb) inkubiert. Nach der Immunpräzipitation wur-

den die Proteine durch eine Proteinase K Behandlung entfernt. Die präzipitierte DNA wurde in der PCR 

Analyse, unter Verwendung von GAPDH spezifischen Primern, analysiert. Diese Primer binden an die 

5´UTR Gensequenz von GAPDH. Antikörper, gerichtet gegen die RNA Polymerase II, wurden als Posi-

tivkontrolle und unspezifische Antikörper (negativ IgG) als Negativkontrolle verwendet. Wie in Abb. 

6.2. dargestellt, kann das GAPDH DNA Fragment durch MACF1 Isoform-3 Antikörper kopräzipitiert 

werden. Jedoch nicht durch die Kontrollantikörper (negativ IgG). Dieses Experiment zeigt, dass 

MACF1 Isoform-3 mit Chromatin interagieren kann.  

 

Abb. 6.2.: Semi-quantitative PCR Analyse der MACF1 Isoform-3 Chromatin Immunpräzipitation aus HaCaT Zellkernex-

trakten. 

MACF1 Isoform-3 interagiert mit Chromosomen. Formaldehyd vernetzte HaCaT Zellkernextrakten wurde sonifiziert und mit RNA 

Polymerase II, unspezifischen IgGs und MACF1 Isoform-3 (iso-3 pAb) Antikörpern inkubiert. Nach der Immunpräzipitation wur-

den Proteine durch die Proteinase K Behandlung entfernt. Die präzipitierte DNA wurde als Template für eine semi-quantitative 

PCR (25 Zyklen) mit GAPDH-spezifischen Primern eingesetzt. Die PCR Produkte wurden auf ein 1%iges Agarosegel elektropho-

retisch aufgetrennt und die DNA durch Ethidimbromid angefärbt.  
 

 

7. Das MACF1 Isoform-3 Protein weist verschiedene subzelluläre Verteilung auf. 

Während der Durchführung dieser Arbeit wurde gezeigt, dass MACF1 Isoform-3 eine vielseitige Loka-

lisation innerhalb der Zelle aufweist. In der Analyse der Domänenstruktur wurden einige potentielle 

Phosphorylierungen vorausgesagt, die im Zusammenhang mit Wachstumsfaktoren (EGF, TGF) stehen. 

Solche Regulationsmechanismen sind für Proteine beschrieben, die eine dynamische Regulierung und 

Lokalisation innerhalb der Zelle aufweisen. In den folgenden Experimenten wurde untersucht, ob 

MACF1 Isoform-3 solch eine dynamische Lokalisation aufweist und wie diese reguliert werden kann.  
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7.1. Durch Serumentzug transloziert MACF1 Isoform-3 aus dem Kern und kolokalisiert mit Mito-

chondrien.  

Der Serumsentzung während der Kultivierung von Zellen, stellt eine einfache, aber effiziente Methode 

zur Überprüfung dar, ob das zu untersuchende Protein durch Wachstumsfaktoren in seiner Lokalisation 

beeinflusst wird (O´Keefe et al., 1983; zur Übersicht Prather et al., 1999). Aus diesem Grunde wurden 

3T3 Fibroblasten ohne Serum für 2 Tage unter Zellkulturbedingungen gehalten. Anschließend in der 

indirekten Immunfluoreszenz die subzelluläre Verteilung von MACF1 Isoform-3 untersucht. In 3T3 

Fibroblasten lokalisiert MACF1 Isoform-3 unter den üblichen Zellkulturbedingungen im Zellkern und 

innerhalb des gesamten Zytoplasmas (Abb. 7.1. A). Durch den zweitägigen Serumentzug wird MACF1 

Isoform-3 im Zellkern deutlich reduziert (Abb. 7.1.B., Pfeilspitzen). Zusätzlich verändert sich auch die 

zytoplasmatische Verteilung des Proteins, da es nicht länger an der Zellperipherie (Abb. 7.1. B-B´´, 

Stern) und im Zellkern (Abb. 7.1. B, B´´, Pfeil) zu detektieren ist. Stattdessen lokalisiert MACF1 Iso-

form-3 in diskreten zytosolischen Strukturen, die an Mitochondrien erinnern (Abb. 7.1. B, B´´, Pfeilspit-

ze). Um zu überprüfen, ob es sich bei diesen Strukturen um Mitochondrien handelt, wurden die 3T3 

Fibroblasten mit einem Fluoreszenz-gekoppelten Mitochondriennmarker (Mito-Tracker) inkubiert. Wie 

in Abb. 7.1. C-C´´ zu sehen, ist das MACF1 Isoform-3 Protein unter Serumentzug an Mitochondrien 

lokalisiert, da beide Färbungen überlagern.  

Diese Ergebnisse deuten an, MACF1 Isoform-3 durch Wachstumsfaktoren beeinflusst werden kann. 

Zudem kolokalisiert das Protein mit Mitochondrien, wenn kein Serum im Medium vorhanden ist.  
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Abb. 7.1.: Immunfluoreszensanalyse der MACF1 Isoform-3 Verteilung in 3T3 Fibroblasten unter Serumentzug. 

MACF1 Isoform-3 Proteine lokalisieren in 3T3 Fibroblasten, die unter Standardbedingungen kultiviert wurden, im Zellkern und im 

Zytoplasma (A). In Zellen, die ohne Serum für zwei Tage wuchsen, wird eine deutliche Reduktion von MACF1 Isoform-3 im Zell-

kern detektiert. Dabei lokalisiert das Protein nicht mehr im gesamten Zytoplasma, sondern in prominenten Strukturen (B). Um das 

Zytoskelett zu visualisieren wurden MT angefärbt (A´, B´, C´). Die prominenten Strukturen, in denen MACF1 Isoform-3 (C) lokali-

siert, überlagern mit dem Mitochondrienmarker (C`). Der Pfeil deutet auf den Zellkern hin. Pfeilspitzen verweisen auf die zytoplas-

matischen MACF1 Isoform-3 Strukturen. Der Stern markiert das Abhanden sein von MACF1 Isoform-3 im Zytoplasma. 

3T3 Fibroblasten wurden mit 3%igem PFA fixiert. In einer Dreifachfärbung wurden die Zellen mit MACF1 Isoform-3 (iso-3 pAb) 

(A, B, C), Histon 1 (H1) (A´, B´) und Mikrotubuli (Yl 1/2) (A´´, B´´, C´´) spezifischen und Antikörpern inkubiert. Die Mitochondrien 

wurden durch einen TRITC-gekoppelten interkalierenden Farbstoff (Mito-Tracker) für 30 min bei 37°C mit den Zellen inkubiert, die 

anschließend mit 3%igem PFA fixiert wurden. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit sekundären α-Maus (AF 488), α-

Kaninchen (AF 568 (A, B) oder AF488 (C), bzw. α-Ratten (AF 633) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Balken: 10 µm.  
 

7.2. Das DISC1 (Disrupted in Schizophrenia 1) Protein interagiert mit MACF1 Isoform-3. 

Um zu klären wie MACF1 Isoform-3 an die Mitochondrien binden kann, wurde in der Fachliteratur 

nach Proteinen gesucht, die sowohl mit diesen Zellorganellen als auch mit MACF1 Isoform-3 interagie-

ren können. Ein Protein, das ebenfalls an die Mitochondrien bindet, ist das DISC1 (Disrupted in Schi-

zophrenia 1) Protein (Millar et al., 2005). Dieses Protein wurde in einem Hefe-Zwei-Hybrid Screen als 
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Bindungspartner der MACF1 Isoform-3 identifiziert (Camargo et al., 2006). In den nächsten Experi-

menten wurde eine mögliche Interaktion der beiden Proteine untersucht. 

 

7.2.1. Das transient-exprimierte DISC1 HA Fusionsprotein lokalisiert mit MACF1 Isoform-3 in 

COS7 Zellen. 

Um die konstatierte Interaktion zwischen DISC1 und MACF1 Isoform-3 in COS7 Zellen zu validieren, 

wurde ein Konstrukt verwendet (Ozeki et al., 2003), das für die vollständige murine cDNA des DISC1 

Proteins kodiert und mit HA fusioniert ist. Dieses wurde in COS7 Zellen transient überexprimiert. An-

schließend wurde in diesen Zellen die endogene Verteilung von MACF1 Isoform-3 in der indirekten 

Immunfluoreszenz untersucht. Das transient-exprimierte DISC1 Protein lokalisiert in einer punktförmi-

gen Struktur im Zytoplasma. Wie in Abbildung 7.2.1. zu sehen ist, verändert MACF1 Isoform-3 seine 

zytoplasmatische Lokalisation in DISC1 positiven Zellen. Es akkumuliert in Bereichen, die mit dem 

DISC1 Verteilungsmuster kolokalisieren (Abb. 7.2.1. A-A´´ Vergrößerung und Pfeile). 

 

 

Abb. 7.2.1: Immunfluoreszenzanalyse der endogenen MACF1 Isoform-3 Verteilung in DISC1 HA-exprimierenden COS7 Zel-

len. 

Transientes-exprimiertes DISC1 fusioniert zu HA Proteinen lokalisiert in punktförmigen Strukturen im Zytoplasma (A). MACF1 Iso-

form-3 akkumuliert ebenfalls in diesen Strukturen (A´). Pfeile deuten auf die punktförmigen Akkumulationen des DISC1 Proteins 

hin, die mit endogenem MACF1 Isoform-3 Proteinen kolokalisieren. COS7 Zellen wurden mit MeOH fixiert und mit HA- und 

MACF1 Isoform-3 (Iso-3 pAb) spezifischen Antikörpern inkubiert. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit sekundären 

α-Ratte (AF 568) oder α-Kaninchen (AF 488) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Zellkerne wurden durch den DAPI Farbstoff 

visualisiert. Balken: 10 µm. 
 

7.2.2. Die transiente Expression des DISC1 Proteins beeinflusst die Lokalisation von MACF1 

Isoform-3 und Mitochondrien. 

Der N-Terminus des DISC1 Proteins interagiert mit Mitochondrien (Millar et al., 2005). Aus diesem 

Grunde wurde mit Hilfe von Expressionsstudien erörtert, ob MACF1 Isoform-3 durch die Interaktion 

mit dem DISC1 Protein an Mitochondrien assoziieren kann. Hierfür wurde das DISC1 HA Fusionspro-

tein in COS7 Zellen transfiziert und die Lokalisation der Mitochondrien und des MACF1 Isoform-3 

Proteins in der indirekten Immunfluoreszenz analysiert. Durch die transiente Expression des DISC1 
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Proteins wird eine Umverteilung und Akkumulation der Mitochondrien in dieser Zelle beobachtet (Abb. 

7.2.2. A-A´´). Eine vergleichende Auswirkung weist die transiente Expression auf das endogene 

MACF1 Isoform-3 Protein auf (Abb. 7.2.2. A´). 

Diese Daten zeigen, dass die DISC1 Überexpression die Verteilung der Mitochondrien und des MACF1 

Isoform-3 Proteins im Zytoplasma moduliert.  

 

Abb. 7.2.2.: Immunfluoreszenzanalyse der endogenen MACF1 Isoform-3 und Mitochondrien Verteilung in DISC1 exprimie-

renden COS7 Zellen. 

Die transiente Expression von DISC1 fusioniert zu HA Proteinen (A) akkumuliert in COS7 Zellen. Ebenfalls zeigen die Mitochond-

rien (A´) und die MACF1 Isoform-3 (A´´) eine subzelluläre Relokalisation und Überlagerung mit dem Transgen auf (A-A´´´). Der 

Pfeil deutet auf die DISC1-positive Zelle hin. COS7 Zellen wurden mit MeOH fixiert und mit HA- und MACF1 Isoform-3 (Iso-3 

pAb) spezifischen Antikörpern inkubiert. Die Mitochondrien wurden durch einen TRITC-gekoppelten interkalierenden Farbstoff 

(Mito-Tacker) für 30min bei 37°C mit den Zellen inkubiert. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit sekundären α-Ratte 

(AF 568), α-Kaninchen (AF 488) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Zellkerne wurden durch den DAPI Farbstoff visualisiert. 

Balken: 10 µm.  

 

7.2.3. Die endogenen DISC1 und MACF1 Isoform-3 Proteine weisen eine ähnliche subzelluläre 

Verteilung in Glioma C6 Zellen auf. 

Mit Hilfe der Expressionsstudien konnte eine Beziehung zwischen dem transient exprimierten DISC1 

und endogenen MACF1 Isoform-3 Proteinen gezeigt werden. In den nächsten zwei Experimenten wurde 

die endogene Verteilung und Interaktion der beiden Proteine in Glioma C6 Zellen untersucht. Diese 

Zelllinie wurde aufgrund ihres neuronalen Ursprungs ausgewählt, da das DISC1 Protein essentielle 

Funktionen im Gehirn ausübt (siehe Einleitung). In Abbildung 7.2.3. ist die endogene DISC1 und 

MACF1 Isoform-3 Verteilung in der indirekten Immunfluoreszenz dargestellt. Die beiden Proteine ko-

lokalisieren im Zellkern entlang der Kernmembran und im Zytoplasma (Abb. 7.2.2. A-A´´, Pfeile).  

 

Abb. 7.2.3: Immunfluoreszenzanalyse der endogenen MACF1 Isoform-3 und DISC1 Verteilung in Glioma C6 Zellen.  

Das endogene DISC1 Protein lokalisiert im Zytoplasma, entlang und innerhalb des Zellkernes und weist eine heterogene kortikale 
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Verteilung auf (A). MACF1 Isoform-3 kolokalisiert mit DISC1 entlang und innerhalb des Zellkernes sowie im Zytoplasma. Pfeile 

deuten auf die Überlagerung der beiden Proteine hin. Glioma C6 Zellen wurden mit MeOH fixiert und mit DISC1(C-20) und 

MACF1 Isoform-3 (iso-3 pAb) spezifischen Antikörpern inkubiert. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit sekundären 

α-Ziege (AF 568), α-Kaninchen (AF 488) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Balken: 10 µm. 

7.2.4. MACF1 Isoform-3 und DISC1 interagieren in vivo. 

Weiterführend wurde die konstatierte Interaktion von MACF1 Isoform-3 und DISC1 durch eine Im-

munpräzipitation an Glioma C6 Zellen verifiziert. Dafür wurde das MACF1 Isoform-3 Protein mit Hilfe 

des iso-3 pAb Antikörpers immunpräzipitiert. Anschließend wurden die MACF1 Isoform-3 spezifischen 

Immunkomplexe auf das Vorhandensein des DISC1 Proteins mittels einer Immunoblotanalyse unter-

sucht. Wie in Abb. 7.2.4. A durch den Pfeil gekennzeichnet, wurden die große Isoform-3 von MACF1 

sowie einige weitere Banden im niedermolekularen Bereich präzipitiert. Um die Spezifität der Immun-

präzipitation zu beurteilen, wurde das Aktin Protein angefärbt, da dieses Protein nicht mit MACF1 Iso-

form-3 interagiert (Abb. 2.2.). Außer in den Zelllysaten konnte Aktin nicht nachgewiesen werden. Auf-

grund der MT-bindenden Fähigkeit von MACF1 Isoform-3 (Ab. 3.3.2 und Abb. 3.3.3), wurde hier als 

Positivkontrolle das Tubulin Protein immunologisch nachgewiesen. Dieses konnte es in den Zellllysaten 

(Input) und in der MACF1 Isoform-3 spezifischen Immunkomplexen, nicht jedoch in der Kontrollim-

munpräzipitation, detektiert werden. 

In Glioma C6 Zelllysaten werden mehrere Banden des DISC1 Proteins detektiert (Abb. 7.2.4. B). Die 

Angaben stimmen mit dem detektierten Bandenmuster (120, 140, 150 kDa) überein (zur Übersicht Ishi-

zuka et al., 2006; James et al., 2004). In dem Immunoblot der MACF1 Isoform-3 spezifischen Immun-

komplexe kann eine Bande bei ca. 120 kDa des DISC1 Proteins visualisiert werden.  

Um zu zeigen, dass die Immunpräzipitation erfolgreich war, wurde zusätzlich zu den internen Kontrol-

len (Tubulin und Aktin) eine Silberfärbung der Ansätze durchgeführt (Abb. 7.2.4. C). In den mit Silber-

nitrat gefärbten Gelen konnte die Anwesenheit der schweren Ketten des eingesetzten Antikörpers in den 

Immunpräzipitationen sichtbar gemacht werden.  

Diese Daten zeigen, dass MACF1 Isoform-3 mit dem DISC1 Protein in vivo interagieren kann. 
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Abb. 7.2.4.: MACF1 Isoform-3 interagiert in vivo mit DISC1 in Glioma C6 Zellen. A. Immunpräzipitation des endogenen 

MACF1 Isoform-3 Proteins mittels des iso-3 pAb Antikörpers. B. Immunoblotanalyse des DISC1 Proteins in MACF1 Iso-

form-3 spezifischen Immunkomplexen. C Silberfärbung der immunpräzipitierten Komplexe nach einer SDS-PAGE.  

Glioma C6 Zellen wurden über Nacht mit MACF1 Isoform-3 (iso-3 pAb) spezifischen Antikörpern inkubiert und mit Hilfe von 

Sepharose A Beads präzipitiert. Die Immunkomplexe wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und auf PVDF Membran geblottet. 

Diese Membran wurde mit iso-3 pAb-spezifischen Antikörpern inkubiert. As Kontrolle wurde die Membran mit ß-Aktin und ß-

Tubulin (WA3) spezifischen Antikörpern inkubiert. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit sekundären α-Maus, bzw. α-

Kaninchen Peroxidase-gekoppelten Antikörper und anschließender Chemilumineszenz. Der Pfeil deutet auf die große Isoform des 

MACF1 Isoform-3 Proteins hin. In B wurden die MACF1 Isoform-3 spezifischen Immunkomplexe mit DISC1 (rb-DISC1) spezifi-

schen Antikörpern inkubiert. In C ist eine Silberfärbung der Immunpräzipitation dargestellt. Gleiche Mengen des Inputs und der 

Immunkomplexe wurden aufgetragen und in der SDS-PAGE aufgetrennt. Die 55 kDa Bande zeigt die schwere leichte Kette des iso-3 

pAb Antikörpers.  

 

7.3. Eine erhöhte Calzium-Ionen Konzentration verändert die Lokalisation von MACF1 Isoform-3 

in HaCaT Zellen. 

Auf der Suche nach möglichen Regulationsmechanismen, die die subzelluläre Verteilung von MACF1 

Isoform-3 tangieren, wurde der Einfluss von Calzium-Ionen evaluiert. Die Zugabe von Calzium könnte 

einerseits direkt an das Calzium-bindende Motiv (EF Hand Domänen) im C-Terminus von MACF1 

Isoform-3 binden oder als zellulärer Botenstoff die Aktivierung von verschiedenen Signaltransduktions-

kaskaden imitieren (Mcilwain et al., 1977; Lichtenstein und Rodbard, 1987; zur Übersicht Bootman und 

Berridge, 1995).  

Für diesen Zweck wurden HaCaT Zellen in der Anwesenheit von einer erhöhten Calzium-Konzentration 

(2 mM) im Medium über Nacht kultiviert und anschließend in der indirekten Immunfluoreszenz analy-

siert. Durch die Calzium-Ionen Zugabe kann eine Reorganisation der MACF1 Isoform-3 subzellulären 

Verteilung observiert werden. MACF1 Isoform-3 lokalisiert nicht mehr in dem Zellkern (Abb. 7.3. B, 

Pfeilspitzen), dafür wird es angereichert im Zytoplasma detektiert (Abb. 7.3. B, Pfeil). Eine ähnliche 

Lokalisation wurde auch in primären murinen Keratinozyten beobachtet (Abb. 3.2.1. C-C´´).  

Diese Ergebnisse zeigen, dass MACF1 Isoform-3 durch Calzium-Ionen reguliert werden kann.  
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Abb.7.3.: Immunfluoreszenzanalyse der endogenen MACF1 Isoform-3 Verteilung in HaCaT Zellen in Abhängigkeit von 

Calzium-Ionen.  

Die MACF1 Isoform-3 Proteine lokalisieren in HaCaT Zellen, die unter Standardbedingungen kultiviert wurden, im Zellkern und im 

Zytoplasma (A-A´´). Durch die Kultivierung über Nacht in einer erhöhten Calzium-Konzentration (2 mM) im Medium wird MACF1 

Isoform-3 im Zytoplasma, jedoch nicht im Zellkern beobachtet (B-B´´). Die Pfeile deuten auf die MACF1 Isoform-3 Proteine im 

Zytoplasma hin. Pfeilspitzen verweisen auf die Zellkerne, in denen kein MACF1 Isoform-3 Protein detektiert wird. 

HaCaT Zellen wurden mit MeOH fixiert. Die Zellen wurden mit MACF1 Isoform-3 (iso-3 pAb) spezifischen Antikörpern inkubiert. 

Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit sekundären α-Kaninchen (AF 488) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Die 

Zellkerne wurden mit dem TROPO Farbstoff visualisiert. Balken: 10µm. 

 

7.4. Wachstumsfaktoren beeinflussen die Lokalisation von MACF1 Isoform-3. 

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass das MACF1 Isoform-3 eine dynamische Verteilung innerhalb 

der Zelle besitzt, die mit einer Reduktion der nukleären Lokalisierung einhergeht. In den nun folgenden 

Experimenten soll überprüft werden, wie eine Anreicherung des nukleären MACF1 Isoform-3 Vertei-

lung induziert werden kann. In 1.1. wurden putative Phosphorylierungsstellen vorhergesagt, die auf eine 

mögliche Regulation durch die Wachstumsfaktoren HGF und TGF hinwiesen. Dies wurde in den fol-

genden Experimenten überprüft.  

7.4.1. HGF induziert eine Translokation des MACF1 Isoform-3 Proteins aus dem Zytoplasma 

und von den Zell-Zell-Kontakten in den Kern. 

Der Wachstumsfaktor HGF/SF (hepatocyte growth factor / scatter factor) ist ein multifunktioneller Fak-

tor, der vielfältige moto-, mito- und morphogenetische Effekte auf Zellen ausübt (Harvey et al., 1998). 

Er hat die Fähigkeit, Epithelverbände zu dissoziieren (zur Übersicht Gherardi et al., 1993). Deshalb 

wurde für die folgenden Versuche Nierenepithelzellen (Madin-Darby Canine Kidney MDCK) verwen-



3 Ergebnisse  

 

84 

det. In MDCK Zellen lokalisiert MACF1 Isoform-3 entlang der Zell-Zell-Kontakte (Abb. 7.4.1. A, 

Pfeil), im Zytoplasma und im Zellkern (Abb. 7.4.1. A). In diesen Zellen lokalisiert ß-Catenin diffus im 

Zytoplasma und entlang der Zell-Zell-Kontakte (Abb. 7.4.1. A). Durch Zugabe des Wachstumsfaktors 

HGF dissoziieren die Zellen und Zell-Zell-Kontakte werden aufgelöst. Wie in Abb. 7.4.1. B-B´´ zu se-

hen ist, transloziert MACF1 Isoform-3 von Zell-Zell-Kontakten (Abb. 7.4.1. B, Pfeile) und reichert sich 

im Kern an. ß-Catenin lokalisiert noch entlang der verbleibenden Zell-Zell-Kontakte und reichert sich 

ebenfalls in den Zellkernen an (Abb. 7.4.1. B´).  

 

Abb. 7.4.1.: Immunfluoreszenzanalyse der endogenen MACF1 Isoform-3 Verteilung in MDCK Zellen nach Zugabe von HGF. 

MACF1 Isoform-3 lokalisiert in MDCK Zellen entlang von Zell-Zell-Kontakten, im Zytoplasma und im Zellkern (A). ß-Catenin wird 

im Zytoplasma und an den Zell-Zell-Kontakten detektiert (A´). Durch die Kultivierung der Zellen über Nacht mit HGF (10 ng/ml) (B-

B´´) lokalisierte MACF1 Isoform-3 prominent im Zellkern. Die zytoplasmatische Verteilung und die Lokalisierung an den Zell-Zell-

Kontakten waren jedoch deutlich reduziert (B). ß-Catenin wurde prominent im Zellkern und an den noch vorhandenen Zell-Zell-

Kontakten detektiert (B´). MDCK Zellen wurden mit MeOH fixiert. Für die indirekte Immunfluoreszenz wurden MACF1 Isoform-3 

(iso-3 pAb), und ß-Catenin-spezifischen Antikörpern verwendet. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit sekundären α-

Kaninchen (AF 568), bzw. α-Maus (AF 488) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Die Zellkerne wurden durch den DAPI Farbstoff 

visualisiert. Balken: 10 µm. 

7.4.2. TGF-ß induziert eine Translokation von MACF1 Isoform-3 in den Kern. 

TGF-ß ist ein weiterer Wachstumsfaktor, der in Fibroblasten die Proliferation anregt (zur Übersicht Ro-

berts et al., 1986; Wenner und Yan, 2003) und die EGF Rezeptor Signalkaskade (zur Übersicht Sche-

ving et al., 2002; Murillo et al., 2005, 2007), wie der HGF Faktor, akitvieren kann. Im Anschluss an 

7.4.1. wurde in 3T3 Fibroblasten die Wirkung dieses Wachstumsfaktors auf die subzelluläre MACF1 

Isoform-3 Verteilung untersucht. Dafür wurden die Zellen für einen Tag im serumfreien Medium belas-

sen, um die nukleäre MACF1 Isoform-3 Verteilung zu reduzieren (Abb. 7.4.2. A-A´´). Durch die Zuga-

be des TGF-ß Faktor kann eine Translokation des Proteins in den Zellkern beobachtet werden (Abb. 
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7.4.2. B, Pfeile). Für den Nachweis, dass TGF-ß eine Wirkung auf die Zellen ausübt, wurden die 

SMAD2/3 Proteine angefärbt (Abb. 7.4.2. A´, B´). Diese werden spezifisch durch TGF-ß aktiviert und 

translozieren in den Zellkern. Dort initiieren sie die Gentranskription ihrer Zielgene (Dennler et al., 

1998). Diese Versuche implizieren, dass die subzelluläre Lokalisation von MACF1 Isoform-3 durch die 

Wachstumsfaktoren HGF und TGF-ß reguliert werden können. 

 

Abb. 7.4.2.: Immunfluoreszenzanalyse der endogenen MACF1 Isoform-3 Verteilung in serumentzogenen 3T3 Fibroblasten 

nach Zugabe von TGF-ß. 

3T3 Fibroblasten wurden für 24 Stunden ohne Serum im Medium kultiviert. In diesen Zellen wird eine reduzierte MACF1 Isoform-3 

Lokalisation im Zellkern beobachtet (A). Über Nacht wuchsen die Fibrobasten in einem Kulturmedium, das mit TGF-ß (10 ng/ml) 

angereichert war. In diesen Zellen war eine prominente Anreicherung von MACF1 Isoform-3 im Zellkern zu beobachten (B). In 

diesen Zellen wurde das SMAD2/3 Proteine im Zellkern detektiert (B´). 3T3 Fibroblasten wurden mit MeOH fixiert. In einer Dop-

pelfärbung wurden die Zellen mit SMAD 2/3 und MACF1 Isoform-3 (iso-3pAb) spezifischen Antikörpern inkubiert Die Detektion 

der primären Antikörper erfolgte mit sekundären α-Kaninchen (AF 568), bzw. α-Maus (AF 488) Alexa Fluor-gekoppelten Antikör-

pern. Balken: 10 µm. 
 

7.4.3. Die Stimulation des Wnt-Signaltransduktionsweges verändert die subzelluläre Lokalisati-

on von MACF1 Isoform-3. 

In einer Studie von Chen et al., 2005 wurde gezeigt, dass MACF1 eine Bedeutung im Aufbau und in der 

Regulation des Wnt-Signaltransduktionsweges aufweist. Um diese Funktion spezifisch der MACF1 

Isoform-3 nachzuweisen, wurden MDCK Zellen mit dem Wnt-3 Protein über Nacht inkubiert und in der 

indirekten Immunfluoreszenz analysiert. Wie in den unbehandelten Kontrollzellen zu sehen ist, lokali-

siert MACF1 Isoform-3 im Kern (Abb. 7.4.3. A, Pfeile), im Zytoplasma und kolokalisiert mit ß-Catenin 

an den Zell-Zell-Kontakten (Abb. 7.4.3. A-A´´, Pfeilspitzen). Die Zugabe der Wnt-3 Proteine verändert 

die subzelluläre Lokalisation von MACF1 Isoform-3: an den Zell-Zell-Kontakten ist es nicht mehr zu 
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detektieren. Weiterhin wird eine Reduktion der MACF1 Isoform-3 Proteine im Zellkern beobachtet 

(Abb. 7.4.3. B, Pfeile). Interessanterweise lokalisiert MACF1 Isoform-3 mit ß-Catenin an der Kernhülle 

der Zellen (Abb. 7.4.3. C, Pfeil). In Abbildung 7.4.3. C-C´´ ist eine einzelne migrierende Zelle am Rand 

einer MDCK Zellkolonie abgebildet. Diese weist eine von der oben beschriebenen abweichende subzel-

luläre Lokalisation für MACF1 Isoform-3  auf. Das Protein wird im Zellkern detektiert (Abb. 7.4.3. C-

C). Diese Untersuchungen deuten an, dass die MACF1 Isoform-3 in den Wnt-3 Signaltransduktionsweg 

involviert ist.  

 

Abb. 7.4.3.: Immunfluoreszenzanalyse der endogenen MACF1 Isoform-3 Verteilung in MDCK Zellen nach Zugabe von Wnt-

3 Proteinen. 

In MDCK Zellen lokalisiert MACF1 Isoform-3 im Zytoplasma und im Zellkern. An den Zell-Zell-Kontakten kolokalisiert es mit ß-

Catenin (A-A´). MDCK Zellen, die über Nacht mit Wnt-3 angereicherten Zellkulturmedium kultiviert wurden, zeigen eine Reduktion 

der MACF1 Isoform-3 Proteine im Zellkern auf. Des Weiteren wird es nicht an den Zell-Zell-Kontakten, genau wie die ß-Catenin 

Proteine, detektiert (B-B´). In einer migrierenden Zelle (C-C´´) lokalisiert MACF1 Isoform-3 im Zellkern, ebenso wie ß-Catenin. 

Pfeile deuten auf die Zellkerne hin. Pfeilspitzen verweisen auf die Überlagerung der MACF1 Isoform-3 und ß-Catenin Proteine 

entlang des Zellkerns. Die Zellen wurden mit MeOH fixiert. Anschließend wurden diese mit MACF1 Isoform-3 (iso-3 pAb), und ß-

Catenin spezifischen Antikörpern inkubiert. Die Detektion der primären Antikörper erfolgte mit sekundären α-Kaninchen (AF 568), 

bzw. Maus (AF 488) Alexa Fluor-gekoppelten Antikörpern. Die Zellkerne wurden durch den DAPI Farbstoff visualisiert. Balken: 

10µm.
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IV DISKUSSION 

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung einer spezifischen Isoform eines Vertreters der 

Spektraplakin Proteinfamilie: MACF1 Isoform-3. Diese Isoform erweckte das Interesse aufgrund ihrer 

für MACF1 Proteine untypischen N-terminalen Sequenz. Es wurden zellbiologische und biochemische 

Ansätze gewählt, um jeweils die subzelluläre Lokalisation unter verschiedenen physiologischen Bedin-

gungen sowie Wechselwirkungen mit anderen Proteinen zu erforschen. Im Folgenden werden die be-

züglich des MACF1 Isoform-3 Proteins erlangten Erkenntnisse in Hinblick auf zelluläre Funktion, Re-

gulation und potentielle Beteiligung an genetischen Erkrankungen diskutiert. Abschließend werden die 

Ergebnisse in ein Modell integriert.  

 

1. Der N-Terminus von MACF1 Isoform-3 bindet nicht an F-Aktin und scheint durch eine N-

Myristilierung an der Plasmamembran verankert zu werden. 

Die Isoformen Vielfältigkeit der Plakin Großfamilie wird zu einem erheblichen Maße durch ihre N-

Termini generiert. Diese N-terminalen Sequenzen scheinen zudem einen Einfluss auf Funktion und Lo-

kalisierung auszuüben. So werden die 11 verschiedenen Plectin Isoformen  Zelltyp-abhängig und gewe-

bespezifisch exprimiert (Elliot et al., 1997; Fuchs et al., 1999). Weiterhin wurden für einige der Isofor-

men eine spezifische subzelluläre Verteilung gezeigt (Fuchs et al., 1999). So lokalisiert beispielsweise 

die Plectin Isoform 1b in Fibroblasten exklusiv an den Mitochondrien (Rezniczek et al., 2003). In der 

vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der N-Terminus von MACF1 Isoform-3 in Säugetieren 

hochkonserviert vorliegt und so auf eine essentielle Funktion hindeutet (Abb.1.2). Jedoch wird diese 

Isoform-3 nicht Zelltyp- oder gewebespezifisch exprimiert (Abb. 3.1.1. und Abb. 3.1.2.).  

Im Gegensatz zu dem gut charakterisierten Plectin Protein sind die Funktionen der einzelnen Isoformen 

der Spektraplakine, insbesondere die von MACF1, noch nicht vollständig aufgeklärt.  

Es wird jedoch angenommen, dass der N-Terminus der Spektraplakin Proteine wichtig für die subzellu-

läre Lokalisation und die Interaktion mit verschiedenen Filamenttypen ist. So zeigte eine Analyse der 

drei verschiedenen neuronalen Bpag1/Dystonin Isoformen, dass der N-Terminus der Dystonin Isoform-

1 eine hohe Affinität zu kortikalem Aktin besitzt (Jefferson et al., 2006). Die Isoform-2 lokalisiert nicht 

mit kortikalem Aktin, bindet jedoch an zytoplasmatische Aktinfilamente entlang des Nukleus (Jefferson 

et al., 2006). Für die neuronale Bpag1n3 Isoform wurde keine Überlagerung mit Aktinfilamenten beo-

bachtet (Jefferson et al., 2006), und es ist nicht in der Lage an F-Aktin zu binden (Yang et al., 1999). 

Des Weiteren wird im N-Terminus von BPAG1n3 durch das Fehlen der CH1 Domäne eine kryptische 

Mikrotubuli-bindende Domäne (M1) aktiviert, so dass BPAG1n3 bevorzugt an Mikrotubuli und Inter-

mediärfilamente bindet (Yang et al., 1999). Aufgrund des gleichen strukturellen Aufbaus des N-

Terminus von MACF1 Isoform-3 lässt sich analog vermuten, dass dieser ebenfalls nicht mit Aktinfila-

menten assoziiert und weitere noch unbeschriebene Funktionen in der Zelle ausübt. Tatsächlich wurde 
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in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die MACF1 Isoform-3, durch die Aktin-depolymerisierende 

Chemikalie Latrunkulin B, nicht in seiner subzellulären Verteilung beeinflusst wurde (Abb. 3.3.1.). 

Weiterhin konnte Aktin in einer MACF1 Isoform-3-spezifischen Immunpräzipitation nicht detektiert 

werden (Abb. 7.2.4.), so dass eine stabile Interaktion dieser Proteine unwahrscheinlich ist. In einer Stu-

die von Fuchs et al., (1999) wurde beschrieben, dass die zum MACF1 Isoform-3 hochhomologe CH2 

Domäne von Plectin nicht in der Lage ist in vitro, an F-Aktin zu binden. Dieses kann als weiterer Beleg 

für eine nicht funktionale F-Aktinbinung von MACF1 Isoform-3 gesehen werden. Weiterhin kann der 

N-Terminus von Bpag1n3 durch eine N-Myristilierung in der Plasmamembran verankert werden (Jef-

ferson et al., 2006). Welche Funktion das Protein hier ausübt, ist bisher noch unbekannt. Im Rahmen 

dieser Arbeit konnte für den N-Terminus der MACF1 Isoform-3 eine entsprechende Modifikation in 

silico postuliert werden (Abb. 1.1.). Durch transiente Expression C-terminaler MACF1 Isoform-3 GFP 

Fusionsproteine (MACF1 iso3 GFP und MACF1 iso3-CH2 GFP) in COS7 Zellen, zeigte sich eine Lo-

kalisation an der Plasmamembran (Abb. 4.2.). Dieses deutet auf eine Myristyl-vermittelte Verankerung 

in der Plasmamembran hin. Bekräftigt wird es durch die Lokalisation des Fusionsproteins im Zellkern 

nach Einführen von Punktmutationen in das potentielle Myristilierungssignal (Glyzin zu Alanin Abb. 

1.1., Abb. 4.3.). Derselbe Effekt konnte durch Fusion des GFP-Tags N-terminal an den N-Terminus des 

MACF1 Isoform-3 Proteins hervorgerufen werden (Abb. 4.2.). Aus diesen Ergebnissen lässt sich schlie-

ßen, dass MACF1 Isoform-3 ebenfalls durch Myristilierung in der Plasmamembran verankert werden 

kann. Welchen Einfluss diese potentielle Myristilierung auf die Funktion von MACF1 Isoform-3 ausübt, 

bedarf weiterer Experimente.  

 

2. MACF1 Isoform-3 weist eine nukleäre Lokalisation auf.  

Wie im vorangegangenen Abschnitt dargelegt wurde, verhält sich die MACF1 Isoform-3 in Bezug auf 

die Bindung an die Plasmamembran wie auch an das Aktin-Zytoskelett anders, als die verbleibenden 

MACF1-Isoformen. Die Isoform-3 unterscheidet sich maßgeblich von den anderen Isoformen durch 

ihren verlängerten N-Terminus. Eine in silico Proteinmotivanalyse dieses N-Terminus sollte Hinweise 

auf die Lokalisation und die Eigenschaften dieses Proteins liefern. Überraschenderweise wurden inner-

halb des N-Terminus ein HMG Box Motiv sowie ein sich darin befindendes nukleäres Lokalisationssig-

nal (NLS) vorhergesagt (Abb. 1.1.). HMG Boxen vermitteln die Bindung an DNA in transkiptionell 

aktiven Bereichen des Chromatins (Hu et al., 1998). Im Einklang damit wurde in Immunfluoreszenzstu-

dien eine prominente nukleäre Verteilung des MACF1 Isoform-3 Proteins beobachtet (Abb. 3.2.1.-2., 

Abb. 3.2.4.). Ein zusätzliches Argument lieferten Expressionsstudien an COS7 Zellen. Die transiente 

Expression des N-Terminus von MACF1 Isoform-3, der N-terminal mit GFP fusioniert war, lokalisierte 

im Zellkern (Abb. 4.2.). Aufgrund der Größe des Fusionsproteins (70 kDa) kann eine passive Diffusion 

in den Zellkern hierbei ausgeschlossen werden (Görlich und Mattaj, 1996). Somit kann daraus geschlos-

sen werden, dass das NLS Signal aktiv ist und den Transport in den Zellkern vermittelt. Für die murine, 
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neuronale Dystonin-b Isoform-2 (Dystonin 1b2) konnte ein NLS Signal nachgewiesen werden 

(QKSPVKRRRMISS), dass für eine spezifische nukleäre Lokalisation des Proteins in C2C12 Muskel-

zellen verantwortlich gemacht wird (Young et al., 2005). Die Sequenz dieses NLS weist eine hohe Ho-

mologie zu dem murinen MACF1 (QKSPGKRRRMISS) auf. Interessanterweise liegt diese Sequenz 

hinter der CH2 Domäne (1517-1529 AS Isoform-3; 1308-1320 AS Isoform-1/-2) und ist in allen muri-

nen, neuronalen MACF1 Isoformen anzutreffen (Pubmed Accessionnr. AAC52988-90). Mit Hilfe des 

Rod pAb Antikörpers, der alle Isoformen erkennt, konnte eine prominente nukleäre Lokalisation wie sie 

für die Isoform-3 gezeigt, nicht beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Möglicherweise ist dieses 

NLS in MACF1 nicht aktiv oder es liegt im gefalteten Protein unzugänglich vor.  

Proteine, die mit Chromatin interagieren können, weisen in der Regel einen charakteristisch niedrigen, 

isoelektrischen Punkt (pI) auf. Da der N-Terminus von MACF1 Isoform-3 einen niedrigen pI-Wert be-

sitzt (pI 5,1), wurde überprüft, ob die MACF1 Isoform-3 in der Lage ist mit Chromatin in Wechselwir-

kung zu treten. Durch Chromatin Immunpräzipitation, durchgeführt an Zellkernextrakten von HaCaT 

Zellen (Abb. 6.2.), konnte in der Tat eine Interaktion zwischen MACF1 Isoform-3 und Chromatin bestä-

tigt werden. Weiterführend wurde in unserem Labor an COS7 Zellkernextrakten eine Proteinbindungs-

analyse durchgeführt, in der MACF1 Isoform-3 mit Histon 1b und 1c präzipitierte (persönliche Kom-

munikation, Dr. I. Karakesisglou). Das untypische Vorhandensein eines Spektraplakinproteins innerhalb 

des Zellkernes könnte damit erklärt werden, dass MACF1 Isoform-3 Gerüstfunktionen in der Kernmat-

rix übernimmt. 

Wie bereits in der Einleitung dieser Arbeit erwähnt, sind Spektraplakine für ihre Gerüstfunktion be-

kannt. Interessanterweise ist für Plectin eine additionale Funktion im Zellkern von Glioma C6 Zellen 

beschrieben worden. Dort interagiert Plectin mit dem Lamin B Protein in vivo und in vitro (Foisner et 

al., 1999). Durch die Phosphorylierung von Plectin durch Proteinkinase A bzw. C (PKA bzw. PKC) 

kann dieser Interaktion entgegengewirkt werden (Foisner et al., 1999). Die Autoren nehmen daher an, 

dass durch Plectin Intermediärfilamente an den Zellkern angeschlossen werden. Im Zellkern liegen Ak-

tinfilamente, Lamine (Typ V Intermediärfilamente), Chromatin und eine Reihe von Proteinen vor, die 

ebenfalls koordiniert und miteinander verknüpft werden müssen. So erklärt es sich, dass in letzter Zeit 

einige Studien veröffentlich worden sind, die für zytoskelettale Verknüfungsproteine neue Funktionen 

im Zellkern zeigen. Für die Spektrine ist seit langem bekannt, dass es wichtige Verknüpfungsfunktionen 

für die zytoskelettale Organisation an der Plasmamembran ausübt (zur Übersicht Chakrabarti et al., 

2006, Bennet, 1990). Jedoch sind einige Studien erschienen, die eine nukleäre Lokalisation von Spektri-

nen konstatieren (Bachs et al., 1990; Vendrell et al., 1991; Tse et al., 2001; Dingova et al., 2008). Wei-

tere Studien zeigten, dass II Spectrin dort mit Proteinen der DNA Reparatur, Transkription, RNA Pro-

zessierung (Dingová et al., 2008; McMahon et al., 2001; Sridharan et al., 2003, 2006), strukturellen 

Proteinen, wie Lamin A/C, B, Emerin (Sridharan et al., 2006; Zhong et al., 2008) und Chromatin-

assoziierten Proteinen interagiert (Sridharan et al., 2006). Weiterhin wurde für II Spectrin gezeigt, dass 
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durch transiente Überexpression mehrkernige Zellen induziert und durch dessen Suppression die Zellen 

in der G1 Phase arretiert werden (Metran et al., 2008; Zhong et al., 2008). Eine solche strukturgebende 

Funktion im Zellkern wäre auch für MACF1 Isoform-3 denkbar. Durch transiente Überexpression eines 

Lamin B2+ GFP-Fusionsproteins, das auch die Lamin A/C und Nesprin Organisation verändert (Libotte 

et al., 2005), konnte ebenfalls die Lokalisation des MACF1 Isoform-3. 

Während der Mitose wurde für MACF1 Isoform-3 ein Färbemuster wie für Mikrotubuli des Spindelap-

parats, beobachtet. Ausserdem lokalisierte das Protein an Chromosomen (Abb. 3.2.1.). Darüber hinaus 

präzipitierte MACF1 Isoform-3 mit Histonen/Chromatin und Mikrotubuli (Abb. 6.2.; Abb. 7.2.4.). Ähn-

lich wie für II Spectrin konnte durch die transiente Überexpression von MACF1 Isoform-3 Fusions-

proteinen mehrkernige Zellen beobachtet werden (Abb. 4.5.2.). Zusammenfassend eröffnen die erwähn-

ten Beobachtungen die Möglichkeit einer strukturgebenden Aufgabe für MACF1 Isoform-3 im Zellkern 

und im Verlauf der Zellteilung: während der Mitose verknüpft es Chromatin mit Mikrotubuli und in der 

Interphase stabilisiert es die Protein/Chromatin-Interaktion mit dem Lamin-Netzwerk an der inneren 

Kernmembran. 

 

3. MACF1 Isoform-3 wird durch externe Stimuli in seiner zellulären Funktion reguliert. 

Im N-Terminus der MACF1 Isoform-3 wurde bioinformatisch eine Phosphorylierungsstelle für die 

EGF-Rezeptor Kinase vorhergesagt (Abb.1.1.). Durch die Bindung von Liganden an diesen Rezeptor 

werden zelluläre Proteine phosholyliert, die über weiterführende Signalkaskaden die Aktivierung von 

Zielgenen und dadurch das Zellwachstum stimulieren (siehe 1.1.). Viele Plakinproteine werden durch 

Phosphorylierung in ihrer Interaktion mit Proteinen und Filamenten reguliert (van de Heuvel et al., 

2002; Rampazzo et al., 2002; Stappenbeck et al., 1994; Herrmann et al., 1983). Daher ist es wahrschein-

lich, dass MACF1 Isoform-3 ebenfalls durch Phosphorylierungen reguliert wird. Der Serumsentzung 

während der Kultivierung von Zellen, stellt eine einfache, aber effiziente Methode zur Überprüfung dar, 

ob das zu untersuchende Protein durch Wachstumsfaktoren in seiner Lokalisation beeinflusst wird 

(O´Keefe et al., 1983; zur Übersicht Prather et al., 1999). Aus diesem Grunde wurde die MACF1 Iso-

form-3 Lokalisation in serumsentzogenen NIH 3T3 Fibroblasten beobachtet. Dabei wurde eine deutliche 

Reduktion der sonst prominenten nukleären Lokalisation beobachtet (Abb. 7.1.). Eine Stimulation der 

EGF Rezeptor Kinase durch HGF und TGF Wachstumsfaktoren ist bekannt (Scheving et al., 2001; 

Presnell et al., 1997; Tomiya et al., 2000). Interessanterweise wurde durch die Zugabe von TGF-ß zu 

den serumentzogenen Zellen MACF1 Isoform-3 wieder deutlich im Zellkern angereichert (Abb. 7.4.2.). 

Ebenfalls konnte durch die Stimulation mit HGF eine Anreicherung von MACF1 Isoform-3 im Zellkern 

beobachtet werden (Abb. 7.4.3.). Effektoren der EGF-Rezeptor Singalübertragung beeinflussen also die 

subzelluläre Lokalisation von MACF1 Isoform-3 und offenbaren einen "dynamischen" Charakter des 

Proteins. Interessanterweise ist für ein verwandtes Protein, -Actinin-4, das der Spektrinfamilie ange-
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hört, gezeigt worden (zur Übersicht Otey und Carpen, 2004), dass es ebenfalls durch extrazelluläre Sti-

muli (EGF) im Zellkern akkumuliert. Dabei interagiert es mit dem NFkB Untereinheit p65 im Zytop-

lasma und wird so in den Zellkern transportiert (Honda et al., 1998). Ein ähnlicher Transportmechanis-

mus könnte auch der beobachteten MACF1 Isoform-3 Translokation zugrunde liegen. Zukünftige Stu-

dien hierzu könnten wichtige Kontrollinstanzen der zellulären Lokalisation und Funktion von MACF1 

Isoform-3 aufzeigen. 

Ein weiteres Indiz, dass MACF1 ein dynamisches Protein darstellt, welches durch externe Signalmole-

küle beeinflusst wird, zeigten Versuche an Epithelzellen. Signalübertragungsprozesse werden unter an-

derem durch Calzium-Ionen induziert, welches an diversen zellulären Prozessen beteiligt ist (Mcilwain 

et al., 1977; Übersicht in Wang und Weisman, 1979 und Bootman und Berridge, 1995). In Hinblick auf 

Spektrine übt die Bindung von Calzium-Ionen an deren EF Hand Domänen eine wichtige Konforma-

tionsänderung ihrer globulären C-terminalen Domäne aus. So werden Helixes neu ausgerichtet und hyd-

rophobe Reste freigelegt, folglich können neue Protein Interaktionen vermittelt werden können (Trave et 

al., 1995; Witke et al., 1993; Lundberg et al., 1995). Durch diese Konformationsänderung stabilisieren 

bzw. destabilisieren sie die Filamentnetzwerke (zur Übersicht Klymkowsky, 1999). Ferner wurde für 

Shot, dem Drosophila Homolog von MACF1, gezeigt, dass die beiden EF Hand Domänen funktional 

sind (Lee und Kolodziej et al., 2001). Des Weiteren stimuliert die Zugabe von Calzium-Ionen die Diffe-

renzierung von primären Keratinozyten epidermalen Ursprungs und vermittelt auch hier die Ausbildung 

von Zell-Zell-Kontakten. Erstaunlicherweise verändert das MACF1 Isoform-3 Protein seine subzelluläre 

Lokalisation in primären Keratinozyten nach Zugabe von Calzium-Ionen (Abb. 7.3.; Abb. 3.2.1.). In 

diesem Zelltyp transloziert es aus dem Zellkern und lokalisiert zytoplasmatisch. Weiterhin konnte 

MACF1 Isoform-3 verstärkt an den Zell-Zell-Kontakten detektiert werden, wobei die sonst filamentöse 

Verteilung des Proteins nicht mehr beobachtet werden konnte. Für MACF1 wurde bereits beschrieben, 

dass durch die Zugabe von Calzium-Ionen das Protein an die Zell-Zell-Kontakte transloziert (Karakesi-

soglou et al., 2000). Interessanterweise fand die beobachtete Translokation auch nach Depolymerisation 

von Mikrotubuli, also MT-unabhängig, statt. MACF1 Isoform-3 verfügt über zwei C-terminale EF Hand 

Domänen direkt vor der MT-bindenden Domäne (Abb. 2.1.). Die beobachteten Effekte hinsichtlich der 

MACF1 Isoform-3 Lokalisation könnten darauf hindweisen, dass die EF Hand Motive im C-Terminus 

des Proteins funktional sind, und dass durch Calzium-Ionen eine Konformationsänderung des C-

Terminus induziert wird, wodurch die Mikrotubuli-bindende Domäne eine andere Konformation eingeht 

und Interaktionen mit Proteinen an den Zell-Zell-Kontakten möglich werden. Es kann jedoch nicht aus-

geschlossen werden, dass die beobachteten Effekte der Calzium-abhängigen zellulären Positionierung 

von MACF1 unabhängig von den EF-Hand Motiven bewerkstelligt werden. Es ist gemeinhin bekannt, 

dass Calzium-Ionen Signalkaskaden initiieren.  

Eine Lokalisation von MACF1 Isoform-3 an Zell-Zell-Kontakten konnte darüber hinaus in epidermalen 

MDCK und HaCaT Zellen beobachtet werden (Abb. 3.2.2.; Abb. 7.4.1.). Die Konzentration des Proteins 
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an diesen Bereichen epidermaler Zellen lässt eine spezifische Funktion von MACF1 Isoform-3 vermu-

ten. Zell-Zell-Kontakte werden durch große Proteinkomplexe vermittelt, die u.a. aus E-Cadherin, - und 

ß- Catenin bestehen und durch eine Vielzahl von Proteinen wie der RhoA GTPase reguliert werden (Fu-

kata und Kaibuc, 2001, Anastasiadis et al, 2000, Noren et al., 2000). Bemerkenswerterweise wurde be-

reits für Shot gezeigt, dass es mit RhoA den Aufbau von E-Cadherin-haltigen Zell-Zell-Kontakten regu-

liert (Lee et al., 2002). In der erwähnten Studie wurde zusätzlich beobachtet, dass Zellen, die konstitutiv 

aktives RhoA exprimierten, keine E-Cadherin-haltigen Kontakte ausbilden. Der Aktivitätszustand von 

RhoA ist entscheidend für seine Funktion hinsichtlich der Regulation von Zell-Zell-Kontakten. Im 

Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde mittels einer in silico Analyse eine Rho-

Inhibierungsdomäne (HR1) innerhalb des N-Terminus von MACF1 Isoform-3 postuliert (Abb. 1.1.). Im 

Übrigen konnten weitere Indikationen für eine tatsächliche Wechselwirkung zwischen RhoA und 

MACF1 Isoform-3, durch verschiedene experimentelle Ansätze, erbracht werden. Eine direkte Interak-

tion von RhoA und dem N-Terminus von MACF1 Isoform-3 konnte mittels des Hefe-Zwei-Hybrid Sys-

tems geliefert werden (Abb. 4.6.4.). Darüberhinaus resultierte die transiente Expression des MACF1 

Isoform-3 N-Terminus in einem ähnlichen Phänotyp (Abb. 4.2.) wie die Expression von Rho GTPase-

Mutanten (Ridley et al., 1992, Nobes et al., 1995). Dieser Phänotyp konnte durch die simultane Expres-

sion von konstitutiv aktivem RhoA neutralisiert werden (Abb. 4.6.1.). Zusammenfassend liefern die 

durchgeführten Experimente deutliche Hinweise auf einen inhibitorischen Effekt von MACF1 Isoform-

3 auf RhoA.  

Die in diesem Abschnitt aufgeführten Beobachtungen könnten im Folgendem Szenario integriert wer-

den: Durch Calzium Zugabe werden Zell-Zell-Kontakte ausgebildet und gleichzeitig induzieren die Io-

nen eine Koformationsänderung des C-Terminus von MACF1 Isoform-3 wodurch die Interaktion mit 

Mikrotubuli aufgelöst wird und das Protein an die Zell-Zell-Kontakte transloziert. Hier könnte es über 

eine Interaktion mit ß-Catenin (Chen et al., 2006) die Zell-Zell-Kontakte stabilisieren. Ausserdem un-

terbindet es die Aktivität von RhoA, wodurch eine weitere stabilisierende Wirkung auf Zell-Zell-

Kontakte ausgeübt werden könnte. Durch den Wachstumsfaktor HGF wird MACF1 Isoform-3 von den 

Zell-Zell-Kontakten abgelöst (Abb. 7.4.1). Gleichzeitig wird ß-Catenin von den Zell-Zell-Kontakten 

freigesetzt und transloziert in den Zellkern (Monga et al., 2002). Denkbar wäre eine Destabilisierung 

von E-Cadherin/ß-Catenin Komplexen in Abwesenheit von MACF1 Isoform-3. Ohne das Vorhanden-

sein von MACF1 Isoform-3 könnte RhoA aktiviert werden und die weitere Dissoziation von den E-

Cadherin Komplexen verstärken. 

 

4. Interaktionen mit Nesprin-3 und Mikrotubuli beeinflussen die Lokalisierung von MACF1 

Isoform-3 an der Außenseite der Kernhülle. 

In Glioma C6 Zellen wies die MACF1 Isoform-3 eine prominente Lokalisation an der Kernmembran 

auf, die mit Mikrotubuli überlagerte (Abb. 3.2.1; 3.2.3-4). Diese wurde in der vorliegenden Arbeit näher 
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untersucht. An der Kernhülle verknüpfen die Typ II Transmembranproteine Nesprin 1, 2, 3 das Zytoske-

lett mit dem Zellkern (Zhang et al., 2001 und 2002; Padmarkumar et al., 2004, Wilhemsen et al., 2005). 

Interessanterweise wurde bereits für zwei Plakine, Dystonin-a2 und Plectin 1C, eine Interaktion mit 

Nesprin-3 an der Kernhülle gezeigt (Young et al., 2008; Wilhemsen et al., 2005). Im Folgenden wird 

Nesprin-3 als Nesprin-3 bezeichnet. Ursprünglich wurde die Interaktion mit Plectin durch einen Hefe-

Zwei-Hybrid Screen gefunden; hierbei interagierte die ABD des Plectin 1C Proteins mit der ersten 

Spektrinwiederholung (SR1) von Nesprin-3. Die CH2 Domäne von Plectin 1C und die sich davor be-

findliche N-terminale Sequenz weisen eine deutliche Homologie zum N-Terminus der MACF1 Isoform-

3 auf (Abb. 5.4.1.; Fuchs et al., 1999). Entsprechend konnte in vivo und in vitro eine Interaktion zwi-

schen MACF1 Isoform-3 und Nesprin-3 in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden. Die Wechselbezie-

hung der beiden Proteine findet zwischen dem N-Terminus von MACF1 Isoform-3 und der SR1 Se-

quenz von Nesprin-3 statt. (Abb. 5.5.; Abb. 5.8.3., Abb. 5.8.1.) In allen durchgeführten Versuchen wur-

de Plectin 1C zum Vergleich analysiert und Unterschiede der MACF1 Isoform-3 in seinen Bindungsei-

genschaften zu Nesprin-3 gefunden: Plectin 1C weist eine höhere Affinität zu Nesprin-3 auf (Abb. 5.5.; 

Abb. 5.8.1.; Abb. 5.8.3.) und die Interaktion von Plectin und Nesprin-3 ist nicht Mikrotubuli-abhängig 

wie für die MACF1 Isoform-3 beobachtet wurde (Abb. 5.3.3., Abb. 5.7.-3.). 

Plectin hat eine starke Tendenz zur Selbstassoziation (Foisner und Wiche, 1987) und kann parallele 

Dimere durch seine Coiled-Coil Rod Domäne ausbilden (Foisner et al., 1991; Green et al., 1992; Uitto 

et al., 1996; Wiche, 1998, Wiche et al., 1991). Die dimerisierten ABD Domänen vermitteln u.a. die 

Bündelung von Aktinfilamenten (Fontao et al., 2001). Weiterhin können höhere oligomere Strukturen 

durch die globulären (ABD und EF Hand) Domänen von Plectin ausgebildet werden (Foisner und Wi-

che, 1987; Weitzer und Wiche, 1987). Für eine stabile Interaktion von Nesprin-3 und Plectin 1C müssen 

die beiden Proteine Homodimere ausbilden. Denn erst das Plectin Dimer mit seinen beiden ABD Do-

mänen kann eine stabile Interaktion mit dem dimerisierten Nesprin-3 an der äußeren Kernhülle eingehen 

und dadurch das Intermediärfilamentsystem an den Zellkern anschließen (Ketama et al., 2007). Für die 

Plakin und Spektrin Familienmitglieder ist seit langem bekannt, dass diese anti-parallele Dimere ausbil-

den können. Während die Plakine ihre EF Hand, Coiled Coil Rod und ABD Domänen für die Ausbil-

dung anti-paralleler Dimere verwenden, kann eine Dimerisierung von Spektrinen additional durch deren 

SR Sequenzen vermittelt werden (zur Übersicht Djinovic-Carugo et al., 2002; Djinovic-Carugo et al., 

1999; Imamura et al., 1988, Mislow et al., 2002). Aufgrund der Homologie und dem vergleichbaren 

Aufbau der Domänen innerhalb der Spektrin, Plakin und Spektraplakin Familien wäre es möglich, dass 

auch MACF1 Isoform-3 Dimere ausbilden könnte. Dies würde auch erklären warum N-terminale 

MACF1 Isoform-3 GFP Fusionsproteine nicht an die äußere Kernhülle von Nesprin-3-positiven Zellen 

lokalisieren (Daten nicht gezeigt), wie dies auch für Plectin 1C N-terminale Fusionsproteine bekannt ist 

(Ketama et al., 2007).  
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In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die MACF1 Isoform-3 für eine Lokalisation an der äuße-

ren Kernhülle die simultane Interaktion mit Nesprin-3 und Mikrotubuli benötigt (Abb. 5.3.5-6., Abb. 

5.7.1.). Erstaunlicherweise konnte eine Anreicherung der sonst nur schwach an der Kernhülle detektier-

baren MT in Nesprin-3-exprimierenden COS7 Zellen beobachtet werden (Abb. 5.7.2.). Diese Anreiche-

rung könnte der beobachteten Translokation von MACF1 Isoform-3 zugrunde liegen. Die Zellen, in 

denen MACF1 Isoform-3 trotz Colchizinbehandlung an der Kernhülle lokalisierte, zeigten stark gebün-

delte MT entlang der Kernhülle, die mit Nesprin-3 und MACF1 Isoform-3 überlagerten (Abb. 5.7.3.). 

Für MACF1 wurde gezeigt, dass die transiente Expression des C-Terminus, der die Gas2, GSR und die 

EF Hand Domänen beinhaltet, die Fähigkeit aufweist, Mikrotubuli zu bündeln und zu stabilisieren (Le-

ung, et al., 1999). Dies vermindert die Wirkung von MT-depolymerisierenden Substanzen (Sun et al., 

2001; Jefferson et al., 2006). Für Plectin wurde gezeigt, dass die dimerisierten ABD Domänen die Bün-

delung von Aktinfilamenten vermitteln (Fontao et al., 2001) und das weiterhin Plectin dimerisieren 

muss um mit Nesprin-3 zu interagieren (Ketama et al., 2007). Analog wäre es möglich, dass MACF1 

Isoform-3 ebenfalls dimerisiert. Da es eine Mikrotubuli-bindende Domäne aufweist, könnten diese Di-

mere mit Nesprin-3 interagieren und gleichzeitig Mikrotubuli gebündelt werden, so dass weiterhin Mik-

rotubuli vor der Einwirkung der Cholchizinbehandlung geschützt werden.  

MACF1 Isoform-3 wies eine schwächere Interaktion zu Nesprin-3 als Plectin auf. Dies könnte darauf 

hindeuten, dass MACF1 Isoform-3 nur unter bestimmten Bedingungen mit Nesprin-3 interagiert und 

Mikrotubuli an die äußere Kernhülle anschließt. Während in migrierenden Zellen MACF1 Isoform-3 an 

der äußeren Kernhülle detektierbar war, konnte diese charakteristische Ringstruktur nicht in konfluenten 

Glioma C6 Zellen beobachtet werden (eigene Beobachtungen). Dies deutet auf eine dynamische Interak-

tion von MACF1 Isoform-3 mit der Kernhülle hin. Wie in Abschnitt 3 dargelegt, beeinflussen Wach-

stumsfaktoren die Lokalisation von MACF1 Isoform-3. Dies könnte in dem hier beobachteten Phäno-

men resultieren. Möglicherweise werden durch die MACF1 Isoform-3 Mikrotubuli nur in migrierenden 

Zellen an den Zellkern gebracht, da in diesem Stadium verstärkt Mikrotubuli benötigt werden (zur 

Übersicht Morris, 2003). Denkbar wäre auch eine indirekte Bindung über einen noch unbekannten Bin-

dungspartner, der diesen Komplex stabilisiert und die Interaktion verstärkt.  

Das Aktin-Zytoskelett der Vertebraten kann durch die Interaktion mit Nesprin-1 und -2 mit dem Zell-

kern verbunden werden (Padmarkumar et al., 2004; Zhen et al., 2002). Durch die Interaktion von Nesp-

rin-3 mit Plectin 1C und Dystonin-a2 wird das Intermediär- und möglicherweise Mikrotubuli-

Filamentsystem mit der äußeren Kernhülle verknüpft (Svithina et al., 1996; Wilhelmsen et al., 2006; 

Young et al., 2008). Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit kann MACF1 Isoform-3 ebenfalls zu 

den Proteinen gezählt werden, die das Zytoskelett mit dem Zellkern verknüpfen.   
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5. Mögliche Beteiligung der MACF1 Isoform-3 an genetischen Erkrankungen. 

Bisher wurde für das MACF1 Isoform-3 Protein keine Beteiligung an genetischen Erkrankungen be-

schrieben. Knock-Out Mausmodelle zeigten jedoch eine essentielle Funktion von MACF1 während der 

Embryonalentwicklung (Kodama et al., 2003, Chen et al., 2006). Durch den hohen MACF1 Isoform-3 

Konservierungsgrad in Säugetieren (Abb. 1.2.) ist anzunehmen, dass dieses Protein auch eine vergleich-

bar wichtige Funktion im menschlichen Organismus ausübt wie in der Maus. So basiert die Entstehung 

vieler Krankheiten auf einer gestörten Wnt-Signaltransduktion (Übersicht in Logan und Nusse, 2004). 

Chen et al., (2006) konstatierten eine Bedeutung für MACF1 hinsichtlich der Regulation des Wnt-

Signaltransduktionwegs. In der vorliegen Arbeit konnten zudem spezifisch für die Isoform-3 der 

MACF1 Proteine erste Hinweise für eine Beteiligung an dieser Signalkaskade erbracht werden (Abb. 

7.4.3.). Daher wäre es möglich, dass das Fehlen oder die Expression verkürzter MACF1 Proteine den 

Ablauf der Wnt-Signaltransduktion stört und so eine der molekularen Ursachen für die Entstehung der 

Wnt-vermittelten Krankheiten ist. 

Eine Studie von Wu et al. (2008) deutete an, dass MACF1 wichtig für die Migration der Zelle ist und 

daher eine Funktion in der Metastasierung von Tumoren haben könnte. Tatsächlich wurde das MACF1 

Protein in vielen Microarray-Screens verschiedener Krebsarten auffällig hoch-reguliert vorgefunden 

(Sjoblom et al., 2006; Schleiermacher et al., 2005).  

Im Folgenden wird die Interaktion mit DISC1, einem Protein, für welches eine Bedeutung während der 

Pathogenese des Krankheitsbildes der Schizophrenie postuliert wird, näher diskutiert. In serumentzoge-

nen NIH 3T3 Fibroblasten lokalisiert MACF1 Isoform-3 exklusiv an Mitochondrien (Abb. 7.1.). Auf der 

Suche nach Proteinen, die MACF1 Isoform-3 mit Mitochondrien verknüpfen könnten, wurde eine Stu-

die entdeckt, die mittels eines Hefe-Zwei-Hybrid Screens MACF1 als Bindungspartner für DISC1 be-

schreibt (Camargo et al., 2006). Dem DISC1 Gen (Disrupted In Schizophrenia 1) wird derzeit viel Be-

achtung geschenkt, da es im Zusammenhang mit der Entstehung von Schizophrenie und bipolaren (ma-

nisch-depressiven) Erkrankung gebracht wird. Zytogenetische und zellbiologische Studien zeigten, dass 

der Verlust der DISC1 Funktion (entweder halpoinsuffizient oder dominant negativ) mit Schizophrenie 

und manisch-depressiven Erkrankungen assoziiert ist (zur Übersicht: Muir et al., 2008). DISC1 wird in 

vielen Isoformen im Gehirn exprimiert, wobei den Isoformen unterschiedliche Funktionen innerhalb der 

Dendriten und Axone zugeordnet wurden (James et al., 2004). Es wurde in diversen Bereichen inner-

halb der Zelle detektiert wie zum Beispiel in Centrosomen, an Mikrotubuli, an Mitochondrien sowie im 

Zellkern (Ishizuka et al., 2008). Durch den N-Terminus assoziiert DISC1 mit Mitochondrien. Der C-

Terminus ermöglicht die Bindung an die Centrosomen (Ozeki et al., 2003; Brandon et al., 2004; Millar 

et al., 2005). Bisherige Studien ergaben ein Netzwerk an Proteinen, welche mit DISC1 in Wechselwir-

kung treten können. Dieses Netzwerk wird als das DISC1 Interaktom bezeichnet (Camargo et al., 2006). 

In dieser Studie wurde MACF1 als Interaktionspartner für das DISC1 Protein gefunden, wobei Wech-

selwirkungen mit dem C-Terminus, dem N-Terminus und mit verkürztem DISC1 Protein postuliert 
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wurden. Weiterhin wurde eine Interaktion von MACF1 mit einem weiteren Schizophrenie Kandidaten-

gen, DTNBP1, gefunden. Dies unterstreicht die Vermutung, dass MACF1 Proteine als Teil dieses Inter-

aktoms in die Pathogenese von Schizophrenie involviert sein könnten. Die genauen Interaktionsdomä-

nen der MACF1 Proteine wurden nicht angegeben, wodurch eine Zuordnung zu den jeweiligen Isofor-

men nicht möglich ist. Jedoch wurde die Isoform-3 spezifisch in diesem Screen detektiert (Carmago et 

al., 2006). Daher ist anzunehmen, dass diese Interaktion zwischen dem N-Terminus von MACF1 und 

DISC1 stattfand. 

Eine Interaktion zwischen MACF1 Isoform-3 und DISC1 wurde durch Immunpräzipitations-, Expressi-

ons- und indirekte Immunfluoreszenzstudien näher untersucht. Wie auch DISC1 werden MACF1 Iso-

form-3 und verstärkt im Gehirn exprimiert (Abb. 3.1.1-2.). Aus diesem Grunde wurde im Rahmen die-

ser Arbeit die Glioma C6, eine gehirnspezifische Zelllinie, verwendet. Diese wurde aus dem Gehirn von 

Rattus norvegicus gewonnen (Whittle et al., 1998). Tatsächlich kolokalisierte DISC1 Protein mit endo-

genem MACF1 Isoform-3 an der Kernmembran und in filamentösen Strukturen im Zytoplasma in 

Glioma C6 Zellen (Abb. 7.2.3.). Die Kopräzipitation des DISC1 Proteins mit MACF1 Isoform-3 aus 

diesen Zellen kann als weiterer Beleg für einen molekularen Kontakt dieser Proteine gewertet werden 

(Abb. 7.2.4.). Wird das DISC1 Protein in COS7 Zellen überexprimiert, so ist eine Umverteilung der 

Mitochondrien und des MACF1 Isoform-3 Proteins zu beobachten (Abb. 7.2.2.). Diese Beobachtung 

steht im Einklang mit bereits publizierten Effekten über eine Reorganisation von Mitochondrien nach 

DISC1 Überexpression (Millar et al., 2001). Interessanterweise konnte diese Reorganisation durch Zu-

gabe Mikrotubuli-depolymeriserender Chemikalien gestört werden (zur Übersicht: Stephens, 1969). 

Weiter vermuteten die Autoren einer weiteren Studie, dass DISC1 in einem Mikrotubuli-abhängigen 

Mechanismus mit den Mitochondrien assoziiert vorliegt (James et al., 2003). Ebenso wurde bereits eine 

Interaktion von DISC1 mit den Mikrotubuli Motorproteinen Dynein und Kinesin-1 postuliert (Kamiya 

et al., 2005). Übereinstimmend damit wurde durch eine Immunpräzipitation von MACF1 Isoform-3 in 

Glioma C6 Zellen und nachfolgender Maldi-TOF Analyse Dynein als Interaktionspartner gefunden (Da-

ten nicht gezeigt). MACF1 hat die Fähigkeit große Proteinkomplexe aufzubauen (Chen et al., 2006; Wu 

et al., 2008). Dies legt die Vermutung nahe, dass MACF1 Isoform-3 in einem Komplex vorliegt, wel-

cher eine Interaktion zwischen Mikrotubuli/DISC1/Mitochondrien stabilisiert. In der erwähnten MACF1 

Isoform-3 spezifischen Koimmunpräzipitation an Glioma C6 Zellen, konnte DISC1 als ein Protein von 

120 kDa präzipitiert werden. Für einige Isoformen des DISC1 Proteins wurden spezifische Lokalisatio-

nen innerhalb der Zelle gefunden (Übersicht in Ishizuka et al., 2006). Bisher wurde über diese bereits 

bekannte 120 kDa Isoform jedoch noch nichts hinsichtlich ihrer Funktion beschrieben.  

Aufgrund der Interaktion von MACF1 Isoform-3 und DISC1 ist denkbar, dass ein verändertes MACF1 

ebenfalls in die Pathogenese genetischer, neurodegenerativer Erkrankungen involviert ist. 
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6. Ein Modell der MACF1 Isoform-3 Funktionen. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen vielseitige Funktionen des MACF1 Isoform-3 Proteins 

innerhalb der Zelle. Durch seinen besonderen N-Terminus bindet das Protein an weitere Bindungspart-

ner wie DISC1, RhoA, Nesprin-3 und Chromatin. Durch Myristilierung kann es in der Plasmamembran 

verankert und somit in räumliche Nähe zu Bindungspartner gebracht werden. Externe Signale wie TGF-

ß und HGF können die Lokalisation und/oder die Funktion des MACF1 Isoform-3 Proteins modulieren. 

So könnte MACF1 Isoform-3 durch die Interaktion mit der Rho-GTPase RhoA in Zellwanderungspro-

zesse eingreifen.  

Durch eine Interaktion mit DISC1 lokalisiert MACF1 Isoform-3 an Mitochondrien. An der Kernhülle 

liegt MACF1 Isoform-3 assoziiert mit Nesprin-3 vor. Durch diese Interaktion können hier Mikrotubuli 

verankert und der Zellkern mit dem Zytoskelett verbunden werden. MACF1 Isoform-3 lokalisiert im 

Zellkern und kann mit Chromatin interagieren und diese möglicherweise mit dem Lamin-Netzwerk ver-

knüpfen. Die Ergebnisse, die im Rahmen dieser Arbeit erbracht wurden, sind in das unten dargestellte 

Modell integriert.  

 
Abb.1. Modell für die Funktionen des MACF1 Isoform-3 Proteins.  

Das Schema zeigt die Verankerung der MACF1 Isoform-3 (N-Terminus in Rot, CH2 Domäne in Gelb, Spektrinwiederholungen 

(SR) in Grau, MT bindende Domäne in Hellblau) an der Plasmamembran durch eine Myristilierung. Die Isoform-3 bindet direkt an 

den Frizzled/LRP5-6 Rezeptorkomplex und an ß-Catenin/Axin Komplex (Chen et al., 2006). Durch die Interaktion mit RhoA 

(Hellblau) könnte MACF1 Isoform-3 in die Migrationsprozesse eingreifen (Pfeile und Fragezeichen). MACF1 Isoform-3 interagiert 

mit DISC1 (Orange) im Zytoplasma und stabilisiert die Interaktion zwischen Mitochondrien/DISC1/MT. An der äußeren Kern-

membran verbinden Nesprin-1/-2 den Zellkern mit dem Aktin-Zytoskelett (Rot). Nesprin-3 verbindet durch seine Interaktion mit 

Plectin (Hellblau) das Imtermediärfilamentsystem (IF) und das Aktin-Zytoskelett mit dem Zellkern. Die Interaktion zwischen Sun1 

(Grün), Sun2 (Pink) und den KASH-Proteinen (Nesprin-1/-2-3) an der äußeren (ONM) und inneren Kernmembran (INM) sind 

dargestellt. Nesprin-3 interagiert mit MACF1 Isoform-3 und verknüpft so Mikrotubuli mit der äußeren Kernmembran. Isoform-3 

kann mit Chromatin interagieren und verankert diese möglicherweise mit Laminen. PNS: Perinukleärer Spalt; MTOC: Mikrotubuli 

organisierendes Zentrum. Fragezeichen deuten unbekannte Proteine oder hypothetische Interaktionen an. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Das Spektraplakin Familienmitglied MACF1 (Microtubule Actin Cross-linking Factor 1) ist ein großes 

(620-800 kDa) Multidomänenprotein, welches Mikrofilamente und Mikrotubuli quervernetzt. Das 

MACF1 Gen kodiert für verschiedene alternativ gespleißte Isoformen, die in Größe, Länge und Domä-

nenkomposition variieren. MACF1 Isoform-3 weist einen ungewöhnlichen N-Terminus auf, der auf 

neue Funktionen schließen lässt. Dieser ist aus einem einzigartig hoch konservierten 35 kDa N-

Terminus aufgebaut, der direkt an die zweite Hälfte der Aktin-bindenden Domäne fusioniert ist. Die 

transiente Expression dieses N-Terminus inhibiert die Signaltransduktion der Rho-GTPasen. Durch die 

Verwendung des Hefe-Zwei-Hybrid Systems und Expressionsstudien konnte eine Interaktion mit dem 

Zytoskelettmodulator RhoA gezeigt werden. 

Immunfluoreszenzstudien mit einem neu generierten polyklonalen MACF1 Isoform-3 Antikörper zeig-

ten eine ungewöhnliche Lokalisierung um und innerhalb des Nukleus in verschiedenen Zelllinien und 

Geweben zusätzlich zu der gut charakterisierten Mikrotubuli Lokalisation. Permeabilisationassays mit 

Digitonin wiesen auf die Lokalisation von MACF1 Isoform-3 an der äußeren Kernhülle hin. Dort kolo-

kalisiert MACF1 mit Nesprinen. Nesprine sind integrale Membranproteine der äußeren Kernhülle, die 

den Zellkern mit dem Zytoskelett verbinden. Durch GST-Proteininteraktions-, Immunpräzipitations-, 

Hefe-Zwei-Hybrid- und Expressionsstudien konnte eine Interaktion von MACF1 Isoform-3 mit Nesp-

rin-3 gezeigt werden. Weiterhin deuten die Ergebnisse an, dass durch diese Interaktion MACF1 Iso-

form-3 Mikrotubuli an die Kernhülle transloziert und dort stabilisiert. Während der Mitose lokalisiert 

MACF1 Isoform-3 entlang der mitotischen Spindel. Durch Chromatin Immunpräzipitation und Expres-

sionsstudien konnte eine neue Assoziation mit Chromatin und Laminen für MACF1 Proteine gezeigt 

werden.  

Weiterhin konnten erste Belege für Umlagerungen von MACF1 Isoform-3 gezeigt werden. Durch Zu-

gabe von Wachstumsfaktoren (Wnt-3, HGF und TGFß) sowie durch Serumsentzung und Zugabe von 

Calzium-Ionen konnte in Immunfluoreszenzstudien die subzelluläre Verteilung von MACF1 Isoform-3 

beeinflusst werden, wobei MACF1 Isoform-3 nach Serumentzug mit Mitochondrien kolokalisierte. Ein 

möglicher Interaktionspartner an den Mitochondrien ist DISC1 (Disrupted in Schizophrenia 1), das als 

high risk gene für die Entstehung von Schizophrenie gilt. Durch Hefe-Zwei-Hybrid (Carmago et al., 

2006) Immunpräzipitations- und Expressionsstudien wurde eine Interaktion mit MACF1 Isoform-3 

nachgewiesen. Diese Daten deuten an, dass MACF1 Isoform-3 eine mögliche Funktion in der Entste-

hung von Schizophrenie besitzt. Wir stellen daher die Hypothese auf, dass MACF1 Isoform-3 eine 

wichtige Rolle in der Migration und Proliferation von Zellen ausübt und hierbei in die RhoA- und Wnt 

Signaltransduktion involviert ist. 
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ABSTRACT 

MACF1 (Microtubule Actin Cross-linking Factor 1, 620-800 kDa) is a multidomain protein that asso-

ciates with microfilaments and microtubules. The MACF1 gene encodes several alternatively spliced 

transcripts, which differ in length, domain composition and their expression pattern. In particular, 

MACF1 isoform-3 shows an unusual N-terminus, which suggests novel functions. It is composed of a 

unique and highly conserved 35 kDa segment that is fused to the second half of the actin-binding do-

main, which when overexpressed inhibits Rho-GTPase signalling. Using the yeast two hybrid and trans-

fection assays we document an isoform-3 functional association with the cytoskeleton modulator RhoA.  

By employing a specific antibody against isoform-3, we reveal for the endogenous MACF1 protein an 

unusual localization pattern in and around the nucleus in various cell lines and tissues, in addition to its 

well-characterized microtubule-network pattern. Utilizing selective plasmamembrane permeabilization 

assays we demonstrate the presence of the MACF1 isoform-3 at the outer nuclear envelope, where it 

colocalizes with Nesprins. Nesprins are specific integral nuclear envelope proteins that facilitate the 

integration of the nuclear surface with the surrounding cytoskeleton. Using GST-pulldown, immunopre-

cipitation and colocalization studies, we demonstrate the association of the MACF1 N-terminus with 

Nesprin-3. Furthermore our results suggest that MACF1 isoform-3 tethers and stabilizes microtubules at 

the nuclear envelope. During mitosis, however, MACF1 isoform-3 localizes at the mitotic spindle appa-

ratus. Using chromatin immunoprecipitation and transfection assays, we document novel nuclear func-

tions for MACF1 that include associations with chromatin and the nuclear lamina. 

We provide compelling evidence underlining the dynamic nature of the MACF1 molecule. In particular, 

we show that its subcellular localization is influenced by serum starvation, calcium-ions, Wnt-3, TGF-ß 

and HGF growth factors treatment. Strikingly, upon serum starvation MACF1 isoform-3 colocalized 

with mitochondria. By performing immunoprecipitation and transfection studies, we identify the high 

risk gene for schizophrenia DISC1 (Disrupted in Schizophrenia 1), a well described mitochondria bind-

ing protein, as a novel functional binding partner for MACF1 isoform-3. These results suggest a poten-

tial role for MACF1 isoform-3 in the schizophrenia pathogenesis. In summary our data suggest novel 

and multiple functions for MACF1 isoform-3 in cellular architecture and the Wnt- and RhoA-signalling 

pathways. 
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