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1 Einleitung 

Das Gehirn ist ein faszinierendes Organ, gekennzeichnet durch die ebenso komplexe wie strukturierte Vernetzung 

von neuronalen Zellen, deren Kommunikation durch extrazelluläre Mediatoren und andere Zelltypen moduliert wird 

(2). Doch dieses System ist vulnerabel. Zahlreiche Erkrankungen sowie Traumata gehen mit dem Verlust von 

Neuronen und neuronalen Verbindungen, der Bildung von Narben und langfristigen Defiziten einher (3–6). 

Neuroregeneration auf der Basis von neuronaler Plastizität ist bisher fast ausschließlich durch langfristige 

Trainingsprozesse (neurokognitives Training, Ergotherapie, Physiotherapie, Logopädie etc.), jedoch nicht wesentlich 

medikamentös beeinflussbar (s. Kapitel 1.5) (7,8).  

Die Prozesse der Regeneration überschneiden sich dabei in zahlreichen Punkten mit denen der Generation, also der 

primären Entwicklung neuronaler Netzwerke (9). Während der embryonalen Entwicklung sind Neurone noch in der 

Lage, zelluläre Fortsätze auszubilden, diese gerichtet auswachsen zu lassen und zielgenau Verknüpfungen auszubilden 

(s. Kapitel 1.4) – Prozesse, welche nach der Schädigung ausgereifter neuronaler Netzwerke nur unzureichend gelingen 

(5,6,9). 

Die Untersuchung von Proteinen, welche während der Entwicklung und der Regeneration verändert exprimiert werden 

und an der Bildung, Erhaltung und Plastizität von neuronalen Ausläufern beteiligt sind, ist einer der möglichen 

Zugangswege zu diesem Forschungsthema. Zu diesen Proteinen gerhören die Plasticity Related Genes (PRGs) (s. 

Kapitel 1.1). Der erste Vertreter dieser Gruppe, PRG1, wurde auf der Suche nach Proteinen entdeckt, welche im 

Rattengehirn nach einer hippocampalen Läsion (Inzision zwischen dem entorhinalen Kortex und dem Hippocampus) 

in der primären Phase der posttraumatischen Regeneration in der lädierten Region vermehrt exprimiert werden (10). 

Mit der Entdeckung dieser Proteinklasse begann die Suche nach den zugrundeliegenden zellulären Mechanismen, 

mithilfe welcher die fünf PRGs die Regeneration und die Entwicklung neuronaler Netzwerke beeinflussen (s. Kapitel 

1.3). Da PRG1 eine gewisse strukturelle Ähnlichkeit zu einer bekannten Proteinklasse, den Lipid Phosphat 

Phosphatasen (LPPs), besitzt, wurde vermutet, dass auch PRG1 in der Lage ist, in den Lipidstoffwechsel einzugreifen 

(10). Allerdings lassen Aminosäuremutationen in den drei in LPPs streng konservierten katalytischen Domänen eine 

katalytische Ektophosphatase-Aktivität der PRGs sehr unwahrscheinlich erscheinen (11). Die Interaktion mit dem 

Lipidphosphatmetabolismus bzw. den von Lipidphosphaten induzierten Signalwegen erfolgt somit vermutlich auf 

andere Weise (s. Kapitel 1.3). 

Da das Gehirn neben Fettgewebe das Gewebe mit den höchsten Anteilen an Fett ist, ist gerade in diesem Organsystem 

die Modulation des Lipidstoffwechsels und die Dysregulation desselben unter pathologischen Umständen von 

besonderem Interesse (12). Lipide sind dabei nicht nur Baustoffe von Zellmembranen, sondern auch bioaktive 

Signalmoleküle (s. Kapitel 1.2). Interaktionen von Membranproteinen mit Lipiden mit der Folge der Kopplung der 

Membran an das intrazelluläre Zytoskelett sind von grundlegender Bedeutung für die Ausbildung der jeweils 

spezifischen Zellmorphologie (13–15). Insbesondere im zentralen Nervensystem zeichnen sich die Zellen durch eine 

hohe Vielfalt und einen hohen Differenzierungsgrad ihrer zellulären Fortsätze aus (15,16). 

Eine Unterform von bioaktiven Lipidphosphaten, welche über die Bindung an spezifische Rezeptoren sowohl während 

der Entwicklung als auch im Rahmen pathologischer Prozessen innerhalb des Nervensystems u.a. die Morphologie 

von zellulären Ausläufern beeinflussen, sind Lysophosphatidsäuren (LPA) (17–19) (s. Kapitel 1.2). Während bei 

niedrigeren LPA-Konzentrationen (im nM Bereich) LPA zu einer Abwendung des Wachstumskegels neuronaler 
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Vorläuferzellen fort von der LPA-Quelle führt, induzieren (pathologisch) hohe LPA-Konzentrationen (im µM 

Bereich) den Kollaps von Wachstumskegeln und Neuritenretraktion (s. Kapitel 1.4 und 1.5). Anstatt axonale 

Wachstumskegel gerichtet zu leiten (wie es in der Entwicklung der Fall ist) (20), scheinen infolge von Neurotraumata 

pathologisch erhöhte LPA Konzentrationen die Regeneration zu hemmen, indem regenerierende axonale 

Wachstumskegel am Auswachsen gehindert werden und somit die erneute Verbindung diskonnektierter 

Gehirnregionen gestört wird (17–19,21).  

PRGs scheinen in der Lage zu sein, Auswirkungen von LPA sowohl bei niedrigen Konzentrationen während der 

Entwicklung (20) als auch bei hohen Konzentrationen (10,22–24) zu modulieren. Ein besseres Verständnis des durch 

PRGs in der Interaktion mit LPA hervorgerufenen Phänotyps und der zugrundeliegenden Signalwege könnte das 

Verständnis über die Vorgänge der Neuroregeneration und -entwicklung verbessern und den Weg bahnen für die 

Entwicklung neuer Therapien verschiedenster Erkrankungen des zentralen Nervensystems. 

1.1 Plasticity Related Genes (PRGs) – wirbeltierspezifische Proteine des zentralen Nervensystems 

Bei den Plasticity Related Genes (PRGs) handelt es sich um eine Gruppe von fünf wirbeltierspezifischen Proteinen, 

welche vorwiegend im Gehirn exprimiert werden und an der Ausbildung, Differenzierung und Stabilisierung 

neuronaler Ausläufer beteiligt sind (25–27). 

1.1.1 Struktur 

Bei den PRGs handelt es sich um Transmembranproteine mit sechs Transmembrandomänen und einem 

intrazellulärem N- und C-Terminus (10,25) (s. Abbildung 1). Während die C-terminale Aminosäurekette von PRG1 

und -2 mit über 400 Aminosäuren sehr lang ist, weisen PRG3, -4 und -5 eher kurze Ketten von etwa 50 Aminosäuren 

auf (25). Trotz der gravierend unterschiedlichen Gesamtlänge liegen auch innerhalb des C-Terminus Areale hoher 

Übereinstimmung inklusive einer kurzen Sequenz mit positiven und hydrophoben Aminosäuren, einem (geladenen) 

Prolin-reichen Motiv und einem Cluster von phosphorylierbaren Aminosäuren vor (25). PRG2 besitzt mit einer 

Aneinanderreihung von 20 Glutaminsäuren im C-Terminus eine Besonderheit (28). 

 

Abbildung 1: Struktur der PRGs: Die PRGs sind Transmembranproteine mit intrazellulärem N- und C-Terminus. Sie variieren 

insbesondere in Länge und Sequenz der intrazellulären C-terminalen Kette. Eingezeichnet sind die (von LPPs abgeleiteten) 

Regionen C1-C3 in der zweiten und dritten extrazellulären Schleife sowie eine (ebenfalls in LPPs vorkommende) N-

Glykosylierungsstelle zwischen C1 und C3. C1-C3: Regionen, mit welchen LPPs ihre katalytische Aktivität entfalten. N: N-

Glykosylierungsstelle. E: Abschnitt mit 20 Glutamat(E)-Aminosäuren. C: mutmaßlich Calmodulin bindender Abschnitt (s. 

(25,29,30)). PRGs: Plasticity Related Genes. LPPs: Lipidphosphat-Phosphatasen. Die Abbildung wurde erstellt in Anlehnung an 

(25,31) sowie mithilfe eines selbsterstellten Alignments von PRG1 bis -5 mittels Uniprot. Abbildung erstellt mit BioRender.com 

 

Aufgrund von strukturellen Ähnlichkeiten zu den Lipidphosphat-Phosphatasen (LPPs) gehören die PRGs zur Familie 

der Lipid-Phosphotransferasen (LPT) (25). Trotz der Ähnlichkeiten liegen jedoch wesentliche Unterschiede 
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insbesondere in den extrazellulären Arealen vor, welche essentiell für die Phosphatase-Aktivität anderer Vertreter der 

LPT-Familie sind (11,32) (s. Abbildung 1 und Abbildung 2). Mithilfe ihrer drei hochgradig konservierten 

enzymatischen Domänen C1-C3 spalten LPPs die Phosphatgruppe von Phospholipiden wie Lysophosphatidsäuren 

(LPA) mittels Hydrolyse ab (31,32). Aufgrund von Mutationen, die PRGs in diesen essentiellen Bereichen aufweisen, 

ist eine katalytische Aktivität auf ähnliche Weise sehr unwahrscheinlich (11,32). Eine Interaktion mit dem 

Lipidphosphatmetabolismus erfolgt somit vermutlich auf andere Art und Weise (s. Kapitel 1.3). 

 C1 C2 C3 

Phosphatasen 

 

rPRG4 (Q6W5G4) 

rPRG5 (A0A8I5ZVX2) 

rPRG3 (F1LR11) 

rPRG1 (Q7TMB7) 

rPRG2 (Q7TMB0) 

SXXXTXXXKXXXXXXRXKXXXXXRP 

 

TTIFANAGQVVTGNPTPHFLSVCRP 

TDIFVNAGQVVTGNLAPHFLALCKP 

TDIFVNAGQVVTGHLTPYFLTVCQP 

TALITDIIQLATGYQAPYFLTVCKP 

TALVTDVIQLATGYHTPFFLTVCKP 

XSGH 

 

PCKD 

PSKE 

PSKH 

PSQH 

PSQH 

SRXXXXXHXXXD 

 

VRVAEYRNHWSD 

NRVAEYRNHWSD 

NRVSEYRNHCSD 

TRITQYKNHPVD 

TQITQYRSHPVD 

Abbildung 2: Die katalytischen Domänen C1-C3 in PRGs versus LPPs: Die in LPPs hochgradig konservierten katalytischen 

Domänen C1-C3 (s. Phosphatasen) sind in PRGs mutiert, sodass eine katalytische Aktivität auf demselben biochemischen Weg als 

sehr unwahrscheinlich gilt. C1/2/3: katalytische Domänen der Phosphatasen.  Grün: wichtige Aminosäuren in Referenzsequenz. 

Gelb: Mutationen zu Aminosäuren, welche nicht zwangsläufig die katalytische Aktivität blockieren (vgl. Abb. 1 (25)). Rot: 

Mutationen zu Aminosäuren, welche die Funktion der Referenzaminosäuren nicht erfüllen können (vgl. Abb. 1 (25)). Blau: 

unbekannter Schweregrad der Einschränkung der Funktion. r: Ratte. Abbildung kreiert nach (11,25,31,32) sowie mithilfe eines 

selbsterstellten Alignment der Sequenzen mittels Uniprot (verwendete Uniprot-IDs in Klammern) 

 

Neben der Bezeichnung als Plasticity Related Genes (PRGs) finden sich in der Literatur auch andere, abweichende 

Bezeichnungen entsprechend ihrer Zusammengehörigkeit zu den LPTs: Insbesondere geläufig ist die Bezeichnung als 

PLP(P)R(P)s/LPPR(P)s (Phospholipid/Lipid phosphate/Lysophosphatidate phosphatase related proteins) (s. Anhang, 

Tabelle 37) (25). 

1.1.2 Subzelluläre Lokalisation 

Als Membranproteine sind alle PRGs außer PRG4 soweit bekannt sowohl in intrazellulären Membranen als auch in 

der Plasmamembran von neuronalen und nichtneuronalen Zellen (im Rahmen von Überexpression und/oder 

natürlicher, basaler Expression) lokalisiert (25). Da PRG3 und -5 an der Ausbildung der zellulären Ausläufer von 

nichtneuronalen Zellen sowie neuronalen Vorläuferzellen (hier genannt: Filopodien) beteiligt sind und in diesen 

lokalisiert sind (23,33–35), ist eine Lokalisation in der Plasmamembran hier deutlicher nachweisbar als für PRG1 und 

-2 (22,30). Es wurde bisher erst einmalig die Plasmamembranlokalisation mithilfe eines Membranmarkers und zwar 

für PRG3 sicher nachgewiesen (34). Für die anderen Proteine handelt es sich bei der Behauptung einer Lokalisation 

in der Plasmamembran um eine begründete Annahme aufgrund von Struktur und Nachweis in Filopodien. PRG4 ist 

das einzige Protein der Gruppe, welches nicht in der Plasmamembran lokalisiert zu sein scheint (28,33,35). 

In differenzierten Neuronen zeigen sich unterschiedliche Lokalisationen der verschiedenen PRGs: PRG2 (28) und -3 

(34) finden sich insbesondere axonal, während PRG1 (26) und -5 (36) sich insbesondere in Dendriten und den davon 

ausgehenden Spines befinden. 

Interaktionen zwischen PRGs (im Sinne Heteromultimerisation, evtl. auch Homodimerisation), die sich in ihrer 

Funktion abwechseln/ergänzen/multiplizieren, werden angenommen (wie für PRG3 mit PRG1, -2 und -5) (28,37). 

Für die Funktionalität der PRGs scheint zum einen die Lokalisierung an der Plasmamembran (, welche durch Co-

Expression verstärkt werden kann (28,37)) und zum anderen der C-Terminus eine wichtige Rolle zu spielen (25,35). 
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1.1.3 Expressionsmuster 

Obwohl auch in anderen Geweben wie zum Beispiel Hoden, Herz und Lunge (10,23,32,34,36,38) sowie peripherem 

Nervensystem (32,39) eine mRNA-Expression der Prgs nachgewiesen werden konnte, hat sich die Forschung bisher 

auf die Funktion der PRGs im zentralen Nervensystem und hier vorwiegend auf neuronale Zellen fokussiert. 

Die mRNA-Expression von Prgs im Gehirn beginnt in frühen embryonalen Stadien, wobei die Expressionsmuster 

zwischen den Prgs variieren und sich zu ergänzen scheinen (25,33,34,36). Prg2 zeigt bereits zu frühen embryonalen 

Stadien ein hohes Expressionsniveau (Höhepunkt ca. E19 (Embryonaltag 19)), Prg3 folgt gleich darauf (Höhepunkt 

ca. P0 (Tag 0 post partum (nach der Geburt)) (33,34). Dahingegen zeigen Prg1 und -5 hohe Expressionslevel 

insbesondere in den frühen postnatalen Stadien (Prg5 Höhepunkt ca. P5, Prg1 ca. P10) und Prg4 zeigt kontinuierlich 

hohe Expressionslevel während Embryonal- und Postnatalentwicklung (33,36). 

Innerhalb des zentralen Nervensystems wurde bisher fast ausschließlich die Funktion in (exzitatorischen) 

Neuronen/neuronalen Vorläuferzellen des Gehirns untersucht. Dabei werden Prgs nicht nur in neuronalen Zellen, 

sondern auch in variierendem Maße in Astrozyten und (insbesondere unreifen) Oligodendrozyten sowie in geringem 

Maße auch in Mikroglia exprimiert, wobei ihre Bedeutung in diesen Zelltypen noch größtenteils unbekannt ist 

(33,34,36). 

Auch in verschiedenen, nicht nur gehirnspezifischen Krebsentitäten wurden Abweichungen der Prg-Expression 

teilweise mit prognostischer Bedeutung gefunden, wobei die Pathophysiologie größtenteils noch unklar ist (40–45). 

1.2 Lysophosphatidsäuren (LPA) – multifunktionale bioaktive Phospholipide 

Phospholipide sind bekannt als essentielle Bestandteile der Zellmembran (46), doch fungieren sie nicht nur als 

Baustoff, sondern auch als Botenstoff. Lysophosphatidsäuren (LPA) sind biologisch aktive Phospholipide, welche 

multiple Funktionen in Physiologie und Pathologie besitzen (17–19).  

1.2.1 Struktur 

LPA besitzen ein Glycerol-Grundgerüst, eine Phosphatgruppe mit freier Hydroxygruppe und eine längere Acylgruppe 

(Fettsäure) (47). Es kommen verschiedene LPA-Spezies vor, welche sich in der Position der Acylkette an der sn-1-

oder sn-2-Position und in der Länge und Sättigung der Bindungen der Acylkette unterscheiden (47). Besonders häufig 

kommen bestimmte gesättigte (18:0/16:0) und ungesättigte (18:1, 20:4) Fettsäureketten innerhalb des LPA-Moleküls 

vor (47) (s. Abbildung 3). Es bestehen Unterschiede bezüglich der biologischen Funktion und 

Rezeptorbindungsaffinität zwischen den verschiedenen LPA-Spezies (48–51). Im Blut (und auch in den meisten 

experimentellen Versuchsbedingungen) ist LPA an Albumin gebunden, was ebenfalls die Bindungsaffinität zu 

Rezeptoren beeinflussen kann (Albumin stört etwa die Bindung von LPA an LPA3 (52)). 
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Abbildung 3: Die häufigsten LPA-Spezies  (47): Abbildung erstellt in Anlehnung an die Strukturdarstellung durch PubChem 

(53,54). Abbildung erstellt mit BioRender.com 

 

1.2.2 Metabolismus 

Der Synthese von LPA dienen verschiedene Enzyme, wobei das sezernierte Enzym ATX (Autotaxin) als 

hauptsächlicher Produzent extrazellulärer LPA dient (17,19,55) (s. Abbildung 4). Die Konzentration von LPA in 

Körperflüssigkeiten variiert von 0.1-1 μM und kann im Serum (v.a. infolge einer Ausschüttung durch Thrombozyten 

(56)) auch bei Werten über 10 μM liegen (57,58). Im adulten, nicht lädierten (Ratten-)Gehirn wird ATX in 

Oligodendrozyten und ihren Vorläufern, Zellen des Choroidplexus und leptomeningealen Zellen exprimiert, unter 

pathologischen Bedingungen exprimieren auch andere Zelltypen wie z.B. aktivierte Astrozyten ATX (21). Es konnte 

gezeigt werden, dass Autotaxin (=ENPP2 (Ectonucleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase)) im Gegensatz zu 

dem verwandten Protein ENPP1 kein Transmembranprotein ist, sondern erst über Sekretion extrazellulär wirksam 

wird (59). Die Bindung von LPA an LPA-Rezeptoren kann eine vermehrte Synthese von LPA im Sinne einer positiven 

Rückkopplung bedingen (49). 

Der Abbau von LPA erfolgt hauptsächlich durch LPPs (Lipidphosphat-Phosphatasen), Ektophosphatasen, die in der 

Lage sind, Lipidphosphate zu dephosphorylieren (31,60). Auch die entstehenden Abbauprodukte (Monacylglycerol 

(MAG) und in der Folge auch dessen Abbauprodukte) sind biologisch aktiv und können z.B. an 

Cannabinoidrezeptoren binden, soweit sie extrazellulär vorliegen (61). 
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Abbildung 4: LPA-Metabolismus: LPA werden vornehmlich extrazellulär durch ATX, ein sezerniertes Enzym, synthetisiert. Es 

bestehen jedoch auch alternative Synthesewege, u.a. durch die Phospholipasen A1/A2. Extrazelluläre LPA können u.a. an sechs 

G-Protein gekoppelte Rezeptoren binden und somit zahlreiche intrazelluläre Signalwege beeinflussen. Durch LPPs werden LPA 

zu MAG abgebaut, welches wiederum an Cannabinoid-Rezeptoren binden kann. PL: Phospholipide. LPC: Lysophosphatidylcholin. 

PA: Phosphatidsäuren. PLA1/2: Phospholipase A1/A2. ATX: Autotaxin. LPA: Lysophosphatidsäuren. LPA1-6: LPA-Rezeptoren 1-

6. G: G-Protein. RhoA: RhoA-Protein. PLC: Phospholipase C. Ras: Ras-Proteine. PI3K: Phosphoinosid-3 Kinase. AC: 

Adenylylcyclase. LPP: Lipidphosphat-Phosphatase. CB1/2: Cannabinoidrezeptoren 1/2. MAG: Monoacylglycerol. PPARγ: 

Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor Gamma. Abbildung angelehnt an (17,19,61). Abbildung erstellt mit Biorender.com 

 

1.2.3 Interaktion mit Rezeptoren in der Plasmamembran 

Extrazelluläre LPA entfalten ihre Wirkung hauptsächlich über Bindung an die sechs G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

LPA1-6, aber auch über die Bindung an andere G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sowie weitere atypische Rezeptoren 

(17) (s. Abbildung 4). Inwiefern auch nach intrazellulär aufgenommene / intrazellulär synthetisierte LPA funktionell 

bedeutsam sind, ist noch nicht vollständig verstanden. Sie scheinen zum einen als Bauprodukt für andere 

Phospholipide/Glycerolipide zu dienen (17) als auch als Ligand den Transkriptionsfaktor PPARγ zu aktivieren (62). 

Je nachdem, welche LPA-Rezeptoren auf einer Zelle exprimiert werden, werden verschiedene zelluläre Antworten 

durch LPA als Liganden ausgelöst (63). Diese Reaktionen reichen von Veränderungen basaler zellulärer Prozesse wie 

Proliferation, Überleben und Migration bis hin zu der Beeinflussung spezifischer Funktionen in differenzierten Zellen 

(17,19,57,58,64,65). 

U.a. hat LPA Einfluss auf das (Re-)Arrangement des Zytoskeletts im Rahmen der Zellteilung, Migration und der 

Genese von Zellausläufern wie den Neuriten (64). In neuronalen Zellen wird je nach induziertem Signalweg 

Neuritenretraktion, Neuritenverzweigung und/oder Neuritenpolarisierung durch LPA im Rahmen eines komplexen 

Zusammenspiels von Aktindepolymerisation und -polymerisation induziert (63,64,66). Dabei werden scheinbar 

gegensätzliche Funktionen wie Neuritenretraktion und Neuritenauswachsen (67) durch verschiedene Rezeptoren und 
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Signalwege induziert (63,68). Die Neuritenretraktion ist dabei vermutlich hauptsächlich auf den RhoA-ROCK-

Signalweg (RhoA Protein, RhoA-assoziierte Protein-Kinase) zurückzuführen (69). Alle LPA-Rezeptoren außer LPA3 

scheinen an der Retraktion von Neuriten und an dem Kollaps von Wachstumskegeln beteiligt zu sein, wobei die 

Funktion redundant durch verschiedene Rezeptoren induziert wird und auch andere Rezeptoren als die klassischen 

sechs eine Rolle zu spielen scheinen (25,63,65,70). So reagieren etwa retinale Ganglienzellen mit einem KO 

(Knockout) von Lpar1-3 weiterhin mit Wachstumskegelkollaps und Neuritenretraktion auf LPA (71). LPA3 scheint 

im Gegensatz dazu an dem Wachstum und der Verzweigung von Neuriten beteiligt zu sein (63). 

1.3 Mögliche Interaktionen von PRGs mit LPA 

Im folgenden Abschnitt werde ich die bisherigen Erkenntnisse zu der Interaktion von PRGs mit den 

Lysophosphatidsäuren beleuchten. Wie dargestellt, ist davon auszugehen, dass PRGs ihre Wirkung zumindest 

teilweise über eine Interaktion mit bioaktiven Phospholipiden wie den LPA entfalten (s.o.). 

1.3.1 Ebenen möglicher Interaktion 

Bis heute ist nur ansatzweise verstanden, wie die Interaktion von PRGs mit LPA im Detail funktioniert. Nachdem 

eine Ektophosphatase-Aktivität ähnlich den LPPs für unwahrscheinlich gehalten wurde, eröffneten sich zahlreiche 

Möglichkeiten der Interaktion. In diesem Zusammenhang ist erwähnenswert, dass auch LPPs Wirkungen abseits der 

direkten katalytischen Aktivität zugeschrieben werden, wobei diese noch nicht im Detail verstanden sind (31,72). 

Es sind verschiedene Ebenen der Interaktion zwischen PRGs und LPA denkbar. Diese lassen sich auf zwei Arten 

kategorisieren: Erstens lassen sich Interaktionen mit dem LPA-Metabolismus von der Interaktion mit LPA-induzierten 

Signalwegen unterscheiden. Zweitens lassen sich die möglichen Verbindungen örtlich klassifizieren: extrazelluläre 

Ebene versus Membranebene versus intrazelluläre Ebene (s. Abbildung 5). 
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Abbildung 5: Ebenen möglicher Interaktion von PRGs mit LPA: Pfeilfarben: blau (→): extrazelluläre Ebene, grün (→): 

Membranebene, pink (→): intrazelluläre Ebene (inklusive Transport zwischen verschiedenen Organellen (angedeutet mit zweiter 

Membran). ATX: Autotaxin. LPA: Lysophosphatidsäuren. LPP: Lipidphosphat-Phosphatasen. MAG: Monoacylglycerol. LPA1-6: 

LPA-Rezeptoren. PLA: Phospholipasen A1/A2. Abbildung erstellt in Anlehnung an (25,27). Abbildung erstellt mit Biorender.com 

 

1.3.2 Interaktion mit dem LPA-Metabolismus 

Eine Interaktion mit dem LPA-Metabolismus ist sowohl für das extrazelluläre als auch das intrazelluläre 

Kompartiment vorstellbar. 

Beeinflussung der LPA-Synthese 

Eine Beeinflussung des LPA-Metabolismus schließt eine Beeinflussung der LPA-Synthese ein. Denkbar wäre eine 

Protein-Protein-Interaktion von PRGs mit LPA-synthetisierenden Enzymen wie ATX oder PLA1/2. Diese 

Möglichkeit wurde bisher nicht untersucht. 

Beeinflussung der LPA-Degradation 

Im Fokus der Untersuchungen stand stattdessen kurz nach der Entdeckung der PRGs die Möglichkeit, dass PRGs 

ebenso wie die verwandten LPPs in der Lage sein könnten, Phospholipide zu dephosphorylieren (10). Experimentell 

wurden hierzu widersprüchliche Resultate für PRG1 erhoben: Während in zwei Studien erhöhte Spiegel von 

Monoacylglycerol, einem Degradationsprodukt von LPA, in PRG1-überexprimierenden Zellen gefunden wurden 

(10,73), konnte dies in einem ähnlichen Versuchsaufbau durch eine andere Arbeitsgruppe nicht bestätigt werden (11). 

Auch die Aminosäuremutationen in den katalytischen Einheiten C1-3 (s.o.) sprechen gegen eine Ektophosphatase-

Aktivität (11,25) (s. 1.1.1). Daraus resultiert die in der Literatur breit vertretene Einschätzung, dass PRGs nicht zur 

Dephosphorylierung in der Lage sind (25), wobei dies bisher einzig für PRG3 experimentell widerlegt wurde (73). 
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Neben einer direkten Ektophosphatase-Aktivität wäre denkbar, dass PRGs indirekt zur Degradation von LPA 

beitragen, z.B. im Sinne einer Interaktion mit LPPs. 

Beeinflussung der LPA-Lokalisation (Transport) 

Ein weiterer Mechanismus einer möglichen Interaktion mit dem LPA-Stoffwechsel ist der Transport von LPA 

zwischen Kompartimenten. 

Für PRG1 wurde gezeigt, dass die Aufnahme von extrazellulären, fluoreszierenden LPA nach intrazellulär in Prg1-

KO Neuronen verringert ist (26). In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass eine bestimmte SNP-Variante 

(Single Nucleotide Polymorphism) von Prg1, welche auch beim Menschen vorkommt und mit einem 

Glykosylierungsdefekt einhergeht, ebenfalls mit einer verringerten Aufnahme von LPA (im Vergleich zum Prg1 

Wildtyp) in stabil die jeweiligen Proteine überexprimierenden (HEK293-) Zelllinien assoziiert ist (74). Für andere 

PRGs wurde dieser Mechanismus bisher nicht untersucht. 

Wie genau der Transport über die Membran geschieht, ob z.B. PRG1 (evtl. in Komplexen mit weiteren Proteinen) 

selbst als Transporter fungiert oder indirekt andere Transporter aktiviert werden, ist unklar. Es ist vorstellbar, dass 

durch die Aufnahme von LPA in die Zelle die LPA-Spiegel im Extrazellularraum und damit die LPA, welche an LPA-

Rezeptoren binden könnten, reduziert werden. Somit könnte eine Aufnahme von LPA nach intrazellulär den Effekt 

von LPA an LPA-Rezeptoren vermindern (25,26). Es ist aber auch möglich, dass LPA intrazellulär wirksam werden. 

Ob tatsächlich eine vermehrte Aufnahme bei Überexpression oder nur eine verringerte bei Knockout vorhanden ist, 

wurde bisher nicht untersucht. Auch ist bisher unbekannt, was mit intrazellulären LPA passiert, ob sie zum Beispiel 

zu MAG abgebaut werden oder möglicherweise (z.B. ebenfalls durch PRGs) in andere Zellkompartimente 

transportiert werden. Nicht nur die Aufnahme von LPA, sondern auch die ihrer Abbauproduktes (MAG) scheint durch 

PRG1 verändert zu werden, wie durchflusszytometrische Untersuchungen zeigen (74). 

1.3.3 Interaktion mit LPA-induzierten Signalwegen 

Interaktion mit LPA-Rezeptoren 

Die Interaktion mit LPA-induzierten Signalwegen könnte ebenfalls auf verschiedenen Ebenen geschehen. Zunächst 

ist eine direkte Interaktion von PRGs mit benachbarten LPA-Rezeptoren in der Plasmamembran denkbar. Betrifft 

diese Interaktion nur einzelne LPA-Rezeptoren, könnte somit die LPA-Antwort auch in sich moduliert werden und 

nicht nur insgesamt verstärkt oder gehemmt werden. Bisher wurde diese Fragestellung nicht untersucht. 

Interaktion mit Proteinen und Lipiden abwärts der LPA-Rezeptoren 

Hingegen sind einige Untersuchungen bezüglich einer intrazellulären Interaktion von PRGs mit LPA-induzierten 

Signalwegen abwärts der Rezeptoren durchgeführt worden. Da PRGs auch LPA-unabhängige Effekte zu haben 

scheinen (22,25), ist dies ein vielversprechender Ansatz. 

Interaktion mit dem RhoA-ROCK Signalweg (G12/13) 

Mehrfach beschrieben ist eine Interaktion von PRGs mit dem RhoA-ROCK-Signalweg (22–24). Infolge einer 

Bindung von LPA an die LPA-Rezeptoren LPA1,2,4,5,6 und der anschließenden Aktivierung der heterotrimeren G-

Proteine G12/13 kommt es zu einer Aktivierung der kleinen GTPase RhoA und in der Folge über eine Aktivierung von 

ROCK (Rho-associated protein kinase) zu Veränderungen des Zytoskelettes, insbesondere zum 

Wachstumskegelkollaps, gefolgt von Neuritenretraktion bis hin zur Zellrundung (64,75,76). 

Die Aktivierung von RhoA unterliegt dabei einer Modulation durch GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factors) 

und GDIs (Guanine nucleotide Dissociation Inhibitors) (77). Für PRG3 ist beschrieben, dass es mit RhoGDI1 
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interagiert und mittels Stabilisierung der RhoA-RhoGDI1-Bindung die Translokation von RhoA(-GDP) zur 

Plasmamembran und die Aktivierung zu RhoA-GTP verzögert (24,37). Die Interaktion besteht auch nach Deletion 

der 43 c-terminalen Aminosäuren (24). Auch für PRG5 wurde beschrieben, dass eine Überexpression die LPA-

induzierte RhoA-Aktivierung reduziert (23). Ob auch PRG5 und andere PRGs mit RhoGDI interagieren, ist ungeklärt. 

Vermutlich in der Folge einer Hemmung des RhoA-Signalweges wurde eine reduzierte Phosphorylierung der 

Effektorproteine MLC (Myosin Light Chains) und MYPT1 (Myosin Phosphatase) in PRG3-überexprimierenden 

Zellen festgestellt (24). 

Eine weitere Gruppe an Effektorproteinen des RhoA-ROCK-Signalweges sind bestimmte Moleküle, welche das 

Zytoskelett an der Plasmamembran verankern, die sog. ERM (Ezrin, Radixin, Myosin) (24,78). Diese spielen u.a. bei 

der Abwendung des axonalen Wachstumskegels weg von Wachstumsinhibitoren wie Sema3A und LPA eine Rolle 

(20,79). Es ist beschrieben, dass PRG3 die Phosphorylierung dieser Proteine reduziert (24). Auch für PRG2 wurde 

eine Interaktion mit ERM-Molekülen berichtet, hier im Sinne einer direkten Interaktion mit Radixin (20).  Die 

Phosphorylierung und damit die Aktivierung von Radixin verstärkt hierbei die Bindung zu PRG2, welches wiederum 

die Phosphorylierung (im Gegensatz zu PRG3) zu unterstützen scheint (20). Infolge eines LPA-Stimulus kommt es 

somit zu einer verstärkten Bindung von PRG2 an Radixin und einer asymmetrischen Akkumulation von aktiviertem, 

phosphoryliertem Radixin im Wachstumskegel thalamokortikaler Neurone und damit zur Abwendung des 

Wachstumskegels weg von LPA-reichen Regionen (20). ERM-Moleküle sind nicht nur abwärts des RhoA-ROCK 

Signalweges zu finden, sondern auch an anderen Signalwegen beteiligt (s.u.). Während die ERM-Moleküle für eher 

leichtgradige Veränderungen des Zytoskelettes etwa im Rahmen der (LPA-induzierten) Wendung eines 

Wachstumskegels Bedeutung haben (20,79), sind sie nur eines von vielen Effektorproteinen des RhoA-ROCK-

Signalweges, welcher bei Aktivierung morphologische Veränderungen im Sinne einer Neuritenretraktion bis hin zum 

Zellkollaps induziert (s.o.). Deshalb sollten Phänomene einer Interaktion mit ERM auch separat vom RhoA-ROCK-

Signalweg betrachtet werden. 



1 Einleitung 

11 

 

 

Abbildung 6: Interaktion der PRGs mit dem RhoA-ROCK-Signalweg. Angelehnt an (64). Die PRG-Boxen markieren eine direkte 

Interaktion mittels Bindung (zB PRG3 - RhoGDI1), die Pfeile Auswirkungen der PRGs auf Aktivierungen/zelluläre Reaktionen bei 

Überexpression. PRG: Plasticity Related Gene. LPA1,2,4,5,6: LPA-Rezeptoren. G12/13: G Proteine. RhoGEF: Rho Guanine 

nucleotide Exchange Factors. RhoGDI1: Guanine Nucleotide Dissociation Inhibitor 1. RhoA: RhoA Protein. GDP/GTP: 

Guanosindi-/triphosphat. ROCK: Rho Kinase. ERM: Ezrin, Radixin, Moesin Proteinfamilie. GSK-3β: Glykogensynthase-Kinase 

3β. Tau: Tau Protein. P: Phosphorylierung. MLCK: Myosin-leichte-Ketten-Kinase. MYPT: Myosin Phosphatase. PIP5K: 

Phosphatidylinositol-4-phosphat 5-Kinase. PI(4)P: Phosphatidylinositol 4-phosphat. PIP2: Phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphate. PIP3: Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat. PTEN:  Phosphatase and Tensin homolog. GC: Growth Cone 

(Wachstumskegel). Membran-gebundene Proteine (z.B. RhoA-GTP) sind mit einem Membranausschnitt (in violett) dargestellt. 

Referenzen 1(64), 2(64), 3(77), 4(64,75,80), 5(78,81), 6(69), 7(24,64), 8(22,82), 9(83), 10(24), 11(22–24), 12(20), 13(20,24), 

14(24), 15(28), 16(28), 17(22,28), 18(10,22–24), 19(30,84), 20(20). Abbildung erstellt mit BioRender.com 

 

Interaktion mit dem Ras- und dem PI3K- Signalweg (Gi) 

Durch die Bindung von LPA an die LPA-Rezeptoren LPA1-4,6 werden via Gi-Aktivierung zum einen der Ras- und zum 

anderen der PI3K-Signalweg induziert (64). 

Es ist beschrieben, dass PRG3 den Ras-Signalweg mittels der Bindung an und der Aktivierung von RasGRF1 (Ras 

protein-specific guanine nucleotide-releasing factor 1) beeinflusst (22,40). Durch den Austausch von GDP mit GTP 

durch RasGRF1 wird Ras aktiviert und es kommt zu Signalkaskaden insbesondere durch die Aktivierung von MAPK 

(Mitogen-aktivierte Proteinkinasen) (64). Durch die Aktivierung von Ras durch PRG3 wird zum einen die 

Proliferation (in Gliom-Zelllinien) (40) und zum anderen das Auswachsen von Filopodien unterstützt (22). Durch die 

Reduzierung der Expression von RasGRF1 (mittels siRNA) konnte der Zuwachs an Neuritenlänge induziert durch 

PRG3-Überexpression von DIV2(Day in vitro 2)-kortikalen Neuronen auf das basale Niveau reduziert werden (ebd.).  

Die abwärts des Ras-Signalweges aktivierten MAPK spielen eine Rolle bei der Führung axonaler Wachstumskegel 

durch extrazelluläre Stimuli wie z.B. LPA (85). Die Aktivierung von Ras kommt durch ein komplexes Zusammenspiel 

von verschiedenen Proteinen (u.a. Grb/SOS), Tyrosinkinasen und evtl. G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (wie den 
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LPA-Rezeptoren) zustande (86). Essentiell für die Aktivierung von Ras ist dabei die enge Kooperation der 

verschiedenen Akteure an der Plasmamembran, wobei zum einen PIP3 als Ankermolekül (86,87) und zum anderen 

PIP2 gebundene, aktivierte ERM-Moleküle wichtige Rollen zukommen (88). Wie unten dargestellt, ist eine Interaktion 

von PRGs mit dem PIP-Stoffwechsel wahrscheinlich, sodass eine sekundäre Modulation der Ras-Aktivierung denkbar 

ist. Eine direkte Interaktion eines der ERM-Moleküle (nämlich Radixin) mit PRG2 ist bereits bekannt (s.o.), durch 

welche die Ras-vermittelte Wendung axonaler Wachstumskegel moduliert wird (20). 

Ebenfalls durch Gi aktiviert wird die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) (64). PI3K synthetisiert PIP3 

(Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat) aus PIP2 (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat) und aktiviert in der Folge 

den Rac1- und den Akt-Signalweg (64). Der PI3K-Akt-Signalweg dient u.a. der Ausbildung von axonalen Filopodien, 

den Vorläufern axonaler Verzweigungen (20,89). 

Eng mit dem RhoA-Signalweg verbunden ist der Rac1-Signalweg. Teilweise wird diesem Signalweg eine 

synergistische Wirkung (82) und teilweise eine antagonistische Wirkung (76) zugeschrieben. PRG3 scheint die 

Aktivierung von Rac1 zu reduzieren (24,84) – ebenfalls durch die Interaktion mit RhoGDI1, da dieses neben RhoA 

auch Rac1 bindet (24). Die lokalisierte Produktion von PIP2 durch die membrangebundene PIP5K 

(Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase type-1) sowie die Aktivierung und Lokalisation des Arp2/3-Komplexes 

(Actin-related Protein 2 und 3) sind in der Folge der gestörten Rac1-Aktivierung in PRG3-überexprimierenden Zellen 

gestört (24,84). Dazu passt das Ergebnis, dass die durch PRG3 induzierte Bildung von Filopodien unabhängig vom 

Arp2/3-Komplex (, welcher auch im Rahmen des Cdc42 (Cell division control 42) Signalweges aktiviert wird,) zu 

sein scheint (90). 

In der Folge einer Aktivierung von Akt (Proteinkinase B) kommt es u.a. zu der Aktivierung des mTOR-Signalweges 

(mechanistic Target Of Rapamycin) mit u.a. Phosphorylierung der S6-Kinase (64). Es ist beschrieben, dass PRG3 an 

mTOR bindet und die Phosphorylierung der S6-Kinase in PRG3-überexprimierenden Zellen (sowie bei der 

Koexpression von PRG3 mit PRG2,-1 und -5) erhöht ist (37). Dennoch scheint der Effekt von mTOR auf den durch 

PRG3 und -5 induzierten Phänotyp von untergeordneter Bedeutung zu sein (ebd.). Zudem ist bekannt, dass PRGs mit 

(negativen) Modulatoren des mTOR-Signalweges interagieren: Für PRG1 ist eine Interaktion mit PP2A (Protein 

Phosphatase 2A) (s.u.) (30,91), für PRG2 eine Interaktion mit PTEN beschrieben (28,92). Neben einer Induktion des 

mTOR-Signalweges führt die Aktivierung von Akt u.a. auch zu einer Inhibierung von dem Enzym GSK-3β (6,93), 

welches abwärts von RhoA an der Neuritenretraktion beteiligt ist (69). 
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Abbildung 7: Interaktion der PRGs mit dem Ras- und dem PI3K-Signalweg.  Angelehnt an (64). Die PRG-Boxen markieren 

direkte Interaktion mittels Bindung (z.B. PRG3 – RasGRF1), die Pfeile Auswirkungen der PRGs auf Aktivierungen/zelluläre 

Reaktionen bei Überexpression. PRG: Plasticity Related Gene. LPA1,2,3,4,6: LPA-Rezeptoren. Gi: Gi Proteine. PIP3: 

Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat. PIP2: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat. Grb/SOS: Grb2/SOS Komplex. GDP/GTP: 

Guanosindi/triphosphat. MAPK: Mitogen-aktivierte Proteinkinasen. PI3K: Phosphoinosid-3 Kinase. PTEN: Phosphatase and 

Tensin homolog. Akt: Proteinkinase B. mTOR: mechanistic Target Of Rapamycin. PP2A: Protein-Phosphatase 2. S6K: S6-Kinase. 

ERM: Ezrin, Radixin, Moesin Proteinklasse. PIP5K:  Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-Kinase. Arp2/3: Aktin Related Protein 

2/3 Komplex. Referenzen 1(64), 2(64,86–88), 3(87), 4(64), 5(64), 6(64), 7(80,82,94), 8(95), 9 (6,96), 10(91,96,97), 11(22,40), 

12(22,40), 13(24,84), 14(30), 15(84), 16(22), 17(22,25,28,36), 18(28,37), 19(25,36), 20(37), 21(37), 22(40), 

23(22,23,25,28,30,36,73), 24(20), 25(10,22–24), 26(22,23,25,28,30,36,73). Abbildung erstellt mit BioRender.com 

 

Interaktion mit dem PIP-Metabolismus 

Phosphatidylinositole (PIPs) sind als polare Lipide Bestandteil zellulärer Membranen, interagieren mit 

Membranproteinen und Bestandteilen des Zytoskeletts und dienen als intrazelluläre Botenstoffe in zahlreichen 

Signalwegen (98). Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) ist dabei ein zentraler Regulator des Zytoskelettes 

(ebd.). Durch LPA wird sowohl die Synthese von PIP2 mittels PIP5K (Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-Kinase) 

infolge RhoA/Rac-Aktivierung (G12/13/Gi) als auch der Abbau zu den Botenstoffen Inositoltrisphosphat (IP3) und 

Diacylglycerol (DAG) mittels Phospholipase C (PLC) (Gq) oder zu dem höher phosphorylierten PIP3 

(Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat) mittels PI3K (Gi) induziert (s. Abbildung 6-8, s. (64)). Die lokalisierte 

Produktion von PIP2 durch PIP5K in der Plasmamembran spielt eine wichtige Rolle bei der LPA-induzierten 

Neuritenretraktion (40,82,99,99). 

Mehrfach konnte gezeigt werden, dass PRGs in der Lage sind mit PIPs zu interagieren (22,25,28,36,100). Dabei spielt 

vermutlich neben einer Interaktion mit dem PIP-Metabolismus eine gezielte Lokalisierung von PIPs in bestimmten 

Membranabschnitten durch PRGs eine Rolle (25). Zudem könnten PIPs der Stabilisierung, Membranverankerung und 

Lokalisation von PRGs dienen (ebd.). In der Tat wurden PRG2 (25) und PRG5 (36) als PIP-bindende Proteine (sowohl 
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für PIP2 als auch für PIP3) identifiziert. Über eine Inhibition von Rho und Rac wird vermutlich sekundär die lokalisierte 

Produktion von PIP2 aus PI(4)P (Phosphatidylinositol-4-phosphate) durch PRG3 (und -5) gehemmt (22–24,84). 

Möglicherweise steht in diesem Zusammenhang die Beobachtung, dass eine Überexpression von PRG3 

membrangebundenes PIP2 reduziert (22). Die Tatsache, dass eine Überexpression von PRG3 die durch PIP5K 

induzierte Neuritenretraktion aufhebt (22), spricht dafür, dass die Auswirkungen von PRG3 auf den PIP-Metabolismus 

nicht allein sekundär durch RhoA/Rac1-Inhibition zu erklären sind, sondern eine direkte Interaktion mit dem PIP-

Metabolismus (abwärts von PIP5K) vorliegt. PRG2 scheint zudem über eine direkte Interaktion mit der Phosphatase 

PTEN (Phosphatase and Tensin homolog) den Abbau von PIP3 zu PIP2 zu inhibieren (28,100). Auch für PRG3 wird 

eine Bindung zu PTEN mit unklarer Funktionalität beschrieben (37). Über eine Erhöhung von membrangebundenem 

PIP3 wird u.a. der Ras-Signalweg sekundär gefördert (s.o.). 

PIP2 dient auch als Membrananker für die ERM-Familie und ist für deren Phosphorylierung und damit die Aktivierung 

entscheidend (78,101,102). Phosphorylierte ERM tragen abwärts des Ras- und Rho-Signalweges zu einer Abwendung 

des Wachstumskegels von LPA-reichen Arealen bis hin zum Wachstumskegelkollaps bei (20). Eine Phosphorylierung 

von Radixin verstärkt dabei die Bindung zu PRG2, welches anschließend im Sinne einer positiven Verstärkung die 

Radixin-vermittelten Veränderungen des Zytoskelettes verstärkt (20) (s.o.). PIP2 fördert außerdem die Dissoziation 

von Adhäsionsmolekülen wie Vinculin von Adhäsionskomplexen (99,103). 

Interaktion mit anderen Signalwegen 

Neben den vorgestellten Signalwegen werden weitere Signalwege via Gq, Gs sowie TRIP6 (Thyroid Receptor 

Interacting Protein 6) durch LPA beeinflusst (64).  Direkte Interaktionen zwischen PRGs und diesen Signalwegen 

sind bisher nicht bekannt. Allerdings ist beschrieben, dass die beiden Proteine FAK (Focal Adhesion Kinase) und 

Paxillin, welche in ihrer aktiven, phosphorylierten Form an das durch LPA2 phosphorylierte und aktivierte TRIP6 

binden, in PRG3- und PRG1-überexprimierenden Zellen vermehrt phosphoryliert vorliegen (30,84). 

Zudem ist bekannt, dass mehrere PRGs mit Integrinen interagieren und somit auf Adhäsionsprozesse einwirken. Für 

PRG1 ist beschrieben, dass es über eine Interaktion des C-Terminus mit PP2A (Protein-Phosphatase 2) dessen 

Phosphatase-Aktivität beeinflusst und dadurch zu einer Aktivierung von β1-Integrin (ITGB1) beiträgt (30). Die 

Bindestelle zwischen PRG1 und PP2A (Calmodulin-bindende Region des C-Terminus) ähnelt dabei stark einer 

mutmaßlich ebenfalls Calmodulin-bindenden Region im C-Terminus von PRG2 (25), sodass für PRG2 

möglicherweise eine ähnliche Interaktion besteht. Eine erhöhte intrazelluläre Calciumkonzentration (,wie sie auch 

infolge der Aktivierung von LPA-Signalwegen vorkommt,) kann die Bindung von PRG1 an PP2A stören (104). PP2A 

ist eine Phosphatase, für welche neben der Interaktion mit Adhäsionskomplexen eine Interaktion mit den mTOR-

Signalwegen, der Glykogensynthase-Kinase 3β (GSK3β) sowie mit dem Ras-MAPK-Signalweg (91,97,105,106) 

bekannt ist, welche auch durch LPA-Signalwege moduliert werden (s.o. und (69)). Neben der Interaktion mit PP2A 

scheint PRG1 auch mittels des Transkriptionsfaktors Sp1 (Specificity protein 1) die Expression von Integrinen positiv 

zu beeinflussen (107).  
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Abbildung 8: Interaktion mit dem PLC-, dem AC- und dem TRIP6-Signalweg. Angelehnt an (64). PRG: Plasticity Related Gene. 

LPA1- 5: LPA-Rezeptoren. Gq/s: G-Proteine.  Rnd2: Rnd2 G-Protein. PLC: Phospholipase C. PIP2: Phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphat. IP3: Inositoltrisphosphat. DAG: Diacylglycerol. PKC: Proteinkinase C: PI3K: Phosphoinosid-3 Kinase. AC: 

Adenylatcyclase. cAMP: cyclisches Adenosinmonophosphat. PKA: Proteinkinase A. Tau: Tau-Protein. P: phosphoryliert. GSK-

3β: Glykogensynthase-Kinase 3β. TRPM2: Transient receptor potential cation Kanal 2. TRIP6: Thyroid receptor-interacting 

Protein 6. FAK: focal adhesion kinase. P130: Protein P130. CSRC: Tyrosinkinase Src. PP2A: Protein-Phosphatase 2. Referenzen: 

1(64), 2(64), 3(64), 4(63), 5(64), 6(64), 7(65,69), 8(64), 9(84), 10(30,84), 11(22,23,25,28,30,36,73), 12(30,84), 13(10,22–24), 

14(30,84). Abbildung erstellt mit BioRender.com 

 

1.4 Funktionelle Implikationen der Interaktion von PRGs mit LPA während der Entwicklung neuronaler 

Netzwerke 

Zu den basalen Mechanismen der Entwicklung neuronaler Netzwerke gehören die Neurogenese einschließlich der 

Teilung von Stammzellen und der Differenzierung zu Neuronen und anderen Zelltypen (108), die Neuritogenese 

(15,109) im Sinne der Ausbildung und des Wachstums neuronaler Fortsätze sowie die Synaptogenese (110).  Weitere 

Prozesse der Entwicklung neuronaler Netzwerke sind die neuronale Migration (111,112), die Myelinisierung 

(113,114) und die Steuerung von Proliferation und Apoptose (115,116). 

1.4.1 Die Funktion von LPA während der Entwicklung neuronaler Netzwerke 

Während der Entwicklung neuronaler Netzwerke erfüllen Lysophosphatidsäuren multiple Funktionen (18,19). Sie 

haben Einfluss auf alle Zelltypen des zentralen Nervensystems (19). Der Knockout des Gens des LPA 

synthetisierenden Enzyms ATX (117,118) führt bei Mäusen zu schwerwiegenden Entwicklungsstörungen auf 

neuronaler und vaskulärer Ebene mit der Folge eines embryonalen Versterbens. 

LPA haben Einfluss auf das Überleben, die Differenzierung, die Migration (vor allem über LPA4) von 

Neuroprogenitorzellen sowie auf die Führung von Axonen an ihren Zielort (18,20,119–122). Außerdem scheinen sie 

an der Induktion von interkinetischer nuklearer Migration von Neuroblasten der ventrikulären Zone, einem Prozess, 
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welcher gravierende Veränderungen der Zellmorphologie mit Veränderungen innerhalb des Zellzyklus verbindet 

(123,124), beteiligt zu sein (125). Als Chemorepellent im physiologischen System haben LPA Einfluss auf die 

korrekte Führung von (insbesondere thalamokortikalen) Axonen an ihren Zielort (18,20). Außerdem erhöhen LPA, 

welche vermutlich durch von Astrozyten sezerniertes ATX gebildet werden, die Exzitabilität an glutamatergen 

Synapsen (vor allem über LPA2) (26,126). Eine Dysregulation an dieser Stelle kann zu Verhaltensstörungen 

möglicherweise im Rahmen psychiatrischer Störungen wie Schizophrenie und affektiven Störungen (18,26,126–128) 

als auch zu (juveniler) Epilepsie (26,129,129) führen. 

1.4.2 Die Funktion von PRGs während der Entwicklung neuronaler Netzwerke 

PRGs erfüllen ihre Funktionen während der Entwicklung neuronaler Netzwerke vermutlich zumindest zum Teil im 

Rahmen einer Interaktion mit LPA (s. Kapitel 1.3). Insbesondere drei Funktionen sind bisher Schwerpunkt der 

Forschung gewesen: die Beteiligung an der Ausbildung und Differenzierung neuronaler Fortsätze, die Führung 

axonaler Wachstumskegel sowie die Modulation der Erregungsübertragung an exzitatorischen Synapsen. 

Die Ausbildung und Differenzierung neuronaler Fortsätze 

Während der Entwicklung des zentralen Nervensystems scheinen alle PRGs bis auf PRG4 (,dessen Funktion unklar 

ist,) an der Ausbildung, Differenzierung, Verzweigung und dem Wachstum von neuronalen Zellausläufern beteiligt 

zu sein (25). Die Begriffe für die verschiedenen Zellausläufer sind im Allgemeinen nicht genau definiert. In dieser 

Arbeit werden als Filopodien zelluläre Ausstülpungen nichtneuronaler bzw. undifferenzierter Zellen bezeichnet, als 

Neuriten die längeren zellulären Fortsätze von neuronalen Zellen (sowohl Neuroblastomzellen als auch Neurone, 

welche noch keine Differenzierung der neuronalen Fortsätze in Axone oder Dendriten aufweisen) und als Protrusionen 

die kurzen (wenige µm langen) zellulären Fortsätze, welche von diesen Neuriten ausgehen. PRGs haben sowohl 

Auswirkungen auf die Ausbildung von Filopodien in nichtneuronalen Zellen (22,23,30,34,73,90) als auch auf das 

Auswachsen von Neuriten in neuronalen Zellen (22,23,34,35,73,130,131) sowie die Differenzierung von Neuriten zu 

Dendriten und Axonen, auf deren Auswachsen und die Bildung von Verzweigungen (10,28,34,100,131) und auf die 

Entwicklung von dendritischen Spines (30,33,36,104). Möglicherweise sind PRGs auch an der Ausbildung, 

Differenzierung und dem Wachstum der zellulären Fortsätze nichtneuronaler Zellen des zentralen Nervensystems 

beteiligt. Dies ist bisher jedoch nicht Gegenstand der Forschung gewesen. 

Es ist darauf hinzuweisen, dass die Untersuchung der durch PRG-Überexpression induzierten zellulären Fortsätze 

insbesondere zwei methodische Probleme aufwies. Zum einen wurden als Vergleichsobjekte i.d.R. entweder die nicht 

in der Membran lokalisierten Kontrollplasmide GFP/Flag oder (C-terminal-trunkierte Versionen der oder andere) 

PRGs selbst verwendet. Zum anderen wurde i.d.R. keine Färbung der Plasmamembran genutzt, sondern eine Färbung 

des Aktinzytoskelettes. Es ist somit nicht bewiesen, dass eine erhöhte PRG-Expression in nichtneuronalen Zellen 

tatsächlich im Vergleich zu einem membranständigen Kontrollplasmid die Filopodien-/Neuritenanzahl erhöht. Nicht 

auszuschließen ist, dass stattdessen die erhöhte Expression von trunkierten Versionen / PRG4 diese erniedrigt. Die 

Summe der Ergebnisse sowie der Nachweis von Auswirkungen auf die Morphologie von primären Neuronen lassen 

die Annahme von Filopodien/Neuriteninduktion durch PRG-Überexpression weiterhin als wahrscheinlich gelten, 

jedoch steht eine Bestätigung bis heute aus. 

Die PRGs können anhand der subzellulären Lokalisation und dem embryonalen Expressionsmuster grob in zwei 

Gruppen eingeteilt werden, wobei PRG4 sich nicht zuordnen lässt  (25,33): PRG2 und -3 scheinen als früh embryonal 

exprimierte Proteine Einfluss insbesondere auf die Differenzierung, das Wachstum und die Verzweigung axonaler 

Fortsätze zu haben (22,25,28,33,34,73,100). Dahingegen sind PRG1 und -5 insbesondere postsynaptisch in 
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dendritischen Spines lokalisierte Proteine mit einem später beginnenden und länger andauerndem Expressionsmuster 

(25,28,33). Diese beiden Proteine sind somit vermutlich insbesondere an der Ausreifung der dendritischen Ausläufer 

sowie der synaptischen Übertragung in differenzierten Neuronen in späteren embryonalen Stadien und postpartal von 

Bedeutung (23,25,26,33,36,132). 

Die Führung axonaler Wachstumskegel 

Bisher ausschließlich für PRG2 wurde eine Beteiligung an der Führung axonaler Wachstumskegel thalamokortikaler 

Neurone während der embryonalen Entwicklung beschrieben (20). Während sich normalerweise am Embryonaltag 

16 die thalamokortikalen Fasern in der sogenannten intermediaten Zone unterhalb der kortikalen Platte sammeln 

(133), dringen Fasern ohne PRG2 verfrüht in das Areal der kortikalen Platte ein (20). Dieses verfrühte Einwachsen 

der axonalen Fortsätze in die kortikalen Rinde scheint in Zusammenhang mit einer weniger feinen Trennung der 

innervierten Zonen und funktionell mit einer reduzierten Fähigkeit zur Unterscheidung von sensiblen 

Tastwahrnehmungen zu stehen (20). Diese Beobachtung wurde auf Interaktionen mit dem LPA-Stoffwechsel 

zurückgeführt: LPA, welches durch Autotaxin – sezerniert durch eine vorübergehende Neuronenpopulation der 

Subplatte (Region direkt unterhalb der kortikalen Platte) – gebildet wird, scheint eine wichtige Rolle dabei zu spielen, 

die thalamokortikalen Axone in dieser Phase der Embryonalentwicklung an der Einwanderung in die kortikale Platte 

zu hindern (20). Es konnte gezeigt werden, dass LPA in Konzentrationen von 1 μM (und niedriger) zu einer axonalen 

Richtungsänderung führt, wobei sich der Wachstumskegel von der LPA-reichen Region abwendet (20). In Neuronen 

ohne PRG2-Expression ist dieser Effekt von LPA signifikant reduziert (20). Im Gegenteil scheint es (bisher 

unerklärlicherweise) sogar zu einem Anziehen der Wachstumskegel in Richtung LPA zu kommen (20). PRG2 scheint 

somit als eine Art LPA-Sensor zu fungieren und den retrahierenden Effekt von LPA zu vermitteln (20,25). Dieser 

Phänotyp wurde in Zusammenhang mit einer direkten Interaktion von PRG2 mit dem ERM Protein Radixin gebracht 

(20) (s. 1.3.3). 

Die Modulation synaptischer Aktivität 

Insbesondere für PRG1 konnte eine Funktion im Sinne der Modulation synaptischer Aktivität an exzitatorischen 

Synapsen insbesondere während der frühen postnatalen Entwicklung nachgewiesen werden (26,74,129). Für Prg1-

KO Mäuse konnte gezeigt werden, dass diese ein signifikant erhöhtes Risiko für juvenile epileptische Anfälle bei 

zugrundeliegender erhöhter Exzitabilität besitzen (26). Dies wurde darauf zurückgeführt, dass aufgrund einer nach 

Prg1-KO verringerten Aufnahme von LPA nach intrazellulär LPA vermehrt im synaptischen Spalt vorliegen und dort 

an exzitatorisch wirksame LPA2-Rezeptoren binden können (26). Es handelt sich somit um eine indirekte Interaktion 

von postsynaptisch lokalisiertem PRG1 mit präsynaptisch lokalisierten LPA2-Rezeptoren (26). Interessanterweise 

konnten bei Mäusen mit einem heterozygoten Defekt des Prg1-Gens Verhaltensauffälligkeiten auf der Basis einer 

erhöhten Exzitabilität festgestellt werden, welche nach der Verwendung eines Autotaxin-Inhibitors (intraperitoneale 

Injektion) in vivo regredient waren (74). PRG1 scheint im Rahmen der Modulation LPA-induzierter Exzitabilität auch 

Einfluss auf das Hungergefühl und die Prävalenz von Adipositas und Diabetes zu haben (134). 

1.5 Funktionelle Implikationen der Interaktion von PRGs mit LPA während der Regeneration neuronaler 

Netzwerke 

Neurone des zentralen Nervensystems sind nur in geringem Umfang in der Lage, Prozesse der Entwicklung gleichsam 

für die Regeneration nach Verletzungen zu nutzen (5,9,135,136). Weil die Neurogenese im adulten System nur sehr 

begrenzt möglich ist (137), wird die Regeneration insbesondere durch das Ausbilden neuer Verknüpfungen erzielt. 

Für die Synaptogenese müssen zuvor teilweise weite Distanzen mittels Genese und Elongation neuronaler Fortsätze 

überbrückt werden. Allerdings ist das axonale Auswachsen im adulten System i.d.R. nur in geringem Ausmaß zu 
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beobachten, wohingegen während der embryonalen Entwicklung und auch im adulten peripheren Nervensystem 

gerichtete und weitreichende axonale Elongation möglich ist (5,9,135,136).  

Ursächlich für diese unzureichende Regenerationsfähigkeit adulter Neurone des zentralen Nervensystems sind zum 

einen intrinsische Faktoren der differenzierten Neurone („eingefrorener“ Zustand, keine Teilung, kein Auswachsen) 

und zum anderen extrinsischen Faktoren (extrazelluläres Milieu) (6). Das extrazelluläre Milieu innerhalb des adulten 

Systems (bereits basal und weiter aggraviert infolge von Läsionen) unterscheidet sich dahingehend deutlich vom 

embryonalen Milieu, dass das Auswachsen von Neuriten nun gebremst wird und eine (gerichtete) Lenkung der 

auswachsenden Strukturen zu ihren Zielorten hin nicht mehr gegeben ist (138). U.a. durch aktivierte Astrozyten 

werden in der Folge von Neurotraumata vermehrt repulsive Mediatoren gebildet und in den Extrazellularraum 

sezerniert, sodass eine gliale Narbe entsteht, welche für neuronale Fortsätze beinahe unüberwindbar ist (136,138,139). 

Regeneratives Aussprossen ist außerdem nicht per se günstig, denn ohne feinjustierte Lenkung können ungeordnete 

und ungünstige Verbindungen geknüpft werden, welche z.B. epileptische Anfälle begünstigen können (140). 

Außerdem ist ein Aussprossen ohne intakte Synaptogenese wirkungslos. Im Nachgang der primären Läsion führen 

zudem immunologische Prozesse sowie Exzitotoxizität zu sekundären Schäden mit u.a. der Einleitung von Apoptose 

und Nekrose sowie Demyelinisierung, welche den primären Schaden weit übertreffen können (141,142). 

Aufgrund dieser Problematik ist es von hohem Interesse zu verstehen, welche Mechanismen die neuronale 

Regeneration unterstützen können. Vorbildhaften Charakter besitzen dabei Prozesse der embryonalen Entwicklung.  

1.5.1 Die Funktion von LPA während der Regeneration neuronaler Netzwerke 

Im Erwachsenenalter haben LPA Funktionen u.a. in der synaptischen Übertragung (18), sind jedoch nicht mehr von 

derart großer Bedeutung wie während der embryonalen Entwicklung, sodass ein ATX-Mangel im adulten System 

nicht zu offensichtlichen Pathologien führt (18,143). 

Infolge traumatischer Verletzungen von neuronalem Gewebe wurden deutlich erhöhte LPA-Konzentrationen im 

Gewebe sowie im Liquor gemessen (58,144,145). Diese LPA entstammen zum einen der Neusynthese durch (von 

aktivierten Astrozyten sezerniertes) ATX (21), zum anderen dem Serum bei hämorrhagischen Ereignissen 

(56,144,146) sowie der Akkumulation bei eingeschränkter Funktion der Blut-Hirn-Schranke (18,58,141). 

Andererseits wurde ein erniedrigtes mRNA-Expressionslevel von ATX bei der Untersuchung von Gehirngewebe von 

Menschen festgestellt, welche infolge eines Schädel-Hirn-Traumas starben (147). Da bekannt ist, dass LPA die ATX-

Aktivität direkt modulieren können, (148) ist denkbar, dass dies ebenfalls Ausdruck einer negativen Rückkopplung 

(auf Ebene der Expression) ist. In diesem Fall ist die ATX-Expression nur kurzzeitig erhöht und nimmt anschließend 

wieder ab. In der Folge von Neurotraumata kommt es zudem zu Expressionsveränderungen von LPA-Rezeptoren 

(insbesondere Erhöhung der Expression von Lpar2) (147). 

LPA gehören zu den wachstumsinhibierenden Botenstoffen, welche während der Entwicklung wichtige Funktionen 

bei der axonalen Führung spielen (niedrige Konzentrationen in bestimmten Bereichen → Wachstumskegelwendung), 

jedoch nach einem Neurotrauma das regenerative Aussprossen von Axonen behindern können (stark erhöhte 

Konzentration in lädierten Arealen → Wachstumskegelkollaps, Verhinderung von erneutem Aussprossen und 

Elongation) (4,5,135,136,149,150). Darüber hinaus sind LPA an sekundären Schädigungsprozessen im Rahmen 

immunologischer Reaktionen, Mikrogliaaktivierung und sekundärer Demyelinisierung (151,152) sowie 

Exzitotoxizität (153) beteiligt. Aufgrund dessen sind Autotaxin-Inhibitoren und damit der Eingriff in LPA-

Metabolismus und Signalwege eine therapeutische Option für die zukünftige Behandlung verschiedenster neuronaler 

Läsionen (153–155). 
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1.5.2 Die Funktion von PRGs während der Regeneration neuronaler Netzwerke 

PRG1 wurde auf der Suche nach Proteinen entdeckt, welche in der Phase der Neuroregeneration nach einer 

hippocampal-entorrhinalen Läsion in der lädierten Region überexprimiert werden (10). Eine Hochregulierung der 

Prg1-Expression konnte später auch in lädiertem N. facialis nachgewiesen werden (39). Auch andere PRGs zeigen 

eine veränderte Expression infolge einer Schädigung neuronaler Netzwerke: Eine Injektion der stark exzitatorisch 

wirksamen Kainsäure in den Hippocampus oder künstlich postnatal medikamentös ausgelöste, wiederholte 

epileptische Anfälle scheinen eine Abnahme der Prg3- (73,156) und eine Zunahme der Prg1-Expression (157) zu 

bewirken. Prg3 scheint insbesondere in intakt aussprossenden Neuronen vermehrt exprimiert zu werden (131). 

Es ist denkbar, dass die PRGs unterschiedliche, evtl. auch gegensätzliche Funktionen erfüllen. Möglicherweise wirken 

die verschiedenen PRGs im Rahmen der Neuroregeneration als Komplexe (Homo- oder Heteromultimere) und ihre 

Wirkung ergänzt und verstärkt sich gegenseitig (25,37). 

Die Stabilisierung von neuronalen Fortsätzen gegenüber Wachstumsinhibitoren 

Möglicherweise haben PRGs sowohl Einfluss auf intrinsische als auch auf extrinsische Faktoren, welche die 

Neuroregeneration im adulten zentralen Nervensystem erschweren (3). Ein Schwerpunkt der bisherigen Forschung 

lag bisher auf der Stabilisierung von neuronalen Fortsätzen gegenüber extrinsischen Faktoren, nämlich insbesondere 

gegenüber Wachstumsinhibitoren wie LPA.  

Für PRG1, -3 und -5 wurde gezeigt, dass eine Überexpression in Neuroblastomzelllinien die LPA-induzierte 

Neuritenretraktion verringert (10,22–24). Am stärksten scheint der Effekt von PRG1 zu sein (komplette Aufhebung 

der LPA-induzierten Retraktion auch bei hohen LPA-Konzentrationen bis 50 µM), während PRG3- und PRG5-

überexprimierende Zellen bei LPA-Konzentrationen von 500 nM (PRG3/5) bis 16 µM (nur PRG3) eine signifikante 

Reduktion (jedoch nicht eine Aufhebung) der Neuritenretraktion zeigten, wobei die verschiedenen Messvariablen 

(Neuritenlänge in μm vs. Prozent der retrahierenden Neuriten) eine Vergleichbarkeit erschweren (22,24). Für PRG3 

konnte gezeigt werden, dass es nicht nur der LPA-, sondern auch der Myelin-, Thrombin- und Proteoglycan- 

induzierten Neuritenretraktion entgegenwirkt (22,24). Dies spricht dafür, dass intrazellulär Interaktionen mit (den 

durch mehrere Faktoren induzierten) Signalwegen vorliegen. Die wachstumsinhibierenden Botenstoffe wirken 

größtenteils über den RhoA-ROCK-Signalweg (5), dessen Aktivierung durch die PRGs reduziert wird (s. oben 1.3.3). 

Eine Kombination aus Veränderung intrinsischer Faktoren (Verstärkung der Adhäsion etc.) sowie eine Verringerung 

der Wirkung hemmender extrinsischer Faktoren könnten somit die Regenerationsfähigkeit verbessern. 

Auch die von PRG2 bekanntermaßen inhibierte Phosphatase PTEN (Phosphatase and Tensin homolog) hat einen 

direkten Einfluss auf die durch negative Signale (z.B. durch das Myelin-assoziierte Glykoprotein) induzierte 

Wachstumshemmung von axonalen Wachstumskegeln (28,158). Bisher wurde nicht explizit untersucht, ob PRG2 

ebenfalls in der Lage ist, die LPA-induzierte Neuritenretraktion zu hemmen. Im Gegenteil wurde aufgrund der 

beschriebenen Wirkung von PRG2 an axonalen Wachstumskegeln während der embryonalen Entwicklung die 

Hypothese aufgestellt, dass PRG2 eine den anderen PRGs entgegengesetzte Funktion erfülle und somit vermutlich 

die LPA-induzierte Neuritenretraktion verstärke (25,159). 

Die Hemmung des RhoA-Rock-Signalweges (160), der KO des NogoA-Rezeptor-1 (anderer wachstumshemmender 

Faktor) (161), der KO des LPA1 Rezeptors (131) sowie eine medikamentöse Inhibition von PTEN (92) wurden 

unabhängig von den PRGs in Verbindung mit einer verbesserten Neuroregeneration gebracht. Im Mausmodell konnte 

die funktionelle Relevanz von einer Überexpression von PRG3 für eine verbesserte Neuroregeneration gezeigt werden 

(22,131). Prg5-KO-Mäuse zeigen eine verschlechterte Regenerationsfähigkeit in einem Mausmodell für hypoxisch-
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ischämische Enzephalopathie (162,163) sowie ein verringertes axonales Aussprossen (Mossy fiber outgrowth (MOS)) 

in der Folge von epileptischen Anfällen (164). 

Andere Effekte von PRGs während der Regeneration neuronaler Netzwerke 

Elementar für eine gelingende Neuroregeneration sind auch intrinsische Faktoren wie das Zellüberleben der Neurone 

(und anderer Zelltypen). Auch hierauf scheinen PRGs Einfluss zu nehmen. Prg1-KO-Neurone zeigen eine verringerte 

Viabilität (165). PRG5 scheint zudem mit dem mitochondrialen Energiestoffwechsel zu interferieren (164) und hat 

somit möglicherweise ebenfalls Einfluss auf die Viabilität von Neuronen. 

Zudem ist anzunehmen, dass PRGs auch auf (u.a. durch LPA induzierte) sekundäre Schädigungen (s.o. (1.5.1)) 

Einfluss nehmen. Zum Beispiel ist bekannt, dass PRG1 die durch LPA induzierte Hyperexzitabilität von 

exzitatorischen Neuronen reduziert (26) und somit möglicherweise dazu beiträgt, sekundäre Schäden durch 

Exzitotoxizität zu verringern, eventuell verbunden mit einer höheren Viabilität der Neurone. Ob PRGs auch LPA-

induzierte immunologische Prozesse in der Folge von Läsionen modulieren, ist bisher nicht Gegenstand der Forschung 

gewesen.  
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1.6 Forschungsfrage und Hypothesen 

In dem hier vorgestellten Forschungsprojekt wird die Interaktion von PRG2 mit Lysophosphatidsäuren beleuchtet. Im 

Zentrum steht die Frage, ob PRG2 die LPA-induzierte Neuritenretraktion in neuronalen Zellen (ebenso wie andere 

PRGs (10,22–24)) hemmt oder im Gegenteil aggraviert (entsprechend seiner Wirkung an axonalen Wachstumskegeln 

während der embryonalen Entwicklung (20,100,159)). Als Positivkontrolle wurden PRG3-überexprimierende Zellen 

verwendet, da hierfür Daten existieren. 

• Hauptfragestellung: Wird die LPA-induzierte Neuritenretraktion durch PRG2-Überexpression in neuronalen 

Zellen (Modellorganismus: Neuro2a) reduziert oder aggraviert? 

• Hypothese: Aufgrund der Interaktion mit PTEN wird die Neuritenretraktion durch PRG2-Überexpression trotz 

einer möglicher Interaktion mit ERM reduziert. 

Als Vorarbeit zu dieser Hauptfragestellung wurde die Morphologie von PRG2-überexprimierenden Neuro2a mit der 

Frage untersucht, ob PRG2 in der Plasmamembran lokalisiert ist und ob PRG2 in der Lage ist, die Anzahl oder die 

Länge der zellulären Ausläufer zu verändern. Als Vergleichsobjekt zu Neuro2a-Zellen wurden HEK293T-Zellen 

verwendet, weil in diesen mehrfach die Morphologie und die Lokalisation bei PRG-Überexpression beschrieben 

wurde. Vergleichend zu PRG2 wurden ebenfalls die induzierte Morphologie und Lokalisation der anderen PRGs im 

Rahmen der Überexpression untersucht. Als Voraussetzung für Überexpressionsstudien in Neuro2a wurde die basale 

PRG-Expression in Neuro2a quantifiziert. 

• Nebenfragestellung 1: Sind PRGs in Neuro2a basal exprimiert? 

• Hypothese 1: PRGs sind in Neuro2a zu einem geringen Level exprimiert, welches demjenigen während früher 

embryonaler Stadien ähnelt. 

• Nebenfragestellung 2: Wo ist PRG2 (im Vergleich zu anderen PRGs) in Neuro2a exprimiert? 

• Hypothese 2: PRG2 ist in der Plasmamembran und in intrazellulären Membranen lokalisiert sowie in den Neuriten 

undifferenzierter und differenzierter Neuro2a. 

Eine Quantifizierung der Zellausläufer PRG-überexprimierender Neuro2a-Zellen erfolgte für PRG2 und -3, um 

herauszufinden, ob nicht nur die Stabilität der Neuriten, sondern auch deren Anzahl und Länge beeinflusst wird und 

ob sich dies auch in den von den Neuriten ausgehenden Protrusionen widerspiegelt. 

• Nebenfragestellung 3: Ist PRG2 in der Lage, die Anzahl oder Länge von Neuriten/Protrusionen in Neuro2a zu 

verändern? 

• Hypothese 3: PRG2 ist in der Lage, die Anzahl oder Länge von Neuriten/Protrusionen in Neuro2a zu erhöhen. 

Für die Untersuchung des LPA-induzierten Neuritenkollapses wurde zunächst die basale Expression von LPA1-6 

mittels qRT-PCR untersucht.  

• Nebenfragestellung 4: Welche LPA-Rezeptoren sind in Neuro2a exprimiert? 

• Hypothese 4: Mehrere LPA-Rezeptoren sind in Neuro2a exprimiert, insbesondere die an der Neuritenretraktion 

beteiligten LPA-Rezeptoren 1,2 und 4. 

Es wurde anschließend ein Versuchsaufbau erarbeitet, bei welchem es verlässlich zu einer Neuritenretraktion als 

Antwort auf LPA kommt. Mit diesem Versuchsaufbau wurde die Neuritenretraktion in PRG2 und -3 

überexprimierenden Neuro2a im Vergleich zum Kontrollplasmid CFPMem bei zwei LPA-Konzentrationen 

untersucht, um die Hauptfragestellung zu beantworten.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

Tabelle 1: Chemikalien 

Reagenz Hersteller 

Agar-Agar (bakteriologisch) Carl Roth 

Agarose-LE  Biozym 

Akasolv Aqua Care  Carl Roth 

Albumin Fraktion V, fettsäurefrei Carl Roth 

Bacillol  Hartmann/Bode 

Butane CV360 (für Bunsenbrenner) Campingaz® APPRAGAZ 

Calciumchlorid-Dihydrat  VWR 

Dimethylsulfoxid (DMSO)   Carl Roth 

0,5M EDTA pH 8,0 Invitrogen (ThermoFisher Scientific) 

Ethanol absolut  ThermoFisher Scientific 

Ethanol vergällt 96 % (intern 70 % verdünnt)  Carl Roth 

Glucose (D - (+) Glucose)  Sigma-Aldrich-Aldrich 

Glycerin 99,5 % (Glycerol bidestilliert)   VWR 

Hefeextrakt  Carl Roth 

Hepes  Carl Roth 

Isopropanol (2-Propanol) Carl Roth 

Kaliumchlorid VWR 

Kanamycin Carl Roth 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat ≥ 99 %  Carl Roth 

Mowiol Carl Roth 

Natriumchlorid ≥ 99,5 %  Sigma-Aldrich-Aldrich  

Natriumdihydrogenphosphat Carl Roth 

Natriumhydroxid Carl Roth 

Nuklease-free PCR Wasser (Art Nr T143-20 ml, steril, Nuklease 

frei, autoklaviert, DEPC-behandelt) 

Carl Roth 

Ortho-Borsäure VWR 

Paraformaldehyd (PFA) Merck 

RNase Away   Carl Roth 

Saccharose (D (+) – Saccharose ≥ 99,7 %) = Sucrose  Carl Roth 

Salzsäure 37 % (2M/12N für pH-Adjustierung) Carl Roth 

TRIS hydrochloride  Carl Roth 

Triton X 100  Carl Roth/Sigma-Aldrich-Aldrich 

TRIzol™ Reagenz Ambion 

Trypton/Pepton aus Casein  Carl Roth 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien 

Material Hersteller 

Deckplättchen CS-22S No.1 Glass Deckgläschen 

22mm Square (100) (für LPA Experimente) 

Warner Instruments 

Deckplättchen/-gläschen 12 mm #1 0,13-0,16 mm (für 

ICC) 

epredia (Gerhard Menzel GmBH) 

Deckplättchen/-gläschen 18 mm #1 0,13-0,16 mm (für 

ICC) 

epredia (Gerhard Menzel GmBH) 

Einmal-Injektionskanüle 0,9x70 mm B Braun Sterican® 
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Einmal-Injektionskanüle 0,6x60 mm B Braun Sterican® 

Falcon® 50 ml (Polypropylen) Zentrifugenröhrchen Corning Science Mexico; Sarstedt 

Falcon® 15 ml (Polypropylen) Zentrifugenröhrchen Corning Science Mexico; Sarstedt 

Rotilabo® Faltenfilter Typ 600P  Carl Roth 

Braune Glasfläschchen 12x32 mm Screw Thread 

Amber Vials (für LPA Aliquots) 

Thermo Scientific 

Glaspasteurpipetten Carl Roth 

Handschuhe Starguard 

CryoPure Gefäß 18 ml weiß Sarstedt 

Linsenpapier No 41019010  Assistent® 

Objekträger/Microscope Slides Clear Ground 0,8-1 

mm 

Fisher 

Parafilm Witeg 

PCR-Tubes 0,2 ml 8er-Streifen (gewölbter Deckel) Carl Roth 

3,5 cm Petrischalen (für Zellkultur) greiner bio-one 

Unbeschichtete 10 cm-Petrischalen für E. coli 

Anzucht 

Greiner Bio-one 

10 cm-Petrischalen (für Zellkultur) Thermo Scientific 

Pasteurpipetten ohne Wattestopfen  Carl Roth® 

Pipettenspitzen Eppendorf/Sarstedt/Biozym 

Polyethylenschläuche für Lebendzellmikroskopie Warner Instruments 

Serologische Pipetten 2 ml/5 ml/10 ml/25 ml Sarstedt/Corning/Greiner-Bio-One  

1 ml Spritze Omnifix® FluerSolo B Braun Sterican 

T25/T75 Zellkulturflaschen Sarstedt 

Reaktionsgefäße SafeSeal (Tubes) 1,5 ml, 2 ml, 5 ml Fisher Scientific 

Safe lock PCR clean tubes 1,5 ml Eppendorf, Sarstedt 

Microseal 'B' PCR Plate Sealing Film Bio-Rad 

6-/12-/24-Well Platte Sarstedt 

Zellschaber 245 mm, 20 mm Klinge Carl Roth/Fisherbrand 

 

2.1.3 Geräte/Software 

Tabelle 3: Geräte 

Gerät Hersteller 

Analysenwaage  Satorius 

Biospektrometer Eppendorf 

Bunsenbrenner gasprofi 1 (scs) (micro)  WLD-TEC 

CO2-Inkubator (3x) Panasonic 1x, Eppendorf 2x 

ChemidocTM MP Imaging System (734BR2036) Bio-Rad 

CKX53 Zellkulturmikroskop Olympus 

Elektrophoresekammer   Bio-Rad 

Eismaschine AF 103  Scotsman 

Feinwaage Quintix 102-1S   Satorius 

Flüssig-Stickstoff-Tank LS3000 LabSystems Taylor Wharton 

Gelelektrophoresekammern Sub-Cell® GT, mini SubTM DNA Cell, Wide 

mini SubTM Cell 

Bio-Rad 

IX83 Inversmikroskop  Olympus 

Incucyte Sartorius 

Inkubator (mit integriertem Incucyte-System) Panasonic 

Inkubationsschüttler Innova 40  Eppendorf/New Brunswick 

Inverses Mikroskop Leica DMi8 (für Lebendzellmikroskopie) 

- Objektiv: HC PL Fluotar 40x, numerische Apertur: 0.60, Luft 

Leica 

Konfokales Mikroskop Fluoview FV3000 Olympus 
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- Objektiv: 40x, numerische Apertur: 1.40, Mineralöl 

Kühlsystem für Zellen (für -80°C) Corning™ CoolCell™ Fisher Scientific 

MiniSpin Zentrifuge   Eppendorf/VWR 

Mikrowelle  Bosch 

Mikroliterspritzen (gläsern) Serie 1700/1000, einzementierte Kanülen Hamilton 

Neubauer Zählkammer Ref 718605 Brand GmBH + Co 

PCR-Cycler Mastercycler nexus gradient Eppendorf 

Pipettenspitzen mit Filter 20 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl Star-Lab, BioZym 

Pipettenspitzen ohne Filter, teilweise PCR-Clean 20 µl, 100 µl, 200 µl, 

1000 µl 

Eppendorf, Sarstedt 

PH-Meter   InoLab 

Pumpe inklusive Schlauchsystem (PPS2) Multichannel systems 

Pumpe Integra Vacusip (für ICC)  Integra 

qRT-PCR Maschine CFX ConnectTM Real Time System  Bio-Rad 

Reinstwasser Anlage Elga Pure/Flex 3 Violia 

Reference 2 Pipetten Eppendorf 

Rührgerät (beheizbar) RH basic 2 Model RHB2  IKA® 

Schüttelinkubator 37 °C innova® 40 Incubator Shaker Series New Brunswick 

Semisterile Bank HERAGUARD ECO  ThermoScientific 

serologische Pipetten accu-jet® pro Brand 

Sterile Bank SAFE 2020 ThermoScientific 

Stromquelle Power PacTM HC Bio-Rad 

Sure Cycler 8800 für RNA-Qualitätskontrolle (Serial No. MY17190046) Agilent Technologies 

Tape Station 4150 Serial No. DEDAB00219 (für RNA Qualitätskontrolle) Agilent 

Thermomixer C (5382GJ019070) (für 1,5 ml Gefäße) Eppendorf 

Thermo Scientific Refridgerated Incubator (Inkubatorschrank 4 °C) Heratherm 

Thermoschüttler Rotamax 120  Heidolph 

Trockenschrank +60 °C HERATHERM  Thermoscientific 

Vortex Genie 2 Scientific Industries 

Ultraschallbad Elmasonic S15  Elma 

Varioclav Dampfsterilisator hp-med.com 

Vortexer Fisherbrand Fisher Scientific 

Vortexgenie 2  Scientific Industries 

Vortex Advanced Mixer ZX3  VELP® Scientifica 

Wasserbad (bei Lebendzellmikroskopie) GFL 1092 Labexchange 

Wasserbad Zellkultur  memmert 

Zentrifuge miniSpin Eppendorf 

Zentrifuge 5810R (in Zellkultur)  Eppendorf 

Zentrifuge 5424R (mit Kühlung) (kleine Zentrifuge) Eppendorf 

Zentrifuge 5804 R (Rotor FA 45-6-30) (große Zentrifuge, Maxiprep/RNA 

Isolation) 

Eppendorf 

Zentrifuge klein PCR Platz: ministar VWR 

 

Tabelle 4: verwendete Software 

Software Hersteller 

Bio-Rad CFX Manager/Maestro (qRT-PCR Software) Bio-Rad 

BioRender 2023/24 https://www.biorender.com  BioRender 

Cellsens Dimension Desktop 3.2 Olympus Lifescience 

CCP4 Molecular Graphics McNicholas et al. (166) 

Excel Microsoft 

Expasy DNA in protein sequence tool ExPASy - Translate tool Swiss Institute for 

Bioinformatics 
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TubeSeq Service Eurofins Genomics (https://eurofinsgenomics.eu/de/) Eurofins Genomics 

FV31S-SW software Olympus/Evident 

GraphPad Prism 7 GraphPad 

Image Lab Software BioRad 

Inucyte 2019B Rev 2 Sartorius 

LAS Application Suite X 3.3.2.18368 Leica Microsystems 

Molarity Calculator | Molarity Triangle | Tocris Bioscience Tocris (Pan Biotechne) 

NCBI Blast (BLAST: Basic Local Alignment Search Tool (nih.gov)) NCBI 

Online Calculator of Stock Solution (wpcalc.com) © 2023 WpCalc 

Serial Cloner 2.6.1 Softonic 

SnapGeneViewer 6.1 SnapGene by Dotmatics 

SPSS Statistics 29 IBM 

UniProt Alignment Tool: https://www.uniprot.org/align UniProt Consortium 

(European Bioinformatics 

Institute (EMBL-EBI), SIB 

Swiss Institute of 

Bioinformatics, Protein 

Information Resource (PIR)) 

Word Office 2019 Microsoft 

Powerpoint (insbesondere für die Erstellung von Abbildungen) Office 2019 Microsoft 

Zotero Literaturverwaltungsprogramm Zotero opensource 

 

2.1.4 Medien/Medienzusätze/Lipide/Puffer und Lösungen 

Tabelle 5: verwendete Medien, Medienzusätze, Lipide, Puffer und Lösungen in der Zellkultur. * Retinsäure ist sehr 

lichtempfindlich, wird in DMSO gelöst und muss aufgrund Instabilität bei Auftau-/Einfrierprozessen in kleinen Aliquots 

(Stammlösung 10 mM) bei -20 °C gelagert werden. 

Reagenz Hersteller Artikelnummer (Hersteller) 

All-trans Retinsäure* Sigma-Aldrich-Aldrich R2625-50MG 

DMEM Pan Biotech P04-03550 

DMEM 1x gibco 11995-065 

DPBS Pan Biotech P04-36500 

FAFBSA (fatty acid free bovine 

serum albumine) 

Roth 0052.2 10mg 

Foetal bovine serum (FBS), South 

American origin 

Pan Biotech P30-3306 

F12 Ham`s Nutrient mixture 

medium 

Gibco 1176-054 

L-γ-Oleoyl-α-lysophosphatidsäure 

Natriumsalz (LPA) 

Sigma-Aldrich (Lieferant:  

Merck/Sigma-Aldrich) 

L7260 

TF-LPA (TopFluor® Lyso PA) Avanti Polar Lipids 810280P-1MG 

L-Glutamin Sigma Aldrich 59 202C 

Penicillin /Streptomycin Pan Biotech P06-07100 

Poly-L-Lysine Sigma-Aldrich R2625-50MG 

PBS 1x Gibco™ 10010056 

Trypanoblau Gibco™ 15250061  

Trypsin-EDTA (0.05%) Gibco™ 25300054 

Trypsin-EDTA (0,25%) Gibco™ 25200056 

 

Tabelle 6: Puffer/Lösungen 

Puffer/Lösung Bestandteile 

10x TBE (TRIS-Borat-EDTA-

Puffer) 

108 g Tris, 55 g ortho-Borsäure, auffüllen auf 800 ml, + 40 ml EDTA 

0,5 M pH 8 --> auffüllen auf 1 L  
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10x PBS (Phosphate-Buffered 

Saline) 

80 g NaCl (1,37 M), 2 g KCl (27 mM), 26,8 g Na2HPO4·7H2O → 

auffüllen auf 1 L → pH Adjustierung auf 7,4 

EDTA 0,5 M 100 ml 

(Ethylendiamintetraessigsäure)  

14,61 g EDTA → auffüllen auf 70 ml, pH Adjustierung auf 8,0 mit 10 

M NaOH → auffüllen auf 100 ml 

 

Krebs-Ringer´s Lösung : Für 1000 ml 10x Krebs-Ringer´s Lösung  (167) werden 69,54g NaCl, 1,86g KCl, 1,38g 

NaH2PO4 (monobasisch) und 47,66g Hepes in eine Flasche gegeben. Es wird auf fast 1000 ml mit destilliertem Wasser 

(dH20) aufgefüllt. Anschließend wird der pH-Wert bei 25°C mit NaOH (und HCl) auf 7,4 adjustiert und in der Folge 

wird die Lösung mit dH20 auf genau 1000 ml aufgefüllt. Die Lagerung (der Aliquots a´50 ml) erfolgt bei 4°C.  

Für die Herstellung von 500 ml 1x Krebs-Ringer´s Lösung  (Ringer +/+) wird (direkt vor dem Experiment, max. einen 

Tag vorher) in einer Flasche 50 ml 10x Krebs-Ringer´s Lösung  mit 1,25 ml Ca2+ Stammlösunglösung und 0,65 ml 

Mg2+ Stammlösung sowie mit 0,99 g D-Glucose versetzt. Nun wird auf fast 500 ml mit dH20 aufgefüllt, mit NaOH 

und HCl ein pH von 7,4 eingestellt (bei 25°C) und anschließend auf genau 500 ml mit dH20 aufgefüllt. Die Lagerung 

erfolgt bei 4°C. 

Für die Ca2+-Stammlösung werden 14,7g CaCl2·2H2O (finale Konzentration: 1M) und für die Mg2+-Stammlösung 

20,33g MgCl2·6H2O (finale Konzentration: 1M) bis auf ein Gesamtvolumen von 100 ml mit dH20 versetzt und in 5-

15 ml Aliquots bei 4 °C gelagert. 

FAFBSA-Puffer für LPA-Lösungen (laborinternes Protokoll, zur Verfügung gestellt durch Frau Dr. Nicola Brandt): 

Für 10 ml FAFBSA-Puffer werden 1 ml 0,5 M Hepes (-> 50 mM), 1,38 ml 1 M NaCl (-> 138 mM), 27 μl 1 M KCl 

(2.7 mM), 10 μl 1 M CaCl2 (1 mM), 20 μl 0,5 M MgCl2 (1 mM) und 0,1 mg FAFBSA (1%) verwendet und auf 10 ml 

mit dH2O aufgefüllt. Es wird mittels Magnetstäbchen bis zur vollständigen Lösung aller Bestandteile gerührt. Die 

Lagerung erfolgt in kleinen Aliquots bei -20°C. 

FAFBSA 1% in Wasser: Für 10 ml FAFBSA 1% in Wasser werden 0,1 mg FAFBSA verwendet und auf 10 ml mit 

dH2O aufgefüllt. Anschließend wird mittels Magnetstäbchen gerührt, bis FAFBSA komplett gelöst ist. Die Lagerung 

erfolgt in kleinen Aliquots bei -20°C. 

Ansetzen/Lösen und Auftauen von LPA: LPA wurden in FAFBSA 1% in Wasser (und zuvor in anderen 

Lösungsmitteln (FAFBSA Puffer/Krebs-Ringer´s Lösung  ohne Salze (s. Kapitel 3.3.2)) in einer Stammkonzentration 

von 2,6 mM gelöst: Um eine Lösung der LPA zu ermöglichen, muss zunächst für 1 min gevortext werden, dann die 

Glasflasche für 30 min ins Ultraschall-Wasserbad gestellt werden und erneut für 1 Minute gevortext werden. 

Anschließend wird das Gefäß für 10 min ins 37 °C Wasserbad gestellt und erneut für 1 Minute gevortext. 

Anschließend erfolgt die Lagerung in kleinen Aliquots (ca. 100-300 µl, um Auftau-Einfrier-Zyklen zu vermeiden) in 

braunen Glasfläschchen bei -20°C. Beim Umgang mit LPA wurden ausschließlich Glaspipetten und -gefäße 

verwendet. Vor der Verwendung der Glaspipetten werden diese zunächst mit Ethanol, anschließend mit Wasser und 

zuletzt mit dem verwendeten Lösungsmittel (z.B. FAFBSA 1% in Wasser) gespült. 

Für das Auftauen von LPA zur direkten Verwendung an demselben Tag werden LPA 2,6 mM Aliquots bei 37 °C im 

Wasserbad 5 min lang aufgetaut, dann für ca. 1 min gevortext und das Aliquot anschließend für mindestens 10 min 

ins Ultraschallbad gestellt. Dann wird erneut für 1 Minute gevortext. Anschließend wird die benötigte Menge in 

Glasflaschen mit dem verwendeten Puffer (z.B. Krebs-Ringer´s Lösung  mit Salzen) mittels Glaspipetten gegeben und 

für eine ausreichende Durchmischung erneut gevortext. 
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2.1.5 Zelllinien/Transfektion 

Tabelle 7: Informationen zu den verwendeten Zelllinien 

Zelllinien Organismus Morphologie Ursprungsgewebe Hersteller/Bezug Nummer 

N1E-115 Maus neuronal Neuroblastom ATCC CRL-2263 

(ATCC), 

CVCL_0451 

Neuro2a_1 Maus neuronal und 

amöboid 

Neuroblastom ATCC (Labor der 

AG für Biochemie, 

Gruppenleiter: Prof. 

Dr. Karl-Wilhelm 

Koch, Universität 

Oldenburg) 

CCL-131 

(ATCC), 

CVCL_0470 

(Cellosaurus 

ID) 

Neuro2a_2 Maus neuronal und 

amöboid 

Neuroblastom Labor der AG für 

Neurosensorik, 

Gruppenleiter: Prof. 

Dr. Mouritsen, 

Universität 

Oldenburg 

CCL-131 

(ATCC) 

HEK293T Mensch epithelial embryonales 

Nierengewebe 

Universität 

Groningen, AG 

Sciences of Cells 

and Systems, 

Gruppenleiter:  

PhD Mark S. Hipp, 

Biomedical, 

UMCG Groningen 

CVCL_0063 

(Cellosaurus 

ID) 

 

Tabelle 8: verwendete Medien zur Kultivierung der o.g. Zelllinien: P/S: Penicillin/Streptomycin. Der Zusatz von Ham´s F12 

erhöht die Proliferation und wurde insbesondere zur Anzucht von Neuro2a_1 nach dem Auftauen verwendet. Es wurde kein 

morphologischer Unterschied hinsichtlich der Kultivierung mit oder ohne Ham´s F12 beobachtet. 

Zelllinie Medium 

N1E-115 DMEM 1x Gibco™, 10% FCS, 1% P/S  

Neuro2a_1 DMEM 1x Gibco /Ham´s F12 1:1, 10% FCS, 1% P/S 

DMEM 1x Gibco™, 10% FCS, 1% P/S 

Neuro2a_2 DMEM 1x Gibco™, 10% FCS, 1% P/S 

HEK293T DMEM PanPan Biotech, 10% FCS, 1% P/S, 1% L-Glutamin 

 

Tabelle 9: verwendete Transfektionsreagienzien 

Reagenz Hersteller Artikelnummer 

Effectene Transfektionsreagenz Qiagen 301425 

METAFECTENE® PRO® Biontex T040-1.0 

Polyethylenimine, Linear, MW 25000, Transfection Grade (PEI 25K™)   Polysciences 23966-100 

 

Tabelle 10: verwendetes Material für Mykoplasmen-PCR 

Reagenz Hersteller Sequenz/Anmerkungen 

PCR Mycoplasma Test Kit PanreacApplichem, ITW Reagents, 

Product-No. A3744  

 

GoTaq Green MasterMix 2x, Ref 

M712B 

Promega  

5´Primer (GPO, 10mM) Eurofins Genomics 5´-GGG-AGC-AAA-CAG-

GAT-TAG-ATA-CCC-T-3´ 
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3´Primer (MGSO, 10mM) Eurofins Genomics 5´-TGC-ACC-ATC-TGT-

CAC-TCT-GTT-AAC-CTC-

3´ 

Positive Template Control 

Mycoplasma Test Kit  

Panreac AppliChem Auch nach Umstellung des 

PCR-Verfahrens als 

Positivkontrolle genutzt 

 

2.1.6 Plasmide/Plasmidherstellung 

Für die Plasmid-Vervielfältigung wurden E. coli verwendet. 

Tabelle 11: verwendete Mikroorganismen 

Organismus Bezugsquelle 

E. coli K12 XL-10 Gold Arbeitsgruppe molekulare Neurobiologie, Rostock 

 

Dyt Agar: Es werden 2,5 g Natriumchlorid, 2,5 g Trypton/Pepton aus Casein, 1,75 g Hefe-Extrakt, 5 g Agar-Agar 

(bakteriologisch) in eine 500 ml Flasche eingewogen, ein Magnetstab hinzugefügt und bis ca. 200 ml mit dH20 

aufgefüllt. Anschließend wird mittels eines Magnetstabs gerührt, bis die Flüssigkeit recht klar ist (100 rpm, 50 °C, ca. 

15 min). Anschließend wird die Flüssigkeit auf etwas mehr als 250 ml aufgefüllt und autoklaviert. Für das Gießen der 

Agarplatten s. 2.2.2. 

Dyt Flüssigmedium: Für 1000 ml Flüssigmedium werden 5 g Natriumchlorid, 16 g Trypton/Pepton aus Casein und 

10 g Hefe in eine Glasflasche (autoklaviert) eingewogen und auf 1000 ml mit Reinstwasser aufgefüllt. Die Flüssigkeit 

wird mittels Magnetstäbchen homogenisiert und anschließend direkt autoklaviert. Danach erfolgt die Lagerung bei 4 

°C. 

In Tabelle 12 sind die verwendeten Überexpressions-Plasmide aufgeführt und in Abbildung 9 die entstehenden 

Proteine schematisch dargestellt. 

Tabelle 12: verwendete Überexpressions-Plasmide:  *1 GFP an den C-Terminus von dem PRG-Protein gebunden (N-Terminus 

von GFP am C-Terminus von PRG) *2 GFP an den N-Terminus von dem PRG-Protein gebunden (C-Terminus von GFP am N-

Terminus von PRG), *3 trunkierte Version von PRG2 (C-Terminus abgeschnitten, vgl. Sequenz in 3.2.5). GFP: Grün-

fluoreszierendes Protein. CFP: Cyan-fluoreszierendes Protein. r: Ratte. m: Maus. h: human. Flag: Flag-Tag. 

Plasmid Codiertes 

Protein 

Lfd. 

Nr. 

Interne Labor-

Nr. 

Resistenzgen Ursprung 

peCFPMem  CFPMem 74 220 Kanamycin Laborintern, Clontech 

Laboratories (Cat. #6918-1) 

pTurboRFP-

N  

RFP 61 406 Kanamycin AG Koch, evrogen (Cat.# 

FP232) 

peGFP-N1-

hPrg1 

hPRG1-

GFP*1 

13 79 Kanamycin Laborintern 

peGFP-N1-

rPrg2 

rPRG2-

GFP*1 

39 69 Kanamycin Laborintern 

peGFP-N1-

rPrg3 

rPRG3-

GFP*1 

35 65 Kanamycin Laborintern 

peGFP-N1 

mPrg4  

mPRG4-

GFP*1 

5 143 Kanamycin Laborintern 

peGFP-N1-

rPrg5  

rPRG5-

GFP*1 

37 146 Kanamycin Laborintern 

peGFP-C1-

hPrg1 

GFP-

hPRG1*2 

92 82 Kanamycin Laborintern 
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peGFP-N1-

mPrg1 

mPRG1-

GFP*1 

93 199 Kanamycin Laborintern 

peGFP-C1-

rPrg2 

GFP-

rPRG2*2 

94 182 Kanamycin Laborintern 

peGFP-C1-

rPrg2-ΔC 

GFP-

rPRG2-

ΔC*2,3 

95 140 Kanamycin Laborintern 

pCMV2-

Flag-rPrg2 

rPRG2-

Flag*4 

96 70 Ampicillin Laborintern 

pCMV2-

3xFlag-

mPrg1 

PRG1-

3xFlag*4 

99 266 Ampicillin Laborintern 

 

 

Abbildung 9: Hauptsächlich verwendete Konstrukte (s.o.). Grün umrandet: Konstrukte für Lebendzellmikroskopie (s. 3.3.3). 

GFP: Grün fluoreszierendes Protein. CFP: Cyan fluoreszierendes Protein. PRG: Plasticity Related Gene. Abbildung erstellt mit 

BioRender.com 

 

Im Rahmen der Arbeit wurde die PRG-Sequenz der bisher nur in Papierform dokumentierten Plasmide mithilfe einer 

Sequenzierung durch Eurofins überprüft und digitale Plasmid-Karten erstellt (s. Anhang und Ergebnisteil für 

Annealing-Ergebnisse). 

Tabelle 13: Informationen zu dem verwendeten Kit für die Präparation von Plasmid-DNA (Maxiprep) 

Kit Hersteller Referenznummern 

DNA, RNA and protein purification Nucleobond® PC 

500 

Machenery-Nagel 

 

740574,  

740531 (AX 100 Filter) 

 

Für die probeweise Restriktion hergestellter Plasmide wurden folgende Restriktionsenzyme verwendet. 

Tabelle 14: verwendete Restriktionsenzyme und Puffer 

Name Hersteller Referenznummer 

BamHI FastDigest ThermoFisher FD0054 
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BglII FastDigest  ThermoFisher FD0084 

EcoRI FastDigest ThermoFisher FD0274 

HindIII FastDigest ThermoFisher FD0504 

XhoI FastDigest ThermoFisher FD0694 

FastDigest Green Buffer (10X) für 

Restriktionsverdau 

Thermo Fisher Scientific B72 

 

Tabelle 15: Primer für die Sequenzierung der verwendeten Plasmide: CFPMem wurde mit denselben Primern wie die 

(gleichzeitig vervielfältigten) PRG Plasmide sequenziert, um eine Verwechslung/Verunreinigung etc auszuschließen. Die Primer 

entsprechen den Standardprimern von Eurofins, welche anhand von digitalen Plasmidkarten vor der Verwendung auf 

Anwendbarkeit geprüft wurden. Bei bGH polyA rev1 handelt es sich um einen Primer, welche für die Sequenzierung eigens bestellt 

wurde, leider funktionierte der Primer jedoch nicht. Die ermittelten Sequenzen wurden mit den für das entsprechende Gen 

bekannten cDNA Sequenzen verglichen (NCBI Blast/UniProt Alignment, s. 3.2.4.1 und Anhang), for: forward, rev: reverse; x*1 

Abweichungen von der Referenz-DNA mit Auswirkungen auf Aminosäuresequenz (s. 3.2.4), -*2 Sequenzierung hat nicht 

funktioniert, -*3 keine Sequenzierung durchgeführt (mit diesem Plasmid wurde nur ein Probeexperiment durchgeführt (s. 2.2.2.3)) 

Plasmid Codiertes Protein Forward 

Primer 

Geprüft Reverse Primer Geprüft 

peCFPMem  CFPMem pEGFP_for x pEGFP_rev x 

pTurboRFP-N  RFP CMVfor x pEGFP_rev x 

peGFP-N1-hPrg1 hPRG1-GFP*1 pEGFP-for x*1 EGFP-Nrev x 

peGFP-N1-rPrg2 hPRG2-GFP pEGFP_for x EGFP-Nrev x 

peGFP-N1-rPrg3 rPRG3-GFP pEGFP_for x EGFP-Nrev x 

peGFP-N1 mPrg4  mPRG4-GFP pEGFP_for x EGFP-Nrev x 

peGFP-N1-rPrg5  rPRG5-GFP pEGFP_for x EGFP-Nrev x 

peGFP-C1-hPrg1 GFP-hPRG1*2 EGFP-Cfor x*1 pEGFP-rev x 

peGFP-N1-mPrg1 mPRG1-GFP pEGFP_for x EGFP-Nrev x 

peGFP-C1-rPrg2 GFP-rPRG2 EGFP-Cfor x pEGFP_rev x 

peGFP-C1-rPRG2-ΔC GFP-rPRG2-ΔC EGFP-Cfor x pEGFP_rev x 

pCMV2-Flag-rPrg2 rPRG2-Flag*3 CMVfor x bGH polyA rev1  -*2 

pCMV2-3xFlag-mPrg1 PRG1-3xFlag -*3  -  

 

Tabelle 16: Primer zum Sequenzieren: *1 Standard Primer von Eurofins, *2 selbst entworfen (hat allerdings nicht funktioniert) 

Forward primer Reverse Primer 

Name Sequenz Name Sequenz 

pEGFP_for TTT AGT GAA CCG TCA GAT 

C*1 

pEGFP_rev TTT AAA GCA AGT AAA ACC 

TC*1 

CMVfor CGC AAA TGG GCG GTA GGC 

GTG*1 

EGFP-Nrev CCG TCC AGC TCG ACC AG*1 

EGFP-Cfor GAT CAC ATG GTC CTG CTG*1 bGH polyA 

rev1 

CAC CCC ACC CCC CAG*2 

 

2.1.7 Material Immunzytochemie/Antikörper 

Im Folgenden findet sich eine Auflistung der verwendeten Färbereagenzien und der primären/sekundären Antikörper, 

welche in den immunzytochemischen Färbungen Verwendung fanden. 

Tabelle 17: Färbereagenzien für ICC 

Färbereagenz Hersteller Artikelnummer Verdünnung 

DAPI Sigma-Aldrich-Aldrich D9542-5MG 

 

1:2000 

Phalloidin-iFluor 555 

Reagent  

abcam ab176756 

 

1:1000 
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Tabelle 18: verwendete primäre und sekundäre Antikörper für ICC 

 Spezies Klonalität Hersteller Art No Verdünnung 

GFP primärer 

Antikörper 

Kaninchen polyklonal abcam 11039 1:1000 

PIP2 primärer 

Antikörper  

Maus monoklonal abcam 11039 1:500 

Flag primärer 

Antikörper 

Kaninchen polyklonal Sigma-Aldrich F7426-

2MG 

1:1500 

Alexa goat- α-

rabbit 488 

sekundärer 

Antikörper 

Ziege polyklonal Life Technologies A11008 1:1500 

Alexa goat- α-

mouse 647 

sekundärer 

Antikörper 

Ziege polyklonal Invitrogen/Thermo Fisher 

Scientific 

A21235 1:1500 

 

Tabelle 19: weiteres Material für ICC 

Reagenz Hersteller 

Normal Goat Serum (NGS) Histoprime 

Mowiol   Carl Roth 

 

Für die Mikroskopie mittels 40x Objektiv am konfokalen FV3000 Mikroskop wurde folgendes Öl verwendet. 

Tabelle 20: verwendetes Öl für Mikroskopie am konfokalen Mikroskop 

Reagenz Hersteller Artikelnummer 

Mineralöl  Merck M8410-500 ml 

 

Folgende Vaseline wurde für die Fixierung der Deckgläschen während der Lebenzellmikroskopie genutzt. 

Tabelle 21: verwendete Vaseline bei Lebendzellmikroskopie 

Reagenz Hersteller/Marke Artikelnummer 

Vaseline Pure Petroleum Jelly 

Original  

Vaseline 124674 – 100ml 

 

2.1.8 Material für RNA Isolation/cDNA Synthese/PCR/qRT-PCR 

Tabelle 22: Material für cDNA-Synthese, PCR sowie RNA-Qualitätskontrolle mittels Tape-Station 

Reagenz Hersteller 

DNase-1  New England Biolabs Inc 

DNase-1-Reaktion Puffer New England Biolabs Inc 

dNTP Mix 100mM  Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific) 

GoTaq® Green Master Mix  Promega 

GoTaq Hot Start Polymerase Art. Nr. M5005 Promega 

HD-Green Plus DNA Stain   Intas Science imaging 

High-capacity cDNA Reverse Transcription Kit Art. Nr. 

4368814 

Applied Biosystems™ (Thermo Fisher 

Scientific) 

Hyperladder 1 kB 100 Lanes  meridian Bioscience® 

MultiscripeReverse Transkriptase  Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific) 
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Primer ß-Aktin und Mykoplasmen-PCR eurofins 

RNA Screen Tape Agilent Technologies 

RNA Screen Tape Puffer Agilent Technologies 

RNA Qualitätskontrolle: Tubestreifen und Deckel (Optical 

Tube and Cap,  8er Streifen) 

Agilent Technologies 

10X RT-Buffer  Applied Biosciences 

 

Für die qRT-PCR wurden Primer und Sonden als TaqMan Gene Expression Assays von der Firma Thermo Fisher 

Scientific bezogen (s. Tabelle 23). 

Tabelle 23: Primer/Sonden, welche für die qRT-PCR genutzt wurden. Sequenz zu PRG2 mouse: Forward: 

CCTCCGGCGCACAGT, Reverse: AGAGCCGTGGCACACA, Probe: ACACGTGTACACCCACAAAG; *1 ebenfalls genutzt in 

(168); *2 ebenfalls genutzt in (169); *3 ebenfalls genutzt in (33) 

Bezeichnung Primer/Probe Hersteller Artikel No/Assay ID 

Lpar1 mouse Thermo Fisher Scientific Mm00439145_m1 *1 

Lpar2 mouse Thermo Fisher Scientific Mm00469562_m1 *1 

Lpar3 mouse Thermo Fisher Scientific Mm01312593_m1 *1 

Lpar4 mouse Thermo Fisher Scientific Mm01228533_m1 *1 

Lpar5 mouse Thermo Fisher Scientific Mm01190818_m1 *1 

Lpar6 mouse Thermo Fisher Scientific Mm00613058_s1 *2 

PRG1 mouse Thermo Fisher Scientific Mm00724102_m1 *3 

PRG2 mouse laborintern entwickelt MPRG2 EX34-EX34 *3 

Gen Bank Accession-Nr.: 

NM_144935 

PRG3 mouse Thermo Fisher Scientific Mm00626670_m1 *3 

PRG4 mouse Thermo Fisher Scientific Mm00460726_m1 *3 

PRG5 mouse Thermo Fisher Scientific Mm01310525_m1 *3 

Mouse GAPD (DQ) Mix 20x 

(Glyceraldehyde-3phosphate 

dehydrogenase) 

Applied Biosystems (Life 

Technologies) 

4352661 

Mouse ACTB (DQ) Mix (20x) 

(Aktin β) 

Applied Biosystems (Life 

Technologies) 

4352663 

 

Als Referenz-cDNA-Proben (Neokortex Maus P5, Hoden Maus P20/P30/12 Monate) wurden cDNA-Proben aus einer 

cDNA-Datenbank genutzt, welche in der Arbeitsgruppe Anatomie an der Charité Berlin unter Leitung von Frau Prof. 

Dr. Anja Bräuer generiert wurde und nun laborintern genutzt wird (behördliche Anzeige s. Anhang). 

Tabelle 24: Weiteres Material für qRT-PCR 

Reagenz Hersteller 

Taq Man Fast Universal Mastermix Art. Nr. 4352046 Applied Biosystems 

96-Well Platte für qRT-PCR (Hard-Shell® 96-Well PCR Plates) Bio-Rad 

Folie zum Bedecken der Well-Plates Bio-Rad 
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2.2. Methoden 

Die Abbildung 10 gibt einen Überblick über die verwendeten Methoden. Für die Experimente wurden Neuro2a-

Zellen als Modellzellen für neuronale Zellen genutzt (sowie HEK293T-Zellen als Vergleichsobjekte). Mittels qRT-

PCR wurde das Expressionsprofil der PRGs und LPA-Rezeptoren in undifferenzierten Neuro2a untersucht. Mittels 

Transfektion verschiedener PRG-Plasmide (sowie CFPMem als Kontrollplasmid) wurde eine Überexpression der 

jeweiligen Proteine induziert. Die Zellen wurden dabei durch GFP (grün fluoreszierendes Protein) fluoreszierend 

markiert. Mittels immunzytochemischer Färbungen wurde die Lokalisation der Proteine sowie die durch 

Überexpression induzierte Morphologie untersucht. In differenzierten Neuro2a wurde zudem die Anzahl an Neuriten 

und Protrusionen induziert durch PRG2/3-Überexpression untersucht. Zur Untersuchung der LPA-induzierten 

Neuritenretraktion wurden die Zellen zunächst für ca. 16-20h in serumfreiem Medium kultiviert (,wodurch eine 

Differenzierung der Neuro2a-Zellen induziert wurde,) und anschließend mit LPA behandelt. Die Neuritenretraktion 

wurde mittels der Lebendzellmikroskopie und Videoaufnahmen verfolgt und anschließend quantifiziert. 

 

Abbildung 10: Überblick über die verwendeten Methoden. qRT-PCR: quantitative Real-Time-Polymerase-Ketten-Reaktion. ICC: 

Immunzytochemie. 

 

2.2.1 Zellbiologische Methoden 

2.2.1.1 Kultur, Passage und Kryokonservierung von Zelllinien 

Ursprünglich sollten in Analogie zu vorhergehenden Arbeiten zu dem Einfluss der PRG-Überexpression auf die LPA-

induzierte Neuritenretraktion N1E-115-Zellen verwendet werden (10,22,23). Die von ATCC bezogenen N1E-115-

Zellen zeigten jedoch eine eingeschränkte Proliferation und eine abgerundete Zellmorphologie ohne Erholung auch 

nach mehreren Passagen. Es wurde Kontakt zu der liefernden Firma (ATCC) aufgenommen. Diese empfahl ein 

spezielles Medium zur Aufzucht von N1E-115-Zellen, welches jedoch nicht käuflich zu erwerben sei und dessen 

Zusammensetzung unklar blieb. Da auch Neuro2a-Zellen, ebenfalls eine Neuroblastom-Zelllinie, in vorherigen 

Arbeiten zu der Untersuchung LPA-induzierter Neuritenretraktion verwendet wurden (24) und wir diese im Kontakt 
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mit einer anderen Arbeitsgruppe an der Universität Oldenburg (AG für Biochemie, Gruppenleiter: Prof. Dr. Karl-

Wilhelm Koch) erhalten konnten, wurde die Verwendung dieser Zelllinie beschlossen. 

Um neuronale Zellen zu untersuchen, existieren mittlerweile verschiedene zellbiologische Methoden. In dieser Arbeit 

werden Neuroblastomzellen der Linie Neuro2a als Modellorganismen für neuronale Zellen verwendet. Deutlich näher 

an der Realität sind Zellkulturen mit primären Neuronen (170). Eine Verwendung dieser Zellen bedeutet jedoch 

tierschutzrechtliche Konsequenzen, eine limitiertierte Zellzahl, eine anspruchsvolle Kultivierung sowie hohe 

Anforderungen an die Transfektion und ist deshalb speziellen Fragestellungen vorbehalten (170). Als Zellen, welche 

murinen Neuroblastomen – embryonalen Tumoren mit einem mutmaßlichen Ursprung in Zellen der Neuralleiste (171) 

– entstammen, zeigen Neuro2a-Zellen eine Morphologie mit Ausläufern, welche im Kontakt zu LPA eine Retraktion 

zeigen (24,69). Dennoch ist an diesem Punkt explizit darauf hingewiesen, dass Neuroblastomzellen von Neuronen in 

Morphologie, Genexpression und Verhalten verschieden sind. 

Als Vergleichsorganismen wurden HEK293T-Zellen verwendet. Für HEK293-Zellen, eine menschliche Zelllinie aus 

embryonalem Nierengewebe, wurden mehrfach morphologische Veränderungen bedingt durch PRG-Überexpression 

beschrieben (s. 3.2.2). Sie zeigen jedoch als nichtneuronale Zellen ausschließlich kurze Filopodien und eignen sich 

somit nicht für morphologische Analysen von Neuritenretraktion. 

Neuro2a und HEK293T-Zellen wurden in T25/T75 Flaschen (25/75 cm2) in den entsprechenden Medien (s. 2.1.5, 

Tabelle 8) in 5 %-iger CO2-Atmosphäre, bei 37 °C und 95 % Luftfeuchtigkeit im Inkubator kultiviert. Mikroskopisch 

erfolgte die Bestimmung der sichtbaren Konfluenz. Bei 80-100 % Konfluenz wurden die Neuro2a-Zellen auf 1:25 bis 

1:10 passagiert. Hierzu wird zunächst das Medium abgesaugt und die Zellen werden mit 2,5/5 ml (T25/T75) DPBS 

(auf 37 °C vorgewärmt) gewaschen. Anschließend werden 1,5/3 ml 0,05%/0,25% (für HEK/Neuro2a) Trypsin EDTA 

(auf 37 °C vorgewärmt) hinzugegeben und die Flaschen werden erneut im Inkubator platziert, bis sich die Zellen von 

ihrem Untergrund lösen (ca. 3 min für HEK293T und 5 min für Neuro2a). Die reduzierte Adhärenz wird 

mikroskopisch überprüft. Anschließend werden die Zellen mit weiteren 3,5/7 ml Medium (auf 37 °C vorgewärmt) 

versetzt und mit sanften, meanderförmigen Spülbewegungen endgültig vom Untergrund gelöst, mit dem Medium 

vermischt und in ein steriles Gefäß (50 ml Falcon) gegeben. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation (1500 rcf, 5 

min, 22 °C). Der Überstand wird abgesaugt und das Pellet vorsichtig mit 5 ml Medium resuspendiert und in der 

gewünschten Menge in neue, mit 5/15 ml Medium gefüllte T25/T75 Flaschen gegeben. Diese Flaschen werden zuvor 

mind. 15 min im Inkubator gelagert, sodass sich pH und Temperatur des Mediums anpassen können. 

Zur Kryokonservierung entsprechen die ersten Schritte denen der Passage/Zellzählung (s.u.). Nach der Zellzählung 

wird die Zellsuspension erneut zentrifugiert und anschließend mit dem Kühlmedium versetzt (5 % DMSO, 95 % 

DMEM). Anschließend wird die Zellsuspension in Kryoröhrchen (1,7 ml bzw. 2 Mio. Zellen/Vial) gegeben, diese 

über Nacht bei -80 °C gekühlt und am folgenden Tag in Flüssigstickstoff für die längerfristige Lagerung überführt. 

Die Kryokonservierung wurde freundlicherweise durch die technische Assistentin Frau Jennifer Sevecke-Rave 

übernommen. 

Das Auftauen von in Flüssigstickstoff gefrorenen Zellen erfolgte nach folgendem Prozedere: Zum Auftauen von 

Zellen werden zunächst zwei T25-Flaschen mit Medium befüllt und mind. 30 min in den Inkubator gestellt. Zudem 

wird ein Zentrifugenröhrchen mit 15 ml Medium befüllt und für 30 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die 

Zellen werden dem Stickstofftank entnommen und innerhalb von ein bis zu maximal zwei Minuten im Wasserbad bei 

37°C geschwenkt, bis das Vial größtenteils getaut, jedoch weiterhin kalt ist. Anschließend werden die Zellen zu den 
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15 ml Medium (Raumtemperatur) gegeben und durch Auf- und Abpipettieren mit serologischer Pipette gemischt 

sowie anschließend bei 300 rcf für 3 min zentrifugiert. Der Überstand wird abgenommen, das Pellet mit den 10 ml 

aus den beiden T25-Flaschen resuspendiert und auf beide Flaschen verteilt. Einen Tag nach dem Auftauen wird ein 

Mediumwechsel durchgeführt und es erfolgt eine Passage bei 80-100 % Konfluenz innerhalb der nächsten Tage. Die 

Zellen wurden frühestens eine Woche nach dem Auftauen für Experimente verwendet. 

Die Aussaat von Zellen erfolgte je nach Zweck in 12-/24-Well-Platten (für Immunzytochemie) oder in Petrischalen 

(für RNA-Isolation und Lebendzellmikroskopie), evtl. auf Deckplättchen (für Immunzytochemie und 

Lebendzellmikroskopie). Bei Verwendung von gläsernen Deckplättchen für Lebendzellmikroskopie oder 

Immunozytochemie wurden diese zuvor mit Poly-L-Lysin (PLL) beschichtet. Dazu werden die gelieferten 

Deckplättchen zunächst gewaschen (erst 30 min auf Schüttler bei 100 rpm mit ultrareinem, destilliertem Wasser, dann 

30 min mit 70 % Ethanol (100 rpm), anschließend mind. 10 min mit 99 % Ethanol) und anschließend in 99 % Ethanol 

gelagert. Einen Tag (oder mind. 4h) vor der Aussaat werden die Deckplättchen aus ihrem Behälter entnommen, in der 

Flamme eines Bunsenbrenners abgeflammt und in der Luft geschwenkt, bis jegliches Ethanol verdunstet ist. 

Anschließend werden die Deckplättchen in den Petrischalen/Vertiefungen der Platten platziert und PLL 0,1% in 

Wasser wird auf die Deckplättchen gegeben. Nach Inkubation für mind. 4 h wird das PLL abgenommen und erneut 

in einem Zentrifugenröhrchen gesammelt (Wiederverwendung max. fünfmal). Die Deckplättchen werden dreimal mit 

DPBS gewaschen, bevor die Schalen zur Aussaat von Zellen genutzt werden. Das Prozedere zur Aussaat von Zellen 

entspricht im Beginn jenem, welches für die Passage von Zelllinien beschrieben wurde. Nach Resuspendieren in 5 ml 

Medium wird eine Zellzählung mithilfe der Neubauer Zählkammer durchgeführt und Trypanoblau zum Ausschluss 

von avitalen Zellen verwendet (20 µl Zellsuspension + 80 µl Trypanoblau → Zählen der Zellen in vier Quadranten 

→ Durchschnitt der Quadranten *5*10 = Zellzahl/µl). Anschließend wird die gewünschte Anzahl an Zellen ausgesät. 

I.d.R. wurden bei Aussaat 24 h vor Transfektion 40.000 Zellen/Well in einer 24-Well Platte, 80.000 Zellen/Well in 

einer 12-Well-Platte (beide für Immunzytochemie) und 160.000 Zellen/Well in 3,5 cm Petrischalen (für 

Lebendzellmikroskopie) ausgesät. 

Es erfolgten in regelmäßigen Abständen Testungen der verwendeten Zellen auf eine Kontamination mit Mykoplasmen 

mittels PCR. Bei Kontamination müssen alle Zellen im verwendeten Inkubator verworfen werden, eine gründliche 

Reinigung und Desinfektion des Inkubators und der sterilen Arbeitsbank erfolgen und kryokonservierte Zellen 

aufgetaut werden. Für die Testung wird jeweils 1 ml des Mediums aus den für die Kultur genutzten T25/75-Flaschen 

(zuvor mehrtägige Kultivierung) entnommen und bei 250 rcf für 1 min zentrifugiert. Der Überstand wird nun in ein 

neues, steriles Gefäß überführt und bei 20.000 rcf für 10 min zentrifugiert. Nun wird der Überstand verworfen und 

das Pellet mit 50 µl ultrareinem Wasser resuspendiert. Es erfolgt eine Erhitzung bei 95 °C für 3 min. Die Proben 

können anschließend bei -20 °C gefroren werden. 

Anschließend wurde die PCR entsprechend dem Protokoll mithilfe des PCR Mycoplasma Test Kits 

(PanReacAppliChem, ITW Reagents, Product-No. A3744, s. Tabelle 25) durchgeführt (s. Abschnitt 2.2.2). Da dieses 

Testkit jedoch nach Verbrauch nicht mehr erhältlich war, wurde schließlich ein anderes PCR-Verfahren verwendet. 

Die hierfür verwendeten Primer und ihre Sequenzen werden in Tabelle 10 angegeben. Für die PCR wird ein 

Mastermix mithilfe des Promega Mastermix Green angefertigt (s. Tabelle 26). Anschließend werden für einen PCR-

Mix 23 µl MasterMix mit 2 µl der zu testenden Probe versetzt und die PCR nach dem unten stehenden Protokoll (s. 

Tabelle 27) durchgeführt. Zuletzt erfolgt eine Gelelektrophorese (s. Beispielbild in Abbildung 41, Anhang). 
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Tabelle 25: PCR-Bedingungen für Mykoplasmen-PCR (Quelle: Protokoll des PCR-Mykoplasmen-Test-Kit, zuerst (bis 08.2022) 

verwendetes Kit) 

Schritte Temperatur Zeit Zyklus 

Initiale Denaturierung 94°C 30 s 1 

Denaturierung 94°C 30 s 36 

Annealing 60°C 120 s 36 

Elongation 72°C 630 s 36 

Finale Elongation 72°C 5 min 1  
4-8°C   Ende 

 

Tabelle 26: Mastermix Komposition für die Mykoplasmen-PCR (ab 09.2022 verwendet) 

MASTERMIX  Volumen (µl)/Probe 

Promega Mastermix Green 10 

5'Primer (GPO, 10 mM) 1,25 

3'Primer (MGSO, 10 mM) 1,25 

PCR Wasser 10,5 

MasterMix total 23 

 

Tabelle 27: PCR Bedingungen für die Mykoplasmen-PCR (genutzt ab 09.2022) 

Schritte Temperatur Zeit Zyklus 

Initiale Denaturierung 94°C 5 min 1 

Denaturierung 94°C 30 s 35 

Annealing 60°C 30 s 35 

Elongation 72°C 30 s 35 

Finale Elongation 72°C 7 min 1 

 4°C   Ende 

 

Neuro2a-Zellen weisen (wie beschrieben) nur im weiteren Sinne Ähnlichkeit mit neuronalen Zellen auf. Um eine 

Zelllinie mit mehr neuronalen Merkmalen zu erhalten, ist es möglich, Neuro2a-Zellen mittels Zugabe spezieller 

Reagenzien zu differenzieren. Hierzu habe ich Retinsäure als Differenzierungsreagenz in Neuro2a_1 getestet. In der 

Literatur werden verschiedene Protokolle für die Differenzierung mit Retinsäure angegeben (69,172,173), wobei 24-

48 h Behandlung mit 10-20 µM Retinsäure unter Kultivierung in vollständig (0 % FBS) bis partiell (2 % FBS) 

serumfreien Medium genannt werden. Probeweise behandelte ich Neuro2a_1-Zellen 24 h mit 10 µM Retinsäure in 

Medium ohne FBS, wobei auch andere Konditionen getestet wurden. Bereits durch die Kultivierung in serumfreiem 

Medium ohne Hinzugabe von Retinsäure zeigte ein Teil der Neuro2a_1 und ein Großteil der Neuro2a_2-Zellen eine 

differenzierte Morphologie. Infolge der Behandlung mit Retinsäure zeigte sich keine deutliche Differenzierung der 

Neuro2a_1, jedoch eine Toxizität mit Verringerung der Proliferation (s. Abbildung 42: deutlich geringere Zellzahl 

infolge der Behandlung mit Retinsäure), sodass ich diesen Ansatz nicht weiterverfolgte.  

2.2.1.2 Transfektion 

Es wurden verschiedene Transfektionsreagenzien verwendet. Für HEK293T-Zellen wurde Polyethylenimin (PEI) als 

Transfektionsreagenz genutzt. Dabei handelt es sich um ein kationisches Polymer mit einer hohen Dichte positiver 

Ladungen, welches Komplexe mit negativ geladenen Nukleinsäuren bildet (sog. Polyplexe) (174–176). Die PEI-DNA 

Komplexe werden von der Zelle mittels Endozytose aufgenommen, es kommt zur Freisetzung der DNA innerhalb der 

Zelle (174,177). Freies PEI bindet dabei an negativ geladene Glykosaminoglykane auf der Zelloberfläche und 

verhindert, dass diese sich hemmend auf die Transfektion auswirken (174). Es handelt sich um ein relativ preiswertes, 

effektives und gering toxisches Verfahren (174,176). 
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Für HEK293T wurde die Transfektion laborintern optimiert und schließlich nach folgendem Protokoll durchgeführt: 

Die Transfektion erfolgt ca. 24 h nach Aussaat der Zellen. DNA (z.B. 0,5 µl/Well in 12-Well-Platte)  und serumfreies 

Medium (z.B. 50 µl/Well in 12-Well-Platte) sowie PEI (z.B. 2 µl/Well in 12-Well-Platte, DNA:PEI Verhältnis 1:4)  

und serumfreies Medium (z.B. 50 µl in 12-Well-Platte) werden zunächst separat in zwei Reaktionsgefäßen gemischt. 

Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei Raumtemperatur wird die PEI-Medium-Mischung zu der DNA-Medium-

Mischung gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei Raumtemperatur wird nun die Lösung Tropfen für 

Tropfen zu den Zellen hinzugegeben, wobei die Menge der Transfektionslösung 10 % des gesamten Mediumvolumens 

des jeweiligen Zellkulturgefäßes nicht übersteigen darf (z.B. maximal 100 µl in 1 ml/Well in 12-Well-Platte). 15 bis 

maximal 18 h (am besten 16 h) nach Transfektion erfolgte die Verwendung der Zellen für die jeweiligen Experimente 

(i.d.R. Fixierung für immunzytochemische Färbungen). 

Für Neuro2a wurde zunächst ebenfalls PEI getestet, hiermit zeigte jedoch sich eine sehr niedrige 

Transfektionseffizienz (s. Abbildung 43, Anhang). Deshalb wurde zunächst übergangsweise Effectene genutzt, 

welches laborintern für primäre Neurone genutzt wird, und anschließend mit Metafectene® Pro (für alle im 

Ergebnisteil beschriebenen Experimente mit Neuro2a verwendet) weitergearbeitet. Für die Transfektion mit Effectene 

wird DNA zum EC-Puffer hinzugefügt und für eine Sekunde durch Vortexen gemischt (s. Tabelle 28). Anschließend 

wird der Verstärker (Enhancer) zu der Mischung hinzugefügt, erneut für eine Sekunde durch Vortexen gemischt und 

anschließend für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zuletzt wird frisches Medium zur Mischung hinzugegeben. 

Anschließend kann die Transfektionslösung zu den Zellen gegeben werden. 

Tabelle 28: Beispielmengen für Effectene Transfektion in 12-Well Platte (die verwendete DANN-Menge wurde für jedes Plasmid 

einzeln optimiert)  
Volumen (µl) (für 1 Well in 12-Well Platte) 

DNA  0,5 

EC-Puffer 119,6 

Enhancer (Verstärker) 6,4 

Effectene  6,4 

frisches Neuro2a-Medium  700 

 

Bei Metafectene® Pro handelt es sich um ein liposomales Transfektionsreagenz, welches ein Gemisch aus 

polykationischen (positiv geladen) und neutralen Lipiden beinhaltet (178). Die positiv geladenen Lipide bilden 

Komplexe mit der negativ geladenen DNA, welche anschließend von der Zelle vermutlich mittels Verschmelzen mit 

der Membran oder Endozytose aufgenommen werden (179–181). In den folgenden Schritten wird die DNA (nach 

Zerstörung der Membran des Endosoms durch Interaktion der extern zugeführten kationischen Lipide mit internen 

anionischen Lipiden (182)) entweder in das Zytoplasma freigesetzt oder im Lysosom abgebaut (179). Metafectene® 

Pro eignet sich sowohl zur transienten als auch zur stabilen Transfektion, zeigt eine niedrige Zytotoxizität und fehlende 

Seruminhibition laut Herstellerinformationen (183). Die genaue Lipidzusammensetzung ist nicht veröffentlicht. 

Ebenfalls ca. 24 h nach Aussaat der Zellen wird für die Transfektion mit Metafectene® Pro die DNA (bei -20 °C 

gelagert) sowie die Metafectene® Pro-Lösung (bei 4 °C gelagert) bei Raumtemperatur aufgetaut. Nachdem die 

Lösungen vollständig aufgetaut sind, werden beide Lösungen kurz gevortext. Als Reaktionsbasis wurde DPBS oder 

serum- und antibiotikafreies DMEM verwendet. Die Transfektionseffizienz schien unter Verwendung von DMEM 

etwas höher zu sein. Nach Vorlegen von DPBS/DMEM wird zu einem Pipettiergefäß die DNA und zum anderen 

Metafectene® hinzugefügt. Es wird hierbei mittels einmaligem Hoch- und Herunterpipettieren gemischt. 

Anschließend wird das DNA-DPBS/DMEM-Gemisch dem Metafectene-DPBS/DMEM-Gemisch hinzugegeben. Es 
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folgt eine Inkubation bei Raumtemperatur für 15-20 min. Zuletzt wird die Transfektionslösung Tropfen für Tropfen 

vorsichtig zu den Zellen hinzugegeben. Die optimalen Volumina/Verhältnisse wurden experimentell ermittelt. Die 

Ergebnisse für Neuro2a_1 sind für einige Plasmide in Tabelle 29 für 12-Well-Platten abgegeben. Für Neuro2a_2 

mussten dagegen die wesentlich höheren Standardvolumina genutzt werden, da bei niedrigeren Volumina die 

Transfektionseffizienz litt. 

Tabelle 29: Optimierungsergebnisse der Transfektion von Neuro2a_1 mit Metafectene® Pro unter Kultivierung der Zellen in 

Medium ohne FBS (Mediumwechsel vor Hinzupipettieren der Transfektionslösung oder 3h nach Transfektion). Für Neuro2a_2 

wurden hingegen die (höheren) Standardvolumina (Standard, s. Manual (183)) verwendet, da diese die optimalen 

Transfektionsergebnisse erbrachten. Es werden beispielhaft die Mengenangaben bei Verwendung einer 12-Well-Platte angegeben. 

Plasmid DPBS/DMEM 

(µl/Well) 

DNA 

(µg/Well) 

Metafectene® 

Pro (µl/Well) 

Gesamtmenge 

(µl/Well) 

hPRG1-eGFP 50 1 2 103 

rPRG2-eGFP 50 0,4 1,6 102 

rPRG3-eGFP  50 0,4 0,8 101,2 

mPRG4-eGFP 50 1 3 104 

rPRG5-eGFP 50 1 2 103 

CFPMem 50 0,4 0,8 101,2 

Standard 50 1 3 104 

 

Bei Incucyte-Analysen zeigte sich, dass hauptsächlich Zellen transfiziert wurden, welche sich kurz nach dem 

Zeitpunkt der Hinzugabe des Transfektionsreagenzes teilten (s. Abbildung 44, Anhang). Dies passt dazu, dass 

bekannt ist, dass die nukleäre Hülle in sich nicht teilenden Zellen als natürliche Grenze dient, sodass bei Verwendung 

nichtviraler Transfektionsmethoden die Plasmid-DNA nicht in den Zellkern gelangen kann (179). Es wurde 

beobachtet, dass die (auch mit dem Kontrollplasmid (CFPMem)) transfizierten Neuro2a_1-Zellen eine im Vergleich 

zu den untransfizierten Zellen veränderte Morphologie aufwiesen. Die meisten transfizierten Zellen zeigten sich mit 

eher rundlichem Zellkörper und dünnen, teilweise verzweigten Neuriten und zeigten somit eine tendenziell 

differenzierte Morphologie. Es blieb unklar, woran dies liegt. Möglicherweise hängt dies zusammen mit einer 

veränderten Komposition der Plasmamembran durch das liposomale Transfektionsreagenz, an der serumfreien 

Kultivierung oder daran, dass die Zellen nach Zellteilung und Transfektion „gestresst“ sind. Für Neuro2a_2-Zellen 

wurde kein wesentlicher Unterschied der Morphologie untransfizierter Zellen im Vergleich zu CFPMem-transfizierten 

Zellen beobachtet. 

2.2.1.2 Lebendzellmikroskopie 

Für die Lebendzellmikroskopie wurden zwei verschiedene Methoden verwendet. 

Um einen ersten Eindruck zu erhalten, wurde das Incucyte-System genutzt. Hierbei werden 24- oder 12-Well-Platten 

ohne Deckplättchen genutzt. Anschließend können mikroskopische Fotos über einen definierten Zeitraum zu 

festgelegten Zeitpunkten erstellt werden. Es stehen ein 4x-, 10x- und 20x-Objektiv zur Verfügung, wobei in den 

durchgeführten Experimenten ausschließlich das 20x Objektiv genutzt wurde. Es können je Zeitpunkt mehrere Bilder 

in allen Wells erstellt werden (verwendet wurden 4-9 Bilder/Well). Es wurden Analysen der Neuritenlänge im Kanal 

für Phase-Aufnahmen und grüne Fluoreszenz entsprechend des Manuals (184) durchgeführt. Es zeigte sich jedoch, 

dass die Analyse der Neuriten mittels der automatisierten (adjustierten) Analyse des Incucyte-Programmes bei 

Neuro2a-Zellen über die Zeit keine validen Ergebnisse ermöglichte, da je nach Auflösung der einzelnen Aufnahmen 

mehrfach Teile des Hintergrundes oder der Zellmembran der Somata fälschlich als Neuriten erkannt und Neuriten 
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nicht sicher als Neuriten identifiziert wurden (s. Abbildung 45, Anhang). Da die Lokalisation der Aufnahmen über 

die Zeit variierte, waren Veränderungen wie eine Retraktion der Neuriten nur schwer beurteilbar. Die Auflösung im 

20x Objektiv erwies sich zudem als nicht ausreichend, um geringfügige Veränderungen der Neuritenlängen zu 

beurteilen. Eine manuelle Nachjustierung war nicht möglich.  

Für detaillierte Analysen der Morphologie unter der Stimulation mit LPA wurde ein anderes System verwendet, 

welches sich hierfür besser eignet. Hierbei handelt es sich um ein inverses Mikroskop von der Firma Leica, welches 

mit einem Pump/Schlauch-System (s. Abbildung 11, A/B) verbunden ist, sodass die lebenden Zellen während der 

Mikroskopie kontinuierlich mit einem stimulierenden Agens in flüssiger Form behandelt werden können. Hierzu 

werden die verwendeten Spüllösungen in einem Wasserbad auf ca. 38°C (erwartete Abkühlung während des 

Transportes durch die Schläuche) erwärmt, von hier mittels Schläuchen über ein Pumpsystem in einer 

Geschwindigkeit von 1 ml/min bis in die Kammer gespült, welche die Zellen beinhaltet. Von hier wird die Flüssigkeit 

wieder hinausgesaugt (mit einer Geschwindigkeit von 1,2 ml/min, sodass ein Sog entsteht) und in einen S1-

Abfallbehälter gespült. Die Kammer besteht aus einem Plastikstück (s. Abbildung 11 und Abbildung 12, C), auf 

welches ein sauberes gläsernes Deckgläschen auf der oberen und ein mit Zellen beladenes Deckplättchen auf der 

unteren Seite mittels Vaseline als Haftungsgrundlage befestigt werden. Dadurch entsteht eine Kammer, durch welche 

die Flüssigkeit gespült werden kann. Die Kammer wird in einen Metalladapter (s. Abbildung 11, D) eingespannt, an 

welchen die Schläuche angeschlossen werden können. Anschließend wird dieser Adapter über dem Objektiv innerhalb 

der Inkubationskammer des Mikroskops eingespannt (s. Abbildung 11, A). Die Inkubationskammer wird auf eine 

Temperatur von 37 °C erhitzt und die Temperatur kontinuierlich überwacht. 

 

Abbildung 11: Aufbau Lebendzellmikroskopie: A: Das Innere der Inkubationskammer (blauer Pfeil: Temperaturmesssonde im 

Inneren, weißer Pfeil aus D: hier wird die Zellkammer eingesetzt), B: Pumpsystem und Spülflüssigkeiten (mit Pfeilen markiert: 1-

6 Zufluss zur Kammer, 7-10 Abfluss von der Kammer weg in den S1-Abfallbehälter, C: Plastikstück mit Vaseline, auf welches die 

Deckplättchen (oben: sauberes Deckplättchen, unten: Deckplättchen mit Zellen) aufgebracht werden (Pfeile 1-5 markieren die 

Flussrichtung), D: Metalladapter für Plastikstück, in welches die Zellkammer aus C eingesetzt wird und anschließend 

aufgeschraubt wird 

 

Vor Benutzung des Systems wurde dieses zunächst mit Ethanol absolut, anschließend mit Wasser und zuletzt mit der 

Pufferlösung (Krebs-Ringer´s Lösung  mit Salzen) gespült, um sicherzugehen, dass jegliche lipophilen und 

hydrophilen kontaminierenden Stoffe aus dem System entfernt wurden. Nach Einsatz von LPA (zwischen den 

Messungen) wurde diese Spülung wiederholt. Während der Handhabung von LPA-Lösungen wurden wie beschrieben 

ausschließlich Glaspipetten und -gefäße verwendet. Während der letztendlichen Behandlung wurde nun jedoch die 

Flüssigkeit unvermeidbarer Weise durch Plastikschläuche (Polyethylen) geleitet.  
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Für die Lebendzellmikroskopie mit dem Leica-Mikroskop wurden die Zellen in kleinen Petrischalen (3,5 cm) auf mit 

PLL 0,1 % beschichteten, eckigen Deckplättchen ausgesät. Es wurden für eine Messung von untransfizierten Zellen 

300.000 Neuro2a-Zellen/Petrischale (1 Tag bis zur Messung) und für die Messung von transfizierten Zellen (2 Tage 

bis zur Messung) 160.000 Neuro2a-Zellen/Petrischale ausgesät. Diese wurden ca. 24 h nach Aussaat transfiziert. 3-5 

h nach Transfektion erfolgte der Mediumwechsel auf reines DMEM ohne FBS mit Antibiotika 

(Penicillin/Streptomycin). Eine serumfreie Kultivierung wurde deshalb als notwendig erachtet, weil im normalerweise 

dem Medium hinzugesetzten fetalen Rinderserum (FBS) unbekannte und variable Mengen von LPA vorliegen 

(185,186) (18). Außerdem musste aufgrund der Anwendung eines liposomalen Transfektionsreagenzes auch dieses 

von den Zellen entfernt werden, um eine Interaktion der enthaltenen Lipide mit den Zellen/dem hinzugefügten LPA 

zu verhindern. Zudem stellte sich eine serumfreie Kultivierung als geeignet und hinreichend für eine neuronale 

Differenzierung von Neuro2a_2-Zellen heraus (s. auch 3.1.1). Um sicher zu gehen, dass nur das hinzugefügte LPA 

Auswirkungen auf die Zellen hat, muss mind. 2 h (10,23,24) (für die u.g. Experimente 16-20 h) vor den Messungen 

eine Kultivierung in serumfreiem Medium erfolgen. Im Rahmen des Mediumwechsels wurden die Zellen zunächst 

mit DPBS gewaschen, bevor auf das neue Medium gewechselt wurde. 

Das Experiment lief folgendermaßen ab: Direkt vor der Messung wird die jeweilige Petrischale aus dem 37 °C/5 % 

CO2-Inkubator entnommen. Das Deckplättchen wird mit einer Pinzette und einer gebogenen Nadel aus der Schale 

gehoben, auf das mit Vaseline vorbereitete Plastikstück aufgebracht und vorsichtig angedrückt. Auf der anderen Seite 

sollte zuvor das saubere Deckplättchen mit Vaseline angebracht worden sein. Nun wird die Zellkammer vorsichtig in 

den Metalladapter eingebaut (verschraubt) und diese anschließend mit den Schläuchen verbunden. Es dauert ca. 2 bis 

5 min von der Entnahme des Deckplättchens bis zum Anschließen der Schläuche an die Kammer. Diese wird nun auf 

Dichtigkeit geprüft. Zunächst werden alle Zellen mit Krebs-Ringer´s Lösung  umspült. Zeigt sich die Kammer dicht, 

wird sie in das Mikroskop eingebaut und anschließend ein geeigneter Ort für die Aufnahmen gesucht. 

Gewählt wurde eine Region, in welcher mehrere grün fluoreszierende Zellen mit messbaren Neuriten zu finden waren. 

Ausgeschlossen wurden nur Zellen, welche zu Beginn bereits rund waren oder deren Neuriten aufgrund von 

Überlagerung mit anderen Zellen nicht messbar waren. Die zu messenden Zellen wurden in der verwendeten 

Mikroskopie-Software markiert und eine erste Ausgangsmessung der Neuritenlängen durchgeführt (t1=0 (s. 

Abbildung 12)). Gemessen wurden alle Neuriten, welche frei lagen und in ihrer gesamten Länge messbar waren, 

wobei der Neurit nicht durch andere Zellen und Neuriten überlagert sein durfte. Es wurden die Stammneuriten (erster 

Ordnung) sowie davon ausgehende Astneuriten (zweiter Ordnung) gemessen, jedoch keine Astneuriten dritter 

Ordnung. Es wurde die Gesamtneuritenlänge pro Zelle sowie die ursprüngliche Anzahl der (gemessenen) 

Neuriten/Zelle (t1=0 (s. Abbildung 12)) für mehrere Zeitpunkte gemessen und dokumentiert. 

Zu Beginn der Messung erfolgte zunächst als Kontrollbehandlung die Spülung der Zellen mit dem Lösungsmittel, 

welches in der anschließenden Messung für LPA verwendet wurde (z.B. x µl FAFBSA 1%  in Wasser in y ml Krebs-

Ringer´s Lösung  mit Salzen, wenn anschließend eine LPA-Lösung mit x µl LPA-Stammlösung (z.B. FAFBSA 1% 

in Wasser) in y ml Krebs-Ringer´s Lösung  mit Salzen verwendet werden sollte). Mit einem gefärbtem (roten) Medium 

(DMEM) wurde getestet, wie lange es dauert, bis die Umstellung des Dreiwegehahns zu einer Verfärbung des 

Mediums in der Zellkammer führt. Es handelte sich um ca. 5 min. Die zweite Messung der Neuritenlängen erfolgte 

somit 10 Minuten nach Umstellung des Dreiwegehahns und damit 5 Minuten (t1/2=5 (s. Abbildung 12)) nach Beginn 

der jeweiligen Behandlung (s. Abbildung 12). Insgesamt 25 min nach Umstellen des Dreiwegehahns (nach 

entsprechend 20 min tatsächlicher Kontrollbehandlung (t1/2=20 (s. Abbildung 12)) wurde die Messung beendet, der 

Dreiwegehahn erneut umgestellt und die LPA-Behandlung direkt anschließend begonnen. Die letzte Messung 
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während der Kontrollbehandlung (t1=20 (s. Abbildung 12)) wurde als erste Messung der Neuritenlänge während der 

LPA-Behandlung gewertet (t2=0 (s. Abbildung 12)). 

 

Abbildung 12: Ablauf der Lebendzellmikroskopie für die LPA-Behandlung transfizierter Zellen (s. 3.3.3): Zunächst wurde 

(unter Spülung der Zellen mit kompletter Krebs-Ringer´s Lösung  mit Salzen ohne Zusätze) ein Areal gesucht, in welchem mehrere 

(möglichst mindestens fünf) transfizierte Zellen mit messbaren Neuriten zu finden waren. Hier erfolgte eine Markierung der für die 

Messung verwendeten Zellen und der messbaren Neuriten sowie eine erste Ausgangsmessung der Neuriten (t1=0). Anschließend 

wurde die Kontrollbehandlung (1) mit Krebs-Ringer´s Lösung  (mit Salzen) mit FAFBSA 1% Vehikel begonnen, wobei nach 

spätestens 5 min (in grün) damit gerechnet werden konnte, dass diese Lösung die Zellen erreicht hat, sodass ab diesem Zeitpunkt 

die eigentliche Kontrollbehandlung begann. Anschließend wurde über 20 min (in blau) zu mehreren Messzeitpunkten (in violett) 

die Neuritenlänge gemessen. Die letzte Messung (nach 20 min Kontrollbehandlung) definiert zugleich den Ausgangswert für die 

LPA-Behandlung (2) (LPA (Stammlösung in FAFBSA 1% in Wasser) in Krebs-Ringer´s Lösung  (mit Salzen)), welche sich direkt 

anschloss. t1=0-20: Messzeitpunkte während der Kontrollbehandlung, Einheit Minuten (1).  t2=0-20: Messzeitpunkte während der 

LPA-Behandlung (2). Beispielbilder einer Behandlung von CFPMem-transfizierten Zellen mit LPA 10 µM. Abbildungen 

unbearbeitet, mit Markierungen und Messungen der Neuriten. Messbalken entsprechen 60/30 μm (groß/Zoom) 

 

2.2.1.3 Experimente mit fluoreszierendem LPA 

Eine der berichteten Formen der Interaktion von LPA und PRGs ist der durch PRGs induzierte Transport von LPA 

nach intrazellulär (s. 1.3.3). Im Vergleich zu Kontrollzellen wurde in Prg1-KO Zellen eine verminderte Aufnahme 

von (fluoreszierendem) LPA beobachtet (26,74). PRG1 ist somit womöglich in der Lage, LPA nach intrazellulär zu 

transferieren (25,26,74). Dies könnte mit einer Verringerung der extrazellulären LPA-Konzentration 

zusammenhängen, sodass weniger LPA an LPA-Rezeptoren binden und intrazelluläre Signalwege anstoßen könnte 

(25,26,74). Damit könnte eine vermehrte Aufnahme von LPA den LPA-Effekt an LPA-Rezeptoren verringern (ebd.). 

Da dies bisher nur für PRG1 gezeigt werden konnte, ging ich während meines Forschungsprojektes der Frage nach, 

ob dies auch für PRG2 nachweisbar ist. 

Hierfür verwendete ich PRG1-Flag- und PRG2-Flag-transfizierte HEK293T-Zellen sowie RFP transfizierte Zellen als 

Kontrolle. In Analogie zur Literatur (74) verwendete ich fluoreszierendes LPA (TF-LPA). 24 h nach Transfektion 

wurde die Hälfte des Mediums abgenommen und mit TF-LPA (Stammlösung präpariert wie LPA s.o., in FAFBSA 

1% in Wasser) versetzt, sodass bei erneutem Hinzupipettieren die Endkonzentration 10 µM betrug. Nach 5 min LPA-

Behandlung wurde das nicht von den Zellen aufgenommene TF-LPA von den Zellen mittels einer Waschung mit 

0,001 % SDS in DMEM entfernt und die Zellen mit 15 % Sucrose in 4 % PFA für 20 min fixiert. 
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Nach Färbung der PRGs (mit Flag-Antikörpern) wurde die Intensität der Fluoreszenz des TF-LPA zwischen den 

Zellen verglichen. Leider stellte mich das Experiment vor zwei Probleme. Erstens konnte nur eine sehr gering 

ausgeprägte Fluoreszenz des nur mit einem Flag-Molekül markierten PRG2-Flag-Konstruktes mit Flag-Antikörpern 

erzielt werden, sodass PRG2-transfizierte Zellen (im Gegensatz zu dem mit drei Flag-Molekülen markierten PRG1-

3xFlag) nicht sicher identifiziert werden konnten. Außerdem zeigte sich kein deutlicher Unterschied der (LPA-) 

Fluoreszenzintensität zwischen den PRG1-überexprimierenden und den untransfizierten Zellen (s. Abbildung 46, 

Anhang). Dies könnte daran liegen, dass der Unterschied sehr dezent ist (nur durch Quantifizierung erkennbar), nur 

in (primären) Neuronen, nach kürzerer LPA-Behandlung, bei geringeren/anderen LPA-Konzentrationen oder nicht 

bei Überexpression, sondern nur bei fehlender Expression (KO) von PRG1 vorliegt. Deshalb müsste im Weiteren 

getestet werden, ob ein Unterschied unter veränderten Bedingungen repliziert werden kann. Zudem ist vorstellbar, 

dass die Manipulation nach Fixierung (einschließlich Permeabilisierung) zu einem erneuten Transfer des verwendeten 

LPAs führte und aufgrund dessen kein Unterschied nachweisbar war. Leider standen für weitere Experimente keine 

primären Zellkulturen von Prg1/2-KO-Mäusen und keine stabil PRGs exprimierenden Zelllinien sowie kein 3x-Flag-

PRG2-Plasmid zur Verfügung, sodass dieser Ansatz nicht weiter verfolgt wurde. 

2.2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.2.1 Methoden zur Vervielfältigung von Plasmiden  

Für die Vervielfältigung von Plasmid-DNA zur Verwendung in der Zellkultur wurden zunächst Dyt-Agar-Platten 

hergestellt (Material s.o.). Nach Autoklavieren des Dyt-Agars wird in steriler Umgebung (unter einer sterilen Bank 

oder rund um einen Bunsenbrenner) dem heruntergekühlten Medium das für das entsprechende Plasmid benötigte 

Antibiotikum hinzugefügt (Endkonzentrationen Kanamycin 100 µg/ml, Ampicillin 50 µg/ml). Anschließend wird die 

Flüssigkeit in unbeschichtete Petrischalen gegossen und bei geöffnetem Deckel in steriler Umgebung getrocknet. Die 

Platten können verschlossen mit dem Agar-Boden nach oben bei 4 °C gelagert oder direkt verwendet werden.  

Die Transformation der Plasmid-DNA in E. coli erfolgte nach der Hitzeschock-Methode (187). Hierfür wird die 

Plasmid-DNA (gelagert bei -20 °C) auf Eis aufgetaut, ebenso das E. coli Aliquot (gelagert bei -80 °C) auf Eis mit 

Wasser (dies garantiert einen guten Temperaturübergang). Anschließend wird 1 µg Plasmid-DNA (1 µg/µl) zu den 

aufgetauten 500 µl kompetenten XL 10 Gold E. coli Bakterien gegeben und der Ansatz 30 min auf Eis inkubiert. 

Daraufhin erfolgt die Transformation via Hitzeschock (60 sec bei 42 °C auf Thermoschüttler, 0 rpm) und dann die 

erneute Inkubation auf Eis (2-3 min). In steriler Umgebung wird 400 µl Dyt-Medium hinzugegeben (ohne Antibiotika) 

und dieser Ansatz bei 37 °C auf dem Thermoschüttler bei 300 rpm für 60 min inkubiert. Ein Ausstrich der 

transformierten Bakterien auf den vorbereiteten Agarplatten wird mittels eines gebogenen Glasstabes und 10-300 µl 

(i.d.R. am besten: 50 µl) Bakteriensuspension pro Platte durchgeführt und die Platten werden über Nacht bei 37°C 

inkubiert. 

Am nächsten Morgen wird die Dichte der Bakterienkolonien geprüft. Um das Wachstum zu stoppen, können die 

Platten für einige Stunden bei 4 °C zwischengelagert werden. In steriler Umgebung werden Erlenmeyerkolben mit je 

250 ml Dyt-Medium und Antibiotikum (Endkonzentrationen s.o.) vorbereitet. Mittels einer sterilen Pipettenspitze 

wird eine einzelne Kolonie von der Agarplatte entnommen und in das Medium (mitsamt Pipettenspitze) abgeworfen. 

Anschließend erfolgt die Inkubation bei 37 °C im Schüttelinkubator über Nacht (150 rpm). 

An Tag 4 wird die Maxiprep mithilfe des Nucleobond DNA Purification - Kits (188) durchgeführt. Hierfür werden 

die 250 ml Bakteriensuspension aus dem Erlenmeyerkolben auf fünf 50 ml-Zentrifugenröhrchen aufgeteilt und diese 

bei 6000 rcf und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wird entfernt (und autoklaviert). Mit serologischer Pipette werden 
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12 ml Puffer S1+RNase auf das erste Pellet gegeben, das Pellet durch Vortexen gelöst, die Lösung in das nächste 

Röhrchen gegeben und der Vorgang wiederholt, bis ein Röhrchen übrig bleibt. Anschließend werden 12 ml Puffer S2 

hinzugegeben, 6-8x geschwenkt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Hinzugabe von 12 ml gekühltem S3 

Puffer wird erneut 6-8x geschwenkt, bis die Lösung weiß flockt und der Ansatz 5 min auf Eis inkubiert. Die Filterung 

erfolgt erst durch Trichter und Filterpapier, daraufhin durch einen AX500 Filter, um die Plasmid-DNA zu extrahieren 

(mittels Puffer N2, N3, N5 (Elutionspuffer)). Es folgt die Präzipitation der Plasmid-DNA mit 11 ml Isopropanol und 

die Zentrifugation (4 °C, 15.000 rcf, 30 min). Nach Entfernung des Überstandes wird das Pellet mit Ethanol gewaschen 

und zentrifugiert (4 °C, 15.000 rcf, 10 min). Der Überstand wird entfernt und das Pellet bei Raumtemperatur 

getrocknet. Schließlich wird das Pellet mittels RNase-freiem Wasser gelöst und auf eine Endkonzentration von 1 µg/µl 

verdünnt. Dazu wird die Konzentration wiederholt mit Biospektrometer gemessen und hierbei die Reinheit der DNA 

mittels A260/280- und A260/230-Wert geprüft (Referenzwerte s.u.). Die Plasmid-DNA wird anschließend bei -20 °C 

gelagert. 

Die extrahierten Plasmide wurden einem Restriktionsverdau (Komponenten s. Tabelle 14) unterzogen. Dabei werden 

die ursprünglich zur Klonierung verwendeten Restriktionsenzyme genutzt, um die Plasmid-DNA zu schneiden. Die 

entstehenden Produkte werden auf ihre Größe hin überprüft, ob diese den zu erwartenden Werten entsprechen. 

Plasmid-DNA, FD-Green Puffer, die beiden Enzyme und Wasser (und No-Restriktionskontrollen ohne Enzyme) 

werden hierfür nach den unten stehenden Verhältnissen gemischt (s. Tabelle 30). Anschließend wird die Mischung 

30 min bei 37 °C auf dem Thermoschüttler inkubiert und auf einem Agarosegel aufgetrennt (s. Abbildung 47, 

Anhang). 

Tabelle 30: Komponenten für den Restriktionsverdau. pDNA: Plasmid-DNA 

Komponenten Volumen (µl) Restriktion Volumen (µl) No-Restriktion 

DNA 1 (bei pDNA Konzentration von 1 µg/µl) 1 

FD-Green Puffer 2 2 

Enzym 1 1 0 

Enzym 2 1 0 

Wasser 15 15 

Gesamtmenge 20 20 

 

Zudem wurde die vervielfältigte Plasmid-DNA durch Eurofins (TubeSeq Service Eurofins Genomics) sequenziert (15 

µl Proben mit Konzentration 50-100 ng/µl eingeschickt) und die Ergebnisse wurden mit den bekannten Sequenzen 

(UniProt Alignment/NCBI Blast) verglichen, um Mutationen auszuschließen. Die für die Sequenzierung verwendeten 

Primer und Sequenzen werden in Tabelle 15 und Tabelle 16 angegeben. 

2.2.2.2 Methoden im Rahmen der Vorbereitung und Durchführung der qRT-PCR 

Um RNA aus Neuro2a-Zellen zu isolieren, wurde die Trizol-Methode von Comoczynski und Sacchi (189) verwendet. 

Hierfür wurden jeweils zwei 10 cm Petrischalen (an drei verschiedenen Tagen) verwendet, in denen Neuro2a-Zellen 

für mehrere Tage (3-4) bis zur 90-100 %-igen Konfluenz gewachsen waren. Zu Beginn der RNA-Isolation wird das 

Medium abgesaugt und die Zellen werden mit DPBS gewaschen. Das DPBS wird abgesaugt, erneut werden 4 ml 

DPBS pro Schale hinzugegeben und die Zellen mit einem Zellschaber gelöst. Das Zell-DPBS-Gemisch wird 5 min 

bei 1500 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wird entfernt und das Gewicht des Pellets (als Differenz des 

Gewichtes des Reaktionsgefäßes vorher und nachher) mit einer Feinwaage erfasst. 

Im Folgenden wird pro 50 mg Gewebe 1 ml Trizol hinzugegeben. Trizol enthält Guanidiniumthiocyanat, dieses dient 

der Inaktivierung von Ribonucleasen (189). Mittels Kanülen (zuerst 0,9x70 mm, anschließend 0,6x60 mm) und dazu 
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gehörenden Spritzen (5 ml) wird das Gewebe durch wiederholtes Aufziehen und Wiederabgeben im Trizol 

homogenisiert. Anschließend erfolgt eine Inkubation aller Proben auf dem Rotationsschüttler bei Raumtemperatur für 

5 min (20-50 rpm). Unter dem Abzug wird anschließend Chloroform hinzugegeben (200 µl/1 ml), das Gemisch 

geschwenkt und 2-3 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgt die Zentrifugation bei 12.000 rcf, 4 °C für 15 min. 

Dadurch wird eine Phasentrennung in RNA (oben, wässrig), DNA (Interphase) und unten Proteinen in Chloroform 

erreicht. Die RNA in der wässrigen Phase kann abgenommen und mit Isopropanol präzipitiert werden. 

Vor der Präzipitation wird evtl. enthaltene DNA durch die Verwendung von DNase 1 aus dem Gemisch entfernt. 

Hierfür werden 89 µl Nuclease-freies H20, 10 µl DNase-1 Reaktionspuffer (10x) sowie 1 µl DNase 1 hinzugegeben 

und es erfolgt eine Inkubation bei 37 °C für 10 min. Daraufhin wird 1 µl 0,5 M EDTA (RNase-frei) ergänzt und die 

DNase bei 75 °C für 10 min inaktiviert. Es folgt die Präzipitation mit 0,5 ml Isopropanol/1 ml eingesetztes Trizol und 

das Mischen durch kurzes Vortexen mit anschließender Inkubation für 8-10 min bei Raumtemperatur. Dann erfolgen 

mehrere Waschschritte mit Ethanol (Zentrifugation 10 min 12000 rcf, 4°C → Überstand entfernen, Hinzufügen von 

1 ml 70 % Ethanol/1 ml eingesetztes Trizol → Mischen durch kurzes Vortexen → 6 min 800 rcf, 4 °C → erneut 

Überstand verwerfen und erneut Ethanol hinzugeben → erneute Zentrifugation → Überstand verwerfen und Pellet 

trocknen lassen auf Eis). 

Anschließend muss das RNA-Pellet in 10 µl RNase/DNase-freiem Wasser resuspendiert werden. Die Konzentration 

kann im Biospektrometer gegen Leerwert gemessen und auf 1 µg/µl adjustiert werden (Programm RNA 1mm). Dabei 

geben der A260/A280- und A260/A230-Wert Aufschlüsse über die Reinheit der RNA (A260/A280 sollte bei ca. 2 für 

RNA (bei ca. 1,8 für DNA) und A260/A230 bei 2-2,2 (190) liegen). Qualitätsanalysen (s.u.) vor qRT-PCR wurden 

entsprechend den MIQE-Leitlinien durchgeführt (191). Die RNA-Präparation erfolgte an drei voneinander 

unabhängigen Tagen (biologische Replikate) aus jeweils zwei Petrischalen. Die entstehende cDNA von den jeweils 

zwei Petrischalen wurde nach den Qualitätskontrollen (s.u.) gepoolt. 

Die Qualität der RNA wurde mittels einer TapeStation kontrolliert. 30 min vor Gebrauch wird der RNA Screen Tape 

Puffer auf Raumtemperatur gebracht und durch Vortexen homogenisiert. 1 µl RNA (gelagert bei -80 °C) wird mit 5 

µl des Puffers vermischt (bei einer RNA-Konzentration von 25-500 ng/µl) und in dafür vorgesehene Röhrchen 

pipettiert. Die Proben werden nach einer Erwärmung im Sure Cycler für 10 min in das Gerät (Tape Station) eingesetzt, 

wo eine automatisierte Analyse durchgeführt wird. Die RNA-Qualität wird als Wert zwischen 1 und 10 angegeben 

(RIN=RNA Integrity Number). Bei RIN ≥ 7 konnte die extrahierte RNA sämtlich für die qRT-PCR verwendet werden. 

Um die RNA in cDNA umzuschreiben, wurde eine reverse Transkription an die RNA-Isolation angeschlossen. Hierzu 

wurde das High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit verwendet. RT-Puffer, dNTP-Gemisch, Random Primer 

und zuletzt die MultiScripe-Reverse Transkriptase werden in den entsprechenden Verhältnissen zu einem Mastermix 

zusammengefügt. Anschließend werden 0,5 µl RNA (bei Konzentration 1µg/µl), 5,8 µl Mastermix und 13,7 µl reines 

Wasser für eine 20 µl Reaktion gemischt. Es wird eine Kontrolle ohne Reverse Transkriptase mitgeführt. 

Anschließend erfolgen Inkubationsschritte – zuerst bei 25 °C über 10 min, 300 rpm, dann bei 37 °C über 2 h und 

zuletzt 5 min bei 85 °C. Die synthetisierte cDNA wird bei -20 °C gelagert. 
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Tabelle 31: Material für Reverse Transkription, RT: Reverse Transkriptase 

MASTERMIX 20 µl Reaktion, + RT 20 µl Reaktion, - RT (Kontrolle) 

10 x RT-Buffer 2 2 

25 x dNTP-Mix (100 mM) 0,8 0,8 

10 x Random Primer ( µl) 2 2 

Multiscribe RT 1 0 

Gesamt 5,8 4,8 

➔ 0,5 µg RNA (1 µg/µl) + 5,8 µl Mastermix + 13,7 µl H20 

 

Um die cDNA-Qualität zu überprüfen, wurde eine β-Aktin PCR durchgeführt. Hierzu wird ein Mastermix (s. Tabelle 

32) pipettiert, dieser in die Reaktionsgefäße für die PCR verteilt und die cDNA hinzugefügt. Es werden verschiedene 

cDNA-Volumina (und die entsprechenden Non-RT-Kontrollen) eingesetzt (0,5/1/2 µg). Das Volumen, bei welchem 

eine klare Bande in der anschließenden Gelelektrophorese zu sehen ist, kann für die qRT-PCR verwendet werden 

(hier: 1 µl). Die PCR wird nach dem unten stehenden Protokoll (s. Tabelle 33) durchgeführt. Es wird eine 

Gelelektrophorese durchgeführt und das Gel mittels UV-Detektor auf Banden geprüft. Für die Gelelektrophorese wird 

ein 1 % Agarosegel (z.B. 0,5 g Agarose in 50 ml 1xTBE) verwendet. Dieses wird frisch vor der Elektrophorese durch 

Kochen der Lösung in der Mikrowelle hergestellt, bis sich die Agarose vollständig löst. Nachdem die Lösung etwas 

abgekühlt ist, wird als DNA-Färbemittel HD Green Plus DNA Stain hinzugefügt. Das Gel wird in eine dafür 

vorgesehene Vorrichtung gegossen. Während des Abkühlungsprozesses verfestigt sich das Gel. Anschließend wird 

das Gel in die Gelelektrophorese-Kammer überführt, die cDNA-Proben in die Vertiefungen pipettiert und eine 

Spannung angelegt (80 V, 3 A, 300 W für 30-45 min). Die Banden werden im UV-Detektor detektiert (s. Abbildung 

49, Anhang). 

Tabelle 32: Mastermix für β-Aktin PCR 

  Volumen (µl)/Probe 

5x Green GoTaq Reaction Puffer 5 

dNTPs (10 mM) 1 

5'Primer (Aktin, 10 mM) 1 

3'Primer (Aktin, 10 mM) 1 

GoTaq DNA-Polymerase (5 U/µl) 0,2 

Ultrareines Wasser 15,8 

MasterMix total 24 

 

Tabelle 33: Protokoll für β-Aktin-PCR 

Schritte Temperatur Zeit Zyklus 

Initiale Denaturierung 95°C 2 min 1 

Denaturierung 95°C 30 s 30 

Annealing 70°C 30 s 30 

Elongation 72°C 1 min 30 

Finale Elongation 72°C 5 min 1 

Ende (Halten der Temperatur) 8°C     

Die qRT-PCR wurde als Taq-Man Assay durchgeführt. Dabei werden spezielle, streng sequenzspezifische Sonden 

verwendet, welche am 5´ Ende mit einem fluoreszierenden sog. Reporter und am 3´ Ende mit einem sog. Quencher 

markiert sind (192). Ist die Sonde (Probe) intakt, so wird die Fluoreszenz des Reporters durch die räumliche Nähe des 

Quenchers blockiert (192). Während der PCR wird die Sonde durch die Taq-Polymerase geschnitten und es kommt 

aufgrund der geschaffenen Distanz zwischen Reporter und Quencher zur Fluoreszenz, welche von Zyklus zu Zyklus 

und mit jedem amplifizierten Genabschnitt streng sequenzspezifisch zunimmt (192). Für die qRT-PCR wurden 
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Primer-Probes verwendet, welche im Vorhinein von der Arbeitsgruppe genutzt und mittels serieller cDNA-

Verdünnungsreihen validiert worden waren (33,168) (für PRGs nicht explizit in der Publikation genannt, aber durch 

Arbeitsgruppenleiterin Frau Prof. Bräuer zugesichert). Es konnte somit eine nahezu identische Effektivität der Primer-

Sonden vorausgesetzt werden. 

Die qRT-PCR erfolgte schließlich nach folgendem Ablauf: Die cDNA wird 1:4 verdünnt (1 µl cDNA + 3 µl H2O). 

Die Primer-Sonden (1 µl/Well) werden mit Mastermix (10 µl/Well) und Wasser (5 µl/Well) versetzt. Anschließend 

wird zuerst die verdünnte cDNA (4 µl pro Well) und daraufhin die Mischung aus Mastermix und Sonde (16 µl/Well) 

in die 96-Well-Platte entsprechend des zuvor erstellten Layouts pipettiert. Die Platte wird anschließend mit einer dafür 

vorgesehenen Folie abgedichtet und bei 1000 rcf für 1 min zentrifugiert. Anschließend erfolgt die qRT-PCR nach dem 

unten stehendem Protokoll (s. Tabelle 34) entsprechend den Vorgaben für den verwendeten Mastermix. Es wurden 

jeweils drei biologische Replikate (Aussaat und RNA-Isolation an verschiedenen Tagen) und zwei technische 

Replikate sowie jeweils eine Kontrolle ohne DNA (NTC: No Template Control) verwendet. Als Referenzgene wurden 

β-Aktin und GAPDH (Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase) genutzt. Es wurden außerdem Wasserkontrollen 

(no-template-control (NTC)) mitgeführt. Die Auswertung wurde anschließend mit Excel und die Graphenerstellung 

mittels GraphPad PRISM durchgeführt. Die Expressionslevel wurden mittels ΔCT-Methode mit Normalisierung für 

die beiden Referenzgene berechnet. 

Tabelle 34: qRT-PCR Protokoll 

  Temperatur (°C) Zeit (s) Zyklen 

Initiale Denaturierung 95 00:20 1 

Denaturierung 95 00:01 41 

Annealing/Extension 60 00:20 41 

 

2.2.3 Immunzytochemie und mikroskopische Auswertung 

Um die morphologischen Veränderungen, welche durch die Überexpression bestimmter Proteine in 

HEK293/Neuro2a-Zellen auftreten, im Detail zu untersuchen, wurden immunzytochemische Verfahren durchgeführt. 

Hierzu werden die Zellen zunächst mit 1xPBS bei Raumtemperatur gewaschen und über 15-20 min bei 

Raumtemperatur mit 15 % Sucrose in 4 % PFA fixiert (1 ml Gesamtvolumen/Deckgläschen bei 12-Well-Platte). 

Anschließend erfolgt eine erneute Waschung mit 1xPBS (3 x 5 min). Es besteht die Möglichkeit der Zwischenlagerung 

bei 4 °C (bedeckt mit 1xPBS, um ein Austrocknen zu verhindern). I.d.R. wurde jedoch direkt mit der Färbung und 

Inkubation mit den primären Antikörpern begonnen. Hierzu werden die Zellen zunächst mit 0,1 % TritonX-100 und 

0,1 % Sodiumcitrate in 1xPBS für 3 min permeabilisiert (auf Schüttler bei 30-50 rpm), gewaschen (3 x 5 min) und die 

Deckgläschen in eine Inkubationskammer (Petrischalen, eingepackt in Aluminiumfolie zur Abdunklung, Parafilm als 

Unterlage für die Deckgläschen und seitlich feuchte Papiertücher für die Luftfeuchtigkeit) überführt, in der 

Blocklösung inkubiert (1h) und anschließend über Nacht bei 4 °C mit dem primären Antikörper inkubiert (ab hier 

200/100 µl Gesamtvolumen/Deckgläschen bei 12/24-Well-Platten). Am folgenden Tag erfolgt die erneute Waschung 

(3x5 min mit 1xPBS) und die Inkubation mit den sekundären Antikörpern. Nach einer letzten Waschung werden die 

Deckplättchen mit Mowiol auf Objektträgern fixiert und diese nach Trocknung bei Raumtemperatur über 24 h bei 4 

°C gelagert. Für eine Färbung von GFP, PIP2, des Zytoskelettes und des Zellkerns (s.u.) wurde eine serielle Färbung 

durchgeführt (erst Inkubation mit primären GFP-Antikörpern über Nacht und anschließend Inkubation mit primären 

PIP2-Antikörpern über Nacht). 
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Für die mikroskopische Auswertung wurden zunächst die Negativkontrollen (ohne primäre Antikörper, nur sekundäre 

Antikörper) mit dem Olympus-IX83-Mikroskop überprüft. Für die übrigen Aufnahmen wurde das konfokale 

Mikroskop FV3000 genutzt. Hierzu wurden je nach Bedarf folgende (cw Diode) Laser genutzt (405 nm, 445 nm, 488 

nm, 514 nm, 561 nm, 594 nm, 640 nm). Es wurde das 40x-NA-1.4-Objektiv mit Olympus Immersion Oil Type-F 

genutzt, da dieses Öl (mit ca. 1,5) einen sehr ähnlichen refraktiven Index wie Mowiol (1.41-1.49) besitzt und bei 

höchster numerischer Apertur der zur Verfügung stehenden Objektive die bestmögliche Auflösung ermöglicht. Es 

wurden sequentielle Fluoreszenzaufnahmen durchgeführt, um zu vermeiden, dass die verschiedenen Floreszenzen 

überlappen. Es wurden Schichtaufnahmen über mehrere Ebenen (sog. Z-Stacks) über jeweils eine ganze Zelle 

aufgenommen und anschließend mit dem Programm Cellsens übereinander gelagert (Max Z-Funktion). 

Für die immunzytochemischen Fluoreszenzaufnahmen (s.u.) wurden möglichst Zellen verwendet, welche am Rand 

von Zellansammlungen oder zwischen solchen lagen und nicht durch andere Zellausläufer überlagert waren, um diese 

und die Membran möglichst umfänglich beurteilen zu können (s.u.). 

Aufgrund der beschriebenen Translokation von PIP2 aus der Membran ins Zytosol induziert durch PRG3 war geplant 

(22), experimentell zu überprüfen, ob dies auch für andere PRGs nachweisbar ist. In Kooperation mit der PhD-

Studentin Franziska Köper wurde hierfür ein PIP-Antikörper in Neuro2a getestet. Trotz der Optimierung der Block- 

und Antikörperlösungen (s. Tabelle 35) konnte hiermit in transfizierten Zellen jedoch keine spezifische Färbung 

erzielt werden. 

Tabelle 35: Block- und Antikörper-Lösungen für ICC (PIP-Färbungen in N2a wurden in Kooperation mit PhD Studentin 

Franziska Köper durchgeführt) 

Blocklösungen 

Nr Inhalt Wofür verwendet? 

1 10 % FCS, 1 % NGS in 1xPBS PIP in Neuro2a, GFP and Flag in N2a und HEK 

2 1 % BSA, 10 % NGS in 1xPBS getestet für PIP in Neuro2a (nicht optimal) 

3 3 % BSA in 1xPBS weitere Option für PIP in Neuro2a 

Antikörper Lösungen 

1 5 % FCS, 0,5 % NGS in 1xPBS getestet für PIP in Neuro2a (nicht optimal), geeignet für PIP-Färbung in 

HEK293T 

2 0,5 % BSA, 5 % NGS in 1xPBS geeignet für PIP in Neuro2a 

3 1xPBS getestet für PIP in Neuro2a (nicht optimal) 

4 5 % FCS, 1 % NGS in 1xPBS geeignet für GFP and Flag in Neuro2a 

 

Für die Messung der Neuriten und Protrusionen transfizierter, differenzierter Neuro2a-Zellen verwendete ich die 

Bildbearbeitungs-Software CellSens. Leider war in unserem Labor kein membrangängiges Plasmid/Antikörper/Dye 

für Membranfärbung etabliert, sodass die Zellausläufer mithilfe einer Kombination von GFP- und Aktin-Färbung 

markiert und gemessen wurden. Dabei wurden hohe Laser-Intensitäten für beide Kanäle verwendet, um möglichst die 

gesamte Länge der Neuriten zu erfassen. Da nicht alle Zellen dieselbe Menge an Protein herstellen und es insbesondere 

bei der Aktinfärbung schnell zu einem Ausbleichen der Färbung kam, wurde die Laserintensität für jede Zelle einzeln 

so angepasst, dass die Protrusionen möglichst deutlich (bei weiterhin dunklem Hintergrund) dargestellt waren. Für die 

Darstellung der Protrusionen werden geschärfte Abbildungen gezeigt. Diese wurden mittels der 

Dekonvolutionsfunktion von Cellsens bearbeitet (Algorithmus: 2D CI-Deconvolution, Modalität Weitfeld-

Fluoreszenz). 
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2.2.4 Statistik 

Für die statistischen Auswertungen wurden die Programme Excel (insbesondere für die Rohdaten), SPSS 

(insbesondere Analysen Neuritenretraktion unter LPA, s. 3.3.3) und Prism (insbesondere zur Graphenerstellung und 

auch für statistische Analysen unter 3.2.6) genutzt. Für die Wahl der entsprechenden Tests orientierte ich mich an der 

Methodenberatung der Universität Zürich (193). Um zu testen, ob die Unterschiede der zentralen Tendenz der 

Gruppen von Neuro2a-Zellen, welche mit verschiedenen Plasmiden transfiziert wurden (unabhängige Stichproben, 

zwei Variablen, mehr als zwei Stufen), signifikant sind, kommen zwei Tests in Frage: die einfaktorielle 

Varianzanalyse und der Kruskal Wallis Test. Um zu entscheiden, welcher Test verwendet werden soll, müssen die 

Werte zunächst in Hinsicht darauf untersucht werden, ob eine Normalverteilung vorliegt. Hierfür wurden der Shapiro-

Wilk- und Kolmogorov-Test (mit Signifikanzkorrektur nach Lilliefors) verwendet, die zeigten, dass es sich (bei allen 

u.g. Daten) nicht um eine Normalverteilung handelt (s.u.). Aufgrund dessen wurde der Kruskall-Wallis-Test genutzt 

(s. 3.2.6 und 3.3.3). Für den Vergleich verbundener Stichproben (z.B. Neuritenlänge zu Beginn versus am Ende der 

Kontroll-/LPA Behandlung bei CFPMem-transfizierten Zellen) diente der Wilcoxon-Test (verbundene Stichproben, 

zwei Variablen, zwei Stufen). Als Post-Hoc-Tests wurden Dunn-Bonferroni-Tests mit einer Korrektur des P-Wertes 

für das multiple Testen verwendet. Die Effektstärke wurde mittels Korrelationskoeffizienten nach Pearson (r=|
𝑧

√𝑛
|) 

geschätzt und die Effektstärke nach Cohen (1992) in schwach (r <0,3), mittel (r 0,3<0,5) und stark (r >0,5) eingeteilt. 

Für die Analyse der LPA-induzierten Neuritenretraktion in transfizierten Zellen (s. 3.2.3.3 und 3.3.3.3) wurden Zellen 

von der Analyse ausgeschlossen, welche während der Kontrollbehandlung einen Kollaps (definiert als 

Neuritenretraktion auf >20% der Ausgangslänge) zeigten (für 10 µM Experimente n=2, für 5 µM Experimente n=11). 
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3 Ergebnisse 

3.1 Neuro2a- und HEK293T-Zellen unter Standardbedingungen 

Für die hier beschriebenen Zellkulturexperimente wurden Neuro2a-Zellen als Modellorganismen für neuronale Zellen 

verwendet. Da mehrfach in Studien HEK293-Zellen für die Untersuchung der Lokalisation der PRGs und der 

Filopodienformation induziert durch PRG-Überexpression verwendet wurden, wurden diese Zellen als 

Vergleichsobjekte genutzt. Im ersten Abschnitt soll die allgemeine Morphologie der verwendeten Zellen sowie 

Herausforderungen in der experimentellen Verwendung dieser Zellen beschrieben werden. 

3.1.1 Neuro2a-Zellen 

Neuro2a-Zellen wurden ursprünglich aus einem murinen Neuroblastom gewonnen. (194). Dabei handelt es sich um 

einen embryonalen Tumor, welcher vermutlich aus Zellen der Neuralleiste (171) hervorgeht. Es ist davon auszugehen, 

dass sich nicht nur im Rahmen der Tumorentstehung, sondern auch während der späteren Kultivierung verschiedene 

chromosomale, genetische und epigenetische Veränderungen entwickelten (195,196). Wie beschrieben, ist diese 

Zellllinie nicht mit Neuronen gleichzusetzen. 

Zu Beginn der hier dargestellten Experimente wurden Neuro2a-Zellen verwendet, welche freundlicherweise von der 

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Karl Koch (AG Biochemie, hier bezeichnet als Neuro2a_1) zur Verfügung gestellt 

wurden. Diese zeigten eine Morphologie von überwiegend bipolaren und multipolaren Zellen (fibroblastische 

Zellmorphologie) sowie einigen Zellen mit eher epithelialer Morphologie (größere Zell-Zell-Kontaktflächen und 

weniger Zellausläufer) sowie wenigen runden Zellen, teils mit dünnen Zellausläufern (s. Abbildung 13, A) (für die 

Beschreibung der verschiedenen Zellmorphologien s. auch (197)). Neuro2a-Zellen wachsen adhärent und eher 

separiert voneinander, teils bilden sich aber auch Ansammlungen von Zellen (s. Abbildung 13, A,B). Im Laufe der 

Zeit veränderte sich die Morphologie und der Anteil an (unerwünschten) runden sowie epitheloiden Zellen nahm zu. 

Runde und epitheloide Zellen eignen sich nicht für die Beurteilung von Abrundung und Neuritenretraktion. Deshalb 

wurden die Zellen verworfen und neue Zellen aufgetaut. Die Kultivierung in serumfreiem Medium führte bei 

Neuro2a_1-Zellen lediglich zu geringfügigen Veränderungen der Zellmorphologie (inspektorisch etwas längere 

Zellausläufer) sowie zu einer reduzierten Proliferation. Auch eine Behandlung der Zellen mit Retinsäure (s.o.) führte 

nicht zu einer deutlichen Differenzierung (s. Methodenteil). 

Im Sommer 2022 wurde eine Kontamination mehrerer Zelllinien unserer Arbeitsgruppe mit Mykoplasmen festgestellt. 

Zuvor aufgetretene Veränderungen (deutliche Verschlechterung) der Transfektionseffizienz und morphologische 

Veränderungen sind möglicherweise hierauf zurückzuführen. Leider betraf die Kontamination auch die bei -80 °C 

gefrorenen Zellen (P22). Aufgrund dessen musste ein Wechsel auf Neuro2a-Zellen einer anderen Arbeitsgruppe (AG 

Neurosensorik/Prof. Mouritzen, hier genannt Neuro2a_2) erfolgen. Diese zeigten überraschenderweise eine 

abweichende Morphologie (s. Abbildung 13 (B)), welche eher derjenigen entspricht, welche von kommerziellen 

Anbietern für Neuro2a-Zellen angegeben wird (198). Neuro2a_2-Zellen zeigten eine ausgeprägte 

Differenzierungsneigung infolge der Kultivierung in serumfreiem Medium (s. Abbildung 14). Die für Neuro2a_1 

optimierten Verhältnisse für die Transfektion (mit Metafectene® Pro) konnten nicht äquivalent für Neuro2a_2 genutzt 

werden.  
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Abbildung 13: Vergleich Neuro2a-Morphologie: A: Neuro2a_1-Morphologie (P37): A1: epitheloid, A2: rund, A3: bipolar, A4: 

multipolar. B: Neuro2a_2-Morphologie (P11): B1: nicht abgerundet, kurze Neuriten, B2: multipolar, B3: rund, B4: rund mit kurzen 

Neuriten. Aufnahmen mit Zellkulturmikroskop. P: Passage. Messbalken entsprechen 100 μm (A/B)/25µm (A/B1-4). 
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Abbildung 14: Neuronale Differenzierung von Neuro2a_2 im Rahmen einer Kultivierung in serumfreiem Medium: 

Veränderung der Morphologie der Neuro2a_2 vor/nach Aussaat, Transfektion (hier: Kontrollplasmid CFPMem) und Wechsel auf 

ein Medium ohne FBS (äquivalent zum Vorgehen während der LPA-Experimente (s. 2.2.1.2)): A: gemischte Morphologie bei hoher 

Konfluenz vor Aussaat in T75-Flasche. B: 24 h nach Aussaat in Petrischalen (kurz vor Transfektion) vorwiegend runde 

Zellmorphologie. C: weiterhin vorwiegend runde Zellmorphologie 3 h nach Transfektion (direkt vor Mediumwechsel). D: Nach 

16-20 h Kultivierung in Medium ohne FBS neuronale Differenzierung der Neuro2a_2-Zellen deutlich erkennbar. FBS: fetales 

bovines Serum. Aufnahmen mit Zellkulturmikroskop. Messbalken entspricht in Abbildungen A-D 100 μm/ A´-D´ 50 μm. 

Abbildungen oberhalb (Flasche/Petrischale) erstellt mit Biorender.com. 

 

In Anbetracht der morphologischen Divergenz sind Unterschiede auf genetischer und/oder epigenetischer Ebene 

zwischen den beiden verschiedenen Neuro2a-Zelllinien wahrscheinlich. Die Veränderungen könnten u.a. in 

Zusammenhang mit einer unterschiedlichen Anzahl an Passagen der beiden Zelllinien stehen. Hierbei sollte jedoch 

bedacht werden, dass für beide Zelllinien die tatsächliche Anzahl an Passagen nicht bekannt ist, da die genannten 

Arbeitsgruppen, von welchen wir die Zellen bezogen, die Zellen wiederum von anderen Arbeitsgruppen bezogen und 

möglicherweise P0 (Passage 0) mehrmals neu definiert wurde. Hierfür spricht auch, dass bei einem käuflichen Erwerb 

von Neuro2a durch die Zellbank von ATCC laut Nachfrage im August 2022 die Zellen eine Passagenanzahl von P180 

(Aussage von Christian Wolff am 1.8.2022, ATCC Product Specialist) besitzen. Aufgrund der genannten Unterschiede 

lassen sich die Ergebnisse nur bedingt von der einen auf die andere Zelllinie übertragen. Aus diesem Grund wird im 

Folgenden jeweils benannt, welche Zelllinie für die entsprechenden Experimente genutzt wurde (Neuro2a_1 oder 

Neuro2a_2). 
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Tabelle 36: Unterschiede zwischen den beiden verwendeten Neuro2a-Zelllinien hinsichtlich Morphologie unter Kultivierung 

in DMEM mit/ohne FBS sowie Transfektionseffizienz. Man beachte die unterschiedliche Anzahl an Passagen (P22 bzw. P6 war 

die angegebene Passage der jüngsten Kulturen (gefroren im Flüssigstickstofftank)). DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium. 

FBS: fetales bovines Serum. * zuletzt Abnahme der Transfektionseffizienz, mutmaßlich aufgrund Mykoplasmen-Kontamination. 

 Neuro2a_1 Neuro2a_2 

Passage 22+ 6+ 

überwiegende Morphologie bei 

Kultivierung in Medium mit FBS 

bipolar/multipolar rund (teils mit kurzen Ausläufern), 

verschiedene Zelltypen gleichzeitig 

morphologische Veränderungen 

bei Kultivierung in Medium 

ohne FBS 

kaum Veränderungen, teilweise 

Abrundung 

neuronale Differenzierung und 

Vereinheitlichung der Morphologie 

Transfektion Metafectene® Pro sehr effizient 

(sehr geringe DNA/Metafectene® 

Pro Volumina ausreichend für 

hohe Transfektionseffizienz)* 

Metafectene® Pro weniger effizient 

(Standardvolumina notwendig 

(deutlich höher), 

Transfektionseffizienz geringer) 

 

3.1.2 HEK293T-Zellen 

Die als Referenzzelllinie verwendeten HEK293T-Zellen sind etwas kleiner als Neuro2a-Zellen und wachsen adhärent 

größtenteils in Zellverbänden dicht gedrängt mit großen Zell-Zell-Kontaktflächen. Es handelt sich dabei um humane 

embryonale Nierenzellen mit überwiegend epithelialer Morphologie (199). Vereinzelt können HEK-Zellen auch 

längere Zellausläufer (hier genannt: Filopodien) ausbilden (s. Abbildung 15). Der genaue Ursprung von HEK-Zellen 

ist unbekannt, da der Zelltyp vor der Immortalisierung nicht ausreichend charakterisiert wurde (200). Es könnte sich 

dabei um Vorläufer von Epithelzellen, Endothelzellen oder neuronalen Zellen handeln, wobei sich die Zellen nach der 

Immortalisierung und den daraus resultierenden (oder sich in der Folge entwickelten) (epi-)genetischen 

Veränderungen inklusive eines hypotriploiden Genotyps nicht als Modell für einen bestimmten Zelltyp eignen (200). 

Die Kultivierung von HEK293T-Zellen war unproblematisch mit hohen, stabilen Proliferationsraten, hohen 

Transfektionsraten mittels PEI (zwischenzeitlich reduziert bei Mykoplasmen Kontamination) und einer einheitlichen, 

über die Zeit stabilen Morphologie. Auch diese Zellen waren von der Kontamination betroffen. Die Zellen im 

Stickstofftank waren jedoch nicht kontaminiert, sodass für alle Experimente dieselben Zellen verwendet werden 

konnten. 

 

Abbildung 15: HEK293T-Zellen Morphologie (P11): epitheliale Zellmorphologie mit Bildung von Zellverbänden und teils 

Neuriten-ähnlichen, kurzen Zellausläufern (Filopodien). Aufnahmen mit Zellkulturmikroskop. P: Passage. Messbalken entspricht 

100 μm (links) /25 µm (rechts: 1-4). 
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3.2 Die Morphologie von PRG-überexprimierenden HEK293T- und Neuro2a-Zellen 

Um morphologische Veränderungen induziert durch LPA in PRG-überexprimierenden Zellen beurteilen zu können, 

wurde zunächst die basale Morphologie infolge PRG-Überexpression ohne LPA-Stimulation untersucht. Hierbei lag 

der Fokus zum einen auf der subzellulären Lokalisation der Proteine, zum anderen auf der durch PRG-Überexpression 

induzierten Morphologie. Durch die Nutzung von HEK293T-Zellen zusätzlich zu Neuro2a-Zellen konnten die 

Ergebnisse mit publizierten Daten verglichen und die Funktionalität der verwendeten Plasmide getestet werden. 

3.2.1 Die natürliche Expression von PRGs in Neuro2a-Zellen 

Zunächst wurde geprüft, ob in Neuro2a PRGs basal exprimiert werden. Dabei ist eine basale Expression für die u.g. 

Experimente wünschenswert, da in diesem Fall sichergestellt ist, dass die durch PRGs induzierten Signalwege eine 

Grundaktivität besitzen und die Proteine somit ihre Funktion in der Zelllinie erfüllen können. Da sich die Signalwege 

der verschiedenen PRGs überschneiden, ist eine Expression aller PRGs jedoch nicht zwingende Voraussetzung für 

die geplanten Experimente. 

Tatsächlich konnten in Neuro2a_1 niedrige mRNA-Expressionslevel für alle PRGs (mit einer nur sehr geringen 

Expression von PRG3 und höheren Expressionslevel für die anderen PRGs) nachgewiesen werden (s. Abbildung 16). 

Die höchsten Expressionslevel zeigten PRG4 und -5. Als Positivkontrolle für PRG3 (, um auszuschließen, dass eine 

defekte Primer-Sonde zu falschen Ergebnissen führte,) wurde murines Neocortexgewebe (P5) aus der laborinternen 

cDNA-Datenbank als Positivkontrolle verwendet (behördliche Anzeige s. Anhang). Im Neocortex konnte eine 

Expression von PRG3 (höher als in Neuro2a) nachgewiesen werden, sodass ein Versagen der Sonde ausgeschlossen 

werden konnte.  
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Abbildung 16: mRNA-Expression der PRGs in Neuro2a_1: relative mRNA-Expression normalisiert zu den Referenzgenen Aktin 

und GAPDH (ermittelt mit qRT-PCR). Alle PRGs (PRG3 nur sehr gering) sind in geringem Maße basal in Neuro2a exprimiert. 
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Um ein Versagen der PRG3-Primer-Sonde auszuschließen, erfolgte der Nachweis von PRG3-Expression in murinem Neokortex 

(P5) als Positivkontrolle. Angegeben ist jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung. Für deskriptive Statistiken s. Anhang. 

n=3, N≥6. P: postnataler Tag. n: Anzahl unabhängige RNA-Isolierungen. N = Gesamtanzahl Durchführungen der qRT-PCR (zwei 

technische Replikate pro biologisches Replikat). Abbildung erstellt mit GraphPad PRISM. 

 

3.2.2 Die Morphologie von PRG-überexprimierenden HEK293T-Zellen 

Da die Morphologie von PRG-überexprimierenden HEK-Zellen mehrfach beschrieben ist, wurde diese Zelllinie 

verwendet, um die verwendeten Konstrukte hinsichtlich ihrer subzellulären Lokalisation und der induzierten 

Morphologie zu prüfen. 

Bisher wurde die Lokalisation der fünf PRG-Proteine nie in den direkten Vergleich zu einem membrangebundenen 

Kontrollplasmid wie CFPMem gestellt. Mit einer Färbung des Aktinzytoskeletts und über einen Vergleich mit dem 

membrangebundenen Kontrollplasmid können jedoch auch hier (ohne Membranmarker und Untersuchungen der 

Kolokalisation) nur Annahmen über die Lokalisation der Konstrukte getroffen werden. 

Eine Überexpression der GFP-markierten Proteine konnte durch die Fluoreszenz für alle Plasmide nachgewiesen 

werden (s. Abbildung 17), wobei die Transfektionseffizienz für CFPMem am besten und für PRG4 am schlechtesten 

war. CFPMem wurde als membrangebundenes Kontrollplasmid genutzt, um im Vergleich mit PRG-

überexprimierenden Zellen zu beurteilen, ob diese a) eine ähnliche Fluoreszenzverteilung und damit mutmaßlich eine 

Lokalisation der Konstrukte in der Plasmamembran aufweisen und b) ob diese eine ähnliche Anzahl an 

Plasmamembranausstülpungen besitzen wie CFPMem-transfizierte Zellen. 

Wie erwartet zeigten PRG3- und PRG5-überexprimierende Zellen eine Fluoreszenzverteilungsmuster, welches 

demjenigen von CFPMem-überexprimierenden Zellen stark ähnelte. Während sich die Fluoreszenz von CFPMem 

vorrangig auf die Zellränder fokussierte, betraf die Fluoreszenz von PRG3 und -5 sowohl die Zellränder als auch 

zusätzlich Bereiche innerhalb der Somata. Daraus resultiert die Annahme, dass PRG3 und -5 ebenso wie CFPMem in 

der Plasmamembran sowie zusätzlich in intrazellulären Strukturen (,vermutlich Membranen,) lokalisiert sind. Eine 

Vermehrung der Filopodien war in PRG3/5-überexprimierenden Zellen im Vergleich zu CFPMem-

überexprimierenden Zellen zu erahnen, jedoch ohne Quantifizierung nicht eindeutig nachweisbar. 

Für PRG2-überexprimierende Zellen ergab sich im Vergleich zu CFPMem-überexprimierenden Zellen ebenfalls die 

Annahme, dass dieses Protein in der Plasmamembran sowie in intrazellulären Membranen lokalisiert ist. Die Anzahl 

der Filopodien erschien in PRG2-überexprimierenden Zellen tendenziell geringer als in PRG3/5-exprimierenden 

Zellen und im Vergleich zu CFPMem-exprimierenden Zellen nicht erhöht. 

PRG4-überexprimierende Zellen zeigten im Gegensatz zu den Kontrollzellen keine grün markierten Filopodien. Auch 

in der Betrachtung der Überlagerung von Aktin- und PRG4-Färbung wurde die Annahme gefestigt, dass PRG4 wie 

erwartet (33) nicht in der Plasmamembran lokalisiert ist, sondern sich vorrangig intrazellulär befindet. Ohne 

Membranmarker ist somit in PRG4-überexprimierenden Zellen nicht beurteilbar, ob die Anzahl der 

Membranausstülpungen im Vergleich zu CFPMem-transfizierten Zellen verändert ist oder nicht. 

PRG1-überexprimierende Zellen zeigten ein ähnliches Verteilungsmuster der (grünen) Fluoreszenz wie PRG4-

überexprimierende Zellen, was einer Lokalisation des entsprechenden Konstruktes in der Plasmamembran 

widerspricht. Dies entsprach nicht den Erwartungen und wurde deshalb in weiteren Untersuchungen adressiert (s. 

3.2.4). 
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Abbildung 17: Morphologie von PRG-überexprimierenden HEK293T-Zellen: PRG2,3 und -5 scheinen in der Plasmamembran 

lokalisiert zu sein. PRG3- und -5-überexprimierende Zellen zeigen tendenziell eine Vermehrung von Filopodien im Vergleich zum 

Kontrollplasmid CFPMem. Verwendung C-terminal GFP-markierter Konstrukte. Membrangebundenes Kontrollplasmid 

CFPMem. Konfokale Z-Stapel mit maximaler Z-Projektion. Laserintensität für GFP (Emission/Exzitation 520/488 nm): CFPMem 

0,11 %, PRG1 0,1 %, PRG2 0,2 %, PRG3 0,14 %, PRG4 0,66 %, PRG5 0,22 %. Für die Phalloidin-Färbungen von F-Aktin wurde 

teilweise nachträglich die Intensität und der Kontrast mittels CellSens optimiert. Messbalken entsprechen 10 μm (vergrößerte 

Ausschnitte: 2,5 μm). 

 

DAPI CFPMem Aktin  

hPRG1-eGFP 

rPRG2-eGFP 

rPRG3-eGFP 

mPRG4-eGFP 

rPRG5-eGFP 



3 Ergebnisse 

56 

 

3.2.3 Die Morphologie von PRG-überexprimierenden Neuro2a-Zellen 

Anschließend wurden die entsprechenden Plasmide in undifferenzierten Neuro2a_1-Zellen überexprimiert (s. 

Abbildung 18) und abermals die Lokalisation der PRGs und die durch deren Überexpression induzierte Morphologie 

mit derjenigen vom Kontrollplasmid CFPMem verglichen. 

Durch Verwendung des Kontrollplasmids CFPMem wurde ersichtlich, dass (undifferenzierte) Neuro2a_1-Zellen auch 

ohne PRG-Überexpression deutlich mehr zelluläre Ausläufer besitzen als HEK293T-Zellen (s. Abbildung 18). 

Eine Lokalisation in der Plasmamembran konnte für PRG2, -3 und -5 auch in Neuro2a bestätigt werden. Eine 

Vermehrung der zellulären Ausläufer im Vergleich zum CFPMem transfizierten Zellen ist in undifferenzierten 

Neuro2a_1 für keines der PRGs ohne Quantifizierung erkennbar. PRG4 zeigte sich, wie auch in HEK293T-Zellen, 

vorrangig intrazellulär lokalisiert. 

Für PRG1 konnte eine Lokalisation in der Plasmamembran und deren Ausstülpungen auch in Neuro2a_1 nicht 

bestätigt werden. Aufgrund dessen erfolgte ein Vergleich der Lokalisation und des Phänotyps von Neuro2a- und 

HEK293T-Zellen mit Überexpression verschiedener PRG1-Konstrukte sowie eine Sequenzierung der verwendeten 

Plasmide und ein Alignment mit den zur Verfügung stehenden Referenzsequenzen (s. 3.2.4). 
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Abbildung 18: Morphologie von PRG-überexprimierenden Neuro2a_1-Zellen: PRG2,3 und -5 zeigen sich im Vergleich zum 

Kontrollplasmid CFPMem in der Plasmamembran und ihren Ausstülpungen lokalisiert, wobei PRG4 und -1 nicht in dieser 

lokalisiert zu sein scheinen. Eine Erhöhung der Anzahl an Filopodien durch PRG-Überexpression im Vergleich zum 

Kontrollplasmid ist ohne Quantifizierung nicht nachweisbar. Konfokale Z-Stapel mit maximaler Z-Projektion. Laserintensität für 

GFP (Emission/Exzitation 520/488 nm): CFPMem 0,28 %, PRG1 0,34 %, PRG2 0,42 %, PRG3 0,37 %, PRG4 0,5 %, PRG5 0,19 

%. Für die Phalloidin-Färbungen von F-Aktin wurde teilweise nachträglich die Intensität und der Kontrast mittels CellSens 

optimiert. Messbalken entsprechen 10 μm (vergrößerte Ausschnitte: 2,5 μm). 
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3.2.4 Die Morphologie von HEK293T- und Neuro2a-Zellen mit Überexpression verschiedener PRG1-

Plasmide 

Aufgrund der in der Literatur verbreiteten Annahme, alle PRGs bis auf PRG4 seien in der Plasmamembran lokalisiert 

(s. u.a. Review (25)) war das Ergebnis, dass das verwendete hPRG1-eGFP-Konstrukt scheinbar nicht in der 

Plasmamembran lokalisiert war, irritierend. Um dieser Beobachtung nachzugehen, wurden die immunzytochemischen 

Färbungen in HEK293T- und (undifferenzierten) Neuro2a_2-Zellen nach der Transfektion mit zwei weiteren Prg1-

Plasmiden wiederholt und die Lokalisation der Proteine erneut im Vergleich zu CFPMem beurteilt (s. Abbildung 19, 

Abbildung 20). 

Erstaunlicherweise konnte für beide hPRG1-beinhaltenden Konstrukte hPRG1-eGFP (c-terminale GFP-Markierung) 

und GFP-hPRG1 (n-terminale GFP-Markierung) im Vergleich zu CFPMem keine Lokalisation in der Plasmamembran 

und ihren Ausstülpungen nachgewiesen werden. Hingegen zeigte das Konstrukt mPRG1-eGFP ein mit CFPMem 

vergleichbares Verteilungsverhalten und damit eine Lokalisation in/nahe der Membran. Zudem schien im direkten 

Vergleich zu den Kontrollzellen (sowohl in HEK- als auch in Neuro2a-Zellen) die Anzahl und Länge der Filopodien 

von mPRG1-eGFP-überexprimierenden Zellen erhöht zu sein (keine Quantifizierung erfolgt). 

 

Abbildung 19: Verschiedene PRG1-Konstrukte in HEK293T-Zellen: A/A´: CFPMem, B/B´: hPRG1-eGFP, C/C´: eGFP-hPRG1, 

D/D´: mPRG1-eGFP. Nur mPRG1-eGFP (D) zeigt eine deutliche Expression in der Plasmamembran und ihren Ausläufern im 

Vergleich zum Kontrollplasmid CFPMem. Konfokale Z-Stapel mit maximaler Z-Projektion. Laserintensität für GFP 

(Emission/Exzitation 520/488 nm): CFPMem 0,28 %, hPRG1-eGFP 0,29 %, eGFP-hPRG1 0,08 %, mPRG1-eGFP 0,2 %. Grün: 

GFP/CFP. Rot: F-Aktin. Blau: DAPI. Messbalken entsprechen 10 μm (vergrößerte Ausschnitte: 2,5 μm). 

 

A B D 

A´  B´  C´  D´  

C 
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Abbildung 20: Verschiedene PRG1-Konstrukte in Neuro2a_2-Zellen: A/A´: CFPMem, B/B´: hPRG1-eGFP, C/C´: eGFP-

hPRG1, D/D´: mPRG1-eGFP. Nur mPRG1-eGFP (D) zeigt eine deutliche Expression in der Plasmamembran und ihren Ausläufern 

im Vergleich zum Kontrollplasmid CFPMem. Kultivierung der undifferenzierten Neuro2a_2-Zellen in Medium mit Serum. 

Konfokale Z-Stapel mit maximaler Z-Projektion. Laserintensität für GFP (Emission/Exzitation 520/488 nm): CFPMem 0,24 %, 

hPRG1-eGFP 0,41 %, eGFP-hPRG1 0,26 %, mPRG1-eGFP 0,2 %. Grün: GFP/CFP. Rot: F-Aktin. Blau: DAPI. Messbalken 

entsprechen 10 μm (vergrößerte Ausschnitte: 2,5 μm). 

 

3.2.4.1 Alignment der Sequenzen der verschiedenen PRG1-Plasmide 

Um der Ursache dieser unerwarteten Beobachtung auf den Grund zu gehen, wurde die DNA der verwendeten Plasmide 

sequenziert (durch Eurofins (s. 2.1.3/2.1.6)). Die DNA-Sequenzen wurden mittels der Expasy-Software (s. 2.1.3) in 

Aminosäuresequenzen umgeschrieben und diese mit den veröffentlichten Referenzsequenzen (UniProt (201)) 

verglichen (s. Abbildung 21). Während die Sequenz des verwendeten mPRG1-Konstruktes mit der Referenzsequenz 

identisch war, zeigten die Aminosäuresequenzen der hPRG1-Konstrukte an zwei Stellen Aminosäuremutationen (an 

Stelle 109 Serin (S) zu Guanin (G) sowie an Stelle 222 Cystein (C) zu Tyrosin (Y)) (rot markiert in Abbildung 21). 

Während Glycin und Serin verwandte chemische Strukturen besitzen, sodass die Proteinstruktur durch diese Mutation 

vermutlich nicht wesentlich beeinflusst wird, ist das normalerweise an Stelle 222 enthaltene Cystein an einer 

Disulfidbrücke beteiligt (s. Abbildung 22), die nach Austausch zu Tyrosin (, welches keine Thiolgruppe besitzt,) 

nicht mehr zustande kommen kann. Diese Aminosäuremutation hat somit mutmaßlich zur Folge, dass das Protein 

nicht richtig gefaltet werden kann, intrazellulär aggregiert und nicht zur Plasmamembran transportiert werden kann. 

Die Sequenzierungsergebnisse bieten somit eine Erklärung für die irritierenden Beobachtungen.  

mPRG1               

mPRG1-eGFP 

hPRG1               

hPRG1-eGFP 

eGFP-hPRG1 

 

mPRG1               

mPRG1-eGFP 

hPRG1               

hPRG1-eGFP 

eGFP-hPRG1 

 

 

MQRAGSSGARGECDISGAGRLRLEQAARLGGRTVHTSPGGGLGARQAAGMSAKERPKGKV 60 

MQRAGSSGARGECDISGAGRLRLEQAARLGGRTVHTSPGGGLGARQAAGMSAKERPKGKV 60 

MQRAGSSGGRGECDISGAGRLGLEEAARLSC-AVHTSPGGGRRPGQAAGMSAKERPKGKV 59 

MQRAGSSGGRGECDISGAGRLGLEEAARLSC-AVHTSPGGGRRPGQAAGMSAKERPKGKV 59 

MQRAGSSGGRGECDISGAGRLGLEEAARLSC-AVHTSPGGGRRPGQAAGMSAKERPKGKV 59 

 

IKDSVTLLPCFYFVELPILASSVVSLYFLELTDVFKPVHSGFSCYDRSLSMPYIEPTQEA 120 

IKDSVTLLPCFYFVELPILASSVVSLYFLELTDVFKPVHSGFSCYDRSLSMPYIEPTQEA 120 

IKDSVTLLPCFYFVELPILASSVVSLYFLELTDVFKPVHSGFSCYDRSLSMPYIEPTQEA 119 

IKDSVTLLPCFYFVELPILASSVVSLYFLELTDVFKPVHSGFSCYDRSLGMPYIEPTQEA 119 

IKDSVTLLPCFYFVELPILASSVVSLYFLELTDVFKPVHSGFSCYDRSLGMPYIEPTQEA 119 

 

 

A B C D 

A´  B´  C´  D´  
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mPRG1               

mPRG1-eGFP 

hPRG1               

hPRG1-eGFP 

eGFP-hPRG1 

 

mPRG1               

mPRG1-eGFP 

hPRG1               

hPRG1-eGFP 

eGFP-hPRG1 

 

mPRG1               

mPRG1-eGFP 

hPRG1               

hPRG1-eGFP 

eGFP-hPRG1 

 

mPRG1               

mPRG1-eGFP 

hPRG1               

hPRG1-eGFP 

eGFP-hPRG1 

 

mPRG1               

mPRG1-eGFP 

hPRG1               

hPRG1-eGFP 

eGFP-hPRG1 

 

mPRG1               

mPRG1-eGFP 

hPRG1               

hPRG1-eGFP 

eGFP-hPRG1 

 

mPRG1               

mPRG1-eGFP 

hPRG1               

hPRG1-eGFP 

eGFP-hPRG1 

 

mPRG1               

mPRG1-eGFP 

hPRG1               

hPRG1-eGFP 

eGFP-hPRG1 

 

mPRG1               

mPRG1-eGFP 

hPRG1               

hPRG1-eGFP 

eGFP-hPRG1 

IPFLMLLSLAFAGPAITIMVGEGILYCCLSKRRNGAGLEPNINAGGCNFNSFLRRAVRFV 180 

IPFLMLLSLAFAGPAITIMVGEGILYCCLSKRRNGAGLEPNINAGGCNFNSFLRRAVRFV 180 

IPFLMLLSLAFAGPAITIMVGEGILYCCLSKRRNGVGLEPNINAGGCNFNSFLRRAVRFV 179 

IPFLMLLSLAFAGPAITIMVGEGILYCCLSKRRNGVGLEPNINAGGCNFNSFLRRAVRFV 179 

IPFLMLLSLAFAGPAITIMVGEGILYCCLSKRRNGVGLEPNINAGGCNFNSFLRRAVRFV 179 

 

GVHVFGLCSTALITDIIQLSTGYQAPYFLTVCKPNYTSLNVSCKENSYIVEDICSGSDLT 240 

GVHVFGLCSTALITDIIQLSTGYQAPYFLTVCKPNYTSLNVSCKENSYIVEDICSGSDLT 240 

GVHVFGLCSTALITDIIQLSTGYQAPYFLTVCKPNYTSLNVSCKENSYIVEDICSGSDLT 239 

GVHVFGLCSTALITDIIQLSTGYQAPYFLTVCKPNYTSLNVSYKENSYIVEDICSGSDLT 239 

GVHVFGLCSTALITDIIQLSTGYQAPYFLTVCKPNYTSLNVSYKENSYIVEDICSGSDLT 239 

 

VINSGRKSFPSQHATLAAFAAVYVSMYFNSTLTDSSKLLKPLLVFTFIICGIICGLTRIT 300 

VINSGRKSFPSQHATLAAFAAVYVSMYFNSTLTDSSKLLKPLLVFTFIICGIICGLTRIT 300 

VINSGRKSFPSQHATLAAFAAVYVSMYFNSTLTDSSKLLKPLLVFTFIICGIICGLTRIT 299 

VINSGRKSFPSQHATLAAFAAVYVSMYFNSTLTDSSKLLKPLLVFTFIICGIICGLTRIT 299 

VINSGRKSFPSQHATLAAFAAVYVSMYFNSTLTDSSKLLKPLLVFTFIICGIICGLTRIT 299 

 

QYKNHPVDVYCGFLIGGGIALYLGLYAVGNFLPSEDSMLQHRDALRSLTDLNQDPSRVLS      360 

QYKNHPVDVYCGFLIGGGIALYLGLYAVGNFLPSEDSMLQHRDALRSLTDLNQDPSRVLS      360 

QYKNHPVDVYCGFLIGGGIALYLGLYAVGNFLPSDESMFQHRDALRSLTDLNQDPNRLLS      359 

QYKNHPVDVYCGFLIGGGIALYLGLYAVGNFLPSDESMFQHRDALRSLTDLNQDPNRLLS      359 

QYKNHPVDVYCGFLIGGGIALYLGLYAVGNFLPSDESMFQHRDALRSLTDLNQDPNRLLS      359 

 

AKNGSSGDGIAHTEGILNRNHRDASSLTNLKRANADVEIITPRSPMGKESMVTFSNTLPR      420 

AKNGSSGDGIAHTEGILNRNHRDASSLTNLKRANADVEIITPRSPMGKESMVTFSNTLPR      420 

AKNGSSSDGIAHTEGILNRNHRDASSLTNLKRANADVEIITPRSPMGKENMVTFSNTLPR      419 

AKNGSSSDGIAHTEGILNRNHRDASSLTNLKRANADVEIITPRSPMGKENMVTFSNTLPR      419 

AKNGSSSDGIAHTEGILNRNHRDASSLTNLKRANADVEIITPRSPMGKENMVTFSNTLPR      419 

 

ANTPSVEDPVRRNASIHASMDSARSKQLLTQWKSKNESRKMSLQVMDTEPEGQSPPRSIE 480 

ANTPSVEDPVRRNASIHASMDSARSKQLLTQWKSKNESRKMSLQVMDTEPEGQSPPRSIE 480 

ANTPSVEDPVRRNASIHASMDSARSKQLLTQWKNKNESRKLSLQVIEPEP-GQSPPRSIE 478 

ANTPSVEDPVRRNASIHASMDSARSKQLLTQWKNKNESRKLSLQVIEPEP-GQSPPRSIE   478 

ANTPSVEDPVRRNASIHASMDSARSKQLLTQWKNKNESRKLSLQVIEPEP-GQSPPRSIE    478 

 

MRSSSEPSRVGVNGDHHVPGNQYLKIQPGTVPGCNNSMPGGPRVSIQSRPGSSQLVHIPE 540 

MRSSSEPSRVGVNGDHHVPGNQYLKIQPGTVPGCNNSMPGGPRVSIQSRPGSSQLVHIPE 540 

MRSSSEPSRVGVNGDHHGPGNQYLKIQPGAVPGCNNSMPGGPRVSIQSRPGSSQLVHIPE 538 

MRSSSEPSRVGVNGDHHGPGNQYLKIQPGAVPGCNNSMPGGPRVSIQSRPGSSQLVHIPE 538 

MRSSSEPSRVGVNGDHHGPGNQYLKIQPGAVPGCNNSMPGGPRVSIQSRPGSSQLVHIPE 538 

 

ETQENISTSPKSSSARAKWLKAAEKTVACNRSNNQPRIMQVIAMSKQQGVLQSSPKNAEG 600 

ETQENISTSPKSSSARAKWLKAAEKTVACNRSNNQPRIMQVIAMSKQQGVLQSSPKNAEG 600 

ETQENISTSPKSSSARAKWLKAAEKTVACNRSNSQPRIMQVIAMSKQQGVLQSSPKNTEG 598 

ETQENISTSPKSSSARAKWLKAAEKTVACNRSNSQPRIMQVIAMSKQQGVLQSSPKNTEG 598 

ETQENISTSPKSSSARAKWLKAAEKTVACNRSNSQPRIMQVIAMSKQQGVLQSSPKNTEG 598 

 

STVTCTGSIRYKTLTDHEPSGIVRVEAHPENNRPIIQIPSSTEGEGSGSWKWKAPEKSSL 660 

STVTCTGSIRYKTLTDHEPSGIVRVEAHPENNRPIIQIPSSTEGEGSGSWKWKAPEKSSL 660 

STVSCTGSIRYKTLTDHEPSGIVRVEAHPENNRPIIQIPS-TEGEGSGSWKWKAPEKGSL 657 

STVSCTGSIRYKTLTDHEPSGIVRVEAHPENNRPIIQIPS-TEGEGSGSWKWKAPEKGSL 657 

STVSCTGSIRYKTLTDHEPSGIVRVEAHPENNRPIIQIPS-TEGEGSGSWKWKAPEKGSL 657 
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mPRG1               

mPRG1-eGFP 

hPRG1               

hPRG1-eGFP 

eGFP-hPRG1 

 

mPRG1               

mPRG1-eGFP 

hPRG1               

hPRG1-eGFP 

eGFP-hPRG1 

 

RQTYELNDLNRDSESCESLKDSFGSGDRKRSNIDSNEHHHHGITTIRVTPVEGSEIGSET 720 

RQTYELNDLNRDSESCESLKDSFGSGDRKRSNIDSNEHHHHGITTIRVTPVEGSEIGSET 720 

RQTYELNDLNRDSESCESLKDSFGSGDRKRSNIDSNEHHHHGITTIRVTPVEGSEIGSET 717 

RQTYELNDLNRDSESCESLKDSFGSGDRKRSNIDSNEHHHHGITTIRVTPVEGSEIGSET 717 

RQTYELNDLNRDSESCESLKDSFGSGDRKRSNIDSNEHHHHGITTIRVTPVEGSEIGSET 717 

 

LSVSSSRDSTLRRKGNIILIPERSNSPENTRNIFYKGTSPTRAYKD 766 

LSVSSSRDSTLRRKGNIILIPERSNSPENTRNIFYKGTSPTRAYKD 766 

LSISSSRDSTLRRKGNIILIPERSNSPENTRNIFYKGTSPTRAYKD 763 

LSISSSRDSTLRRKGNIILIPERSNSPENTRNIFYKGTSPTRAYKD 763 

LSISSSRDSTLRRKGNIILIPERSNSPENTRNIFYKGTSPTRAYKD 763 

 

Abbildung 21: Alignment der Aminosäuresequenzen der verwendeten PRG1-Konstrukte mit Referenzsequenzen: In der 

Aminosäuresequenz von hPRG1-eGFP und eGFP-hPRG1 zeigen sich zwei Mutationen. Der Austausch von Cystein geht 

höchstwahrscheinlich mit einer fehlenden Ausbildung einer dortigen Disulfidbrücke und mit einer gestörten Faltung des Proteins 

einher, sodass das Konstrukt nicht zur Plasmamembran transportiert werden kann. Verwendete Plasmide: peGFP-N1-mPrg1, 

peGFP-N1-hPrg1 und peGFP-C1-mPrg1. Blau markiert sind die (identischen) Sequenzen von mPRG1-Referenzsequenz und 

Konstrukt. Gelb sind abweichende Sequenzen von hPRG1 markiert, welche in Referenzsequenz und den verwendeten Konstrukten 

identisch vorkommen. Rot sind die Mutationen in den verwendeten hPRG1-Konstrukten markiert (Glycin statt Serin an Stelle 118 

und Tyrosin statt Cystein an Stelle 222). Grün markiert sind die in der Referenzsequenz an diesen Stellen vorkommenden 

Aminosäuren. Fett gedruckt sind die Transmembrandomänen (s. UniProt). Damit liegen die Mutationen in der ersten und zweiten 

extrazellulären Schleife. Die DNA-Sequenzen der verwendeten Plasmide (Sequenzierung mittels Eurofins) wurden in 

Aminosäuresequenzen umgeschrieben (mithilfe von Expasy) und die Gesamtsequenz mittels Zusammenfügen der zwei erhaltenen 

Sequenzen (bei Verwendung von Forward- und Reverse-Primer) ermittelt. Das Alignment von erhaltenen Sequenzen und 

Referenzsequenzen wurde mittels UniProt erstellt (Referenzsequenzen von UniProt: UniProt ID Q7Z2D5 für hPRG1 und Q7TME0 

für mPRG1).  Modifizierte Abbildung basierend auf dem Alignment von UniProt (s. 2.1.3). 

 

 

Abbildung 22: Strukturvorhersage von PRG1 und Disulfidbrücke in zweiter extrazellulärer Schleife: Da Cystein an der Stelle 

222 in den verwendeten hPRG1-Konstrukten zu Tyrosin mutiert ist, kann an dieser Stelle keine Disulfidbrücke mehr ausgebildet 

werden. Dies stört vermutlich die Faltung des Proteins, sodass es nicht mehr zur Plasmamembran transportiert werden kann. 

Basierend auf AlphaFold. Abbildung kreiert mittels CCP4mg, freundlicherweise bereitgestellt von Herrn Dr. Jens Hausmann. 

 

3.2.5 Die Morphologie von HEK293T- und Neuro2a-Zellen mit Überexpression verschiedener PRG2-

Plasmide 

Da für u.g. Lebendzellmikroskopie-Experimente verschiedene PRG2-Plasmide verwendet wurden, wurde ein 

immunzytochemischer Vergleich der Lokalisation und der induzierten Morphologie durchgeführt (s. Abbildung 23 

und Abbildung 24). 
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Ebenso wie rPRG2-eGFP scheint auch eGFP-rPRG2 im Vergleich zu CFPMem in der Plasmamembran und ihren 

Ausstülpungen lokalisiert zu sein. Im direkten Vergleich zu CFPMem erschien jedoch der Anteil des in der 

Plasmamembran lokalisierten Proteins in PRG2-überexprimierenden Zellen geringer zu sein. Dies spricht dafür, dass 

nur ein Teil der PRG2-Proteine in die Plasmamembran transportiert wird und ein Teil der Proteine intrazellulär 

(möglicherweise innerhalb intrazellulärer Membranen) verbleibt. Für das C-terminal-trunkierte Konstrukt konnte 

dagegen kein Nachweis in der Plasmamembran und deren Ausstülpungen erbracht werden. Ein Einfluss der PRG2-

Konstrukte auf Filopodienanzahl und -länge war ohne Quantifizierung nicht erkennbar. 

 

Abbildung 23: Verschiedene PRG2-Konstrukte in HEK293T-Zellen: A/A´: CFPMem, B/B´: rPRG2-eGFP, C/C´: eGFP-rPRG2, 

D/D´: eGFP-rPRG2-ΔC. Die PRG2-Konstrukte erscheinen im Vergleich zu CFPMem reduziert in der Plasmamembran lokalisiert 

zu sein. Die trunkierte Version von PRG2 ist kaum in zellulären Membranausstülpungen nachweisbar. Konfokale Z-Stapel mit 

maximaler Z-Projektion. Laserintensität für GFP (Emission/Exzitation 520/488 nm): CFPMem 0,28 %, rPRG2-eGFP 0,11 %, 

eGFP-rPRG2 0,2 %, eGFP-rPRG2-ΔC 0,18 %. Grün: GFP/CFP. Rot: F-Aktin. Blau: DAPI. Für die Phalloidin-Färbungen von 

F-Aktin wurde teilweise nachträglich die Intensität und der Kontrast mittels CellSens optimiert. Messbalken entsprechen 10  μm 

(vergrößerte Ausschnitte: 2,5 μm). 

 

 

Abbildung 24: Verschiedene PRG2-Konstrukte in undifferenzierten Neuro2a_2-Zellen: A: CFPMem, B: rPRG2-eGFP, C: 

eGFP-rPRG2, D: eGFP-rPRG2-ΔC. Erklärung s. Text. Konfokale Z-Stapel mit maximaler Z-Projektion. Laserintensität für GFP 

(Emission/Exzitation 520/488 nm): CFPMem 0,24 %, hPRG2-eGFP 0,7 %, eGFP-hPRG2 0,24 %, mPRG2-eGFP 0,4 %. Grün: 

GFP/CFP. Rot: F-Aktin. Blau: DAPI. Für die Phalloidin-Färbungen von F-Aktin wurde teils (C) der Kontrast optimiert (CellSens). 

Messbalken entsprechen 10 μm (vergrößerte Ausschnitte: 2,5 μm). 

A B C D 

A´  B´  C´  D´  

A B C D 

A´  B´  C´  D´  
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Mittels Sequenzierung wurde sichergestellt, dass keine Aminosäuremutationen in den verwendeten PRG2-Plasmiden 

vorliegen, welche Faltung und Lokalisation der Proteine beeinflussen könnten (s. Abbildung 50, Anhang). 

3.2.6 Neuriten und Protrusionen in PRG-überexprimierenden, differenzierten Neuro2a_2-Zellen 

Da bekannt ist, dass PRG2 und -3 an der Ausbildung und Verzweigung von zellulären Ausläufern neuronaler Zellen 

beteiligt sind (s. 1.4.2), und in dieser Arbeit untersucht wurde, ob PRG2 ebenso wie PRG3 in der Lage ist, den LPA-

induzierten Neuritenkollaps zu verringern, stellte sich die Frage, inwiefern schon vor Beginn bzw. unabhängig von 

jeglicher (LPA-)Behandlung Auswirkungen der Überexpression auf Anzahl und/oder Länge der zellulären Fortsätze 

bestehen. Dieser Frage wurde mittels morphologischer Analysen einschließlich Quantifizierungen der 

Neuriten/Protrusionen differenzierter Neuro2a_2 (infolge Kultivierung in serumfreiem Medium analog zu den u.g. 

LPA-Experimenten) anhand von immunzytochemischen Färbungen nachgegangen. 

3.2.6.1 Die Morphologie von PRG2/3-überexprimierenden, differenzierten Neuro2a_2-Zellen 

Differenzierte Neuro2a_2-Zellen unterscheiden sich von undifferenzierten Neuro2a_1/2 Zellen dadurch, dass sie 

längere, sich verzweigende zelluläre Ausstülpungen besitzen (sog. Neuriten) (s. Abbildung 25). Bei genauerer 

Betrachtung zeigen die Neuriten zahlreiche kleine Ausstülpungen der Plasmamembran, welche hier als Protrusionen 

bezeichnet werden. 

 

Abbildung 25: Schematische Darstellung der Differenzierung von Neuro2a-Zellen und die Benennung der zellulären Fortsätze: 

Undifferenzierte Neuro2a-Zellen besitzen keine Neuriten, sondern nur kürzere zelluläre Ausläufer (Filopodien). Nach Kultivierung 

in serumfreiem Medium differenzieren Neuro2a_2-Zellen und bilden Neuriten, welche bei näherer Betrachtung zahlreiche kleine 

Ausstülpungen der Membran zeigen (genannt Protrusionen). Abbildung erstellt mit BioRender.com 

 

Auch in den differenzierten Zellen wurde zunächst die Lokalisation der verwendeten PRG2/3-Konstrukte überprüft. 

Für PRG3 konnte im Vergleich zu CFPMem die Lokalisation in der Plasmamembran einschließlich der Membran der 

Neuriten und den davon ausgehenden Protrusionen bestätigt werden (s. Abbildung 26, E/E´/E´´). Die PRG2-

Konstrukte zeigten ein etwas anderes Lokalisationsmuster (s. Abbildung 26, B/B´/B´´, C/C´/C´´): Ebenso wie 

CFPMem und PRG3 zeigten sich die PRG2-Konstrukte sowohl im Soma als auch in den Neuriten lokalisiert (B/C), 

doch war eine Lokalisation in der Plasmamembran nicht deutlich erkennbar (B´/C´). Es entsteht der Eindruck, das 

Protein könnte in Strukturen direkt unterhalb der Plasmamembran lokalisiert sein. In den Protrusionen schienen die 

PRG2-Konstrukte in der Basis sowie teilweise zusätzlich an deren Spitzen lokalisiert zu sein. Das C-terminal-

trunkierte Konstrukt zeigte erneut den geringsten Anteil an in der Plasmamembran lokalisiertem Protein sowie kaum 

Proteinanreicherungen an den Enden der Protrusionen.  

Protrusion 

Neurit 

Filopodium 
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Abbildung 26: Verschiedene PRG2/3-Konstrukte in differenzierten Neuro2a_2-Zellen: A: CFPMem, B: eGFP-rPRG2, C: 

rPRG2-eGFP, D: eGFP-rPRG2-ΔC, E: rPRG3-eGFP. Die Lokalisation in der Plasmamembran lässt sich im Vergleich zu 

CFPMem nur für PRG3 deutlich erkennen. Die PRG2-Plasmide sind zwar ebenfalls in den Protrusionen lokalisiert, jedoch weniger 

in deren Schaft, sondern eher an deren Ende. Dies ist besonders in den geschärften Abbildungen A´´ bis D´´ erkennbar. Es lässt 

sich erahnen, dass eGFP-rPRG2 sowie rPRG3-eGFP überexprimierende Zellen eine Vermehrung der Neuriten (B,E) aufweisen 

sowie rPRG3-eGFP überexprimierende Zellen zusätzlich eine Vermehrung der längeren Protrusionen (s. 3.2.6.2). Konfokale Z-

Stapel mit maximaler Z-Projektion in A-E und den Vergrößerungen A´ bis D´, in A´´ bis D´´ zusätzlich geschärfte Abbildungen 

(Dekonvolution CellSens). Intensität für alle Kanäle wurde im Nachhinein adjustiert (CellSens). Grün: GFP/CFP. Rot: 

Aktinzytoskelett. Blau: Kernfärbung (DAPI). Messbalken entsprechen 10 μm (vergrößerte Ausschnitte: 2,5 μm). 

 

3.2.6.2 Quantifizierung der Neuriten und Protrusionen in PRG2/3-überexprimierenden, differenzierten 

Neuro2a_2 

In der Tat zeigte sich bei der Quantifizierung der zellulären Ausläufer in differenzierten Neuro2a_2 Zellen, dass PRG2 

ebenso wie PRG3 Einfluss auf die Neuritenbildung in Neuro2a besitzt, jedoch scheinbar keine Auswirkungen auf die 

Protrusionen hat. Der C-Terminus scheint für die Neuriten-initiierende Funktion von PRG2 entscheidende Bedeutung 

zu besitzen. 

Für eGFP-rPRG2- und rPRG3-eGFP-überexprimierende Neuro2a_2-Zellen zeigte sich eine signifikant erhöhte 

Anzahl an Neuriten/Zelle (CFPMem <-> eGFP-rPRG2: p=0,0005; CFPMem <-> rPRG3-eGFP: p=0,0022) , s. 

Abbildung 27 (A)). Die Neuritenlänge dagegen scheint weder durch PRG3- noch durch PRG2-Überexpression 

wesentlich beeinflusst zu werden: Die Gesamtneuritenlänge zeigte sich zwar signifikant (CFPMem <-> eGFP-rPRG2: 

p=0,0141 (*), s. Abbildung 27 (B)) erhöht für eGFP-PRG2-überexprimierende Zellen im Vergleich zu CFPMem-

überexprimierende Zellen, jedoch spiegelt sich dies nicht in der mittleren Neuritenlänge (mittlere Neuritenlänge = 

Gesamtneuritenlänge/Anzahl Neuriten) wider (s. Abbildung 27 (C), p-Werte >0,9999 für alle Plasmide im Vergleich 

zu CFPMem). Dementsprechend scheint dieser Unterschied lediglich die erhöhte Anzahl an Neuriten 

widerzuspiegeln. 

Bezüglich der Protrusionen (s. Abbildung 27 (D-I)) zeigen sich nur geringfügige Unterschiede zwischen den 

Plasmiden, wobei ausschließlich PRG3 Einfluss auf die Protrusionenbildung in Neuro2a zu haben scheint. (Niedrig) 

signifikante Unterschiede ergeben sich für die Anzahl an Protrusionen mit einer reduzierten Anzahl in eGFP-PRG2-

ΔC-überexprimierenden Zellen (CFPMem <-> eGFP-rPRG2-ΔC: p=0,0124, s. Abbildung 27 (D)) als auch für die 

A B D E C 

A´´  B´´  C´´  D´´  E´´  

A´  B´  C´  D´  E´  
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mittlere Protrusionenlänge zugunsten rPRG3-eGFP-überexprimierenden Zellen (CFPMem <-> rPRG3-eGFP: 

p=0,0430, s. Abbildung 27 (E)), wobei sich dies nach Standardisierung der Werte (pro µM Neurit) nicht mehr 

nachweisen lässt (s. Abbildung 27 (F)). Diese tendenziell erhöhte Länge der Protrusionen von PRG3-

überexprimierenden Neuro2a_2-Zellen könnte mit einer Erhöhung der Anzahl längerer Protrusionen (signifikant für 

Protrusionen der Länge 2-5 µM (CFPMem <-> rPRG3-eGFP: p=0,0456 (*), s. Abbildung 27 (H)), nicht signifikant, 

aber möglicherweise dennoch relevant auch für Protrusionen der Länge >5 µM (CFPMem <-> rPRG3-eGFP: 

p=0,3310 (ns), s. Abbildung 27 (I)) zusammenzuhängen. 

C
F

P
M

e
m

rP
R

G
2
-e

G
F

P

e
G

F
P

-r
P

R
G

2

e
G

F
P

-r
P

R
G

2
 D

e
lt

a
C

rP
R

G
3
-e

G
F

P

0

5

1 0

1 5

A
n

z
a

h
l 

N
e

u
r
it

e
n

/Z
e

ll
e * * *

* *

C
F

P
M

e
m

rP
R

G
2
-e

G
F

P

e
G

F
P

-r
P

R
G

2

e
G

F
P

-r
P

R
G

2
 D

e
lt

a
C

rP
R

G
3
-e

G
F

P

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

5 0 0

G
e

s
a

m
tn

e
u

r
it

e
n

lä
n

g
e

/Z
e

ll
e

 (
µ

m
)

*

C
F

P
M

e
m

rP
R

G
2
-e

G
F

P

e
G

F
P

-r
P

R
G

2

e
G

F
P

-r
P

R
G

2
 D

e
lt

a
C

rP
R

G
3
-e

G
F

P

0

2 0

4 0

6 0

8 0

m
it

tl
e

r
e

 N
e

u
r
it

e
n

lä
n

g
e

 (
µ

m
)

A B C

 

C
F

P
M

e
m

rP
R

G
2
-e

G
F

P

e
G

F
P

-r
P

R
G

2

e
G

F
P

-r
P

R
G

2
 D

e
lt

a
C

rP
R

G
3
-e

G
F

P

0

1

2

3

4

5

A
n

z
a

h
l 

P
r
o

tu
s

io
n

e
n

/µ
m

*

C
F

P
M

e
m

rP
R

G
2
-e

G
F

P

e
G

F
P

-r
P

R
G

2

e
G

F
P

-r
P

R
G

2
 D

e
lt

a
C

rP
R

G
3
-e

G
F

P

0

2

4

6

8

m
it

tl
e

r
e

 P
r
o

tu
s

io
n

e
n

lä
n

g
e

 (
µ

m
)

*

C
F

P
M

e
m

rP
R

G
2
-e

G
F

P

e
G

F
P

-r
P

R
G

2

e
G

F
P

-r
P

R
G

2
 D

e
lt

a
C

rP
R

G
3
-e

G
F

P

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

m
it

tl
e

r
e

 P
r
o

tu
s

io
n

e
n

lä
n

g
e

 (
µ

m
/µ

m
)D E F

 

C
F

P
M

e
m

rP
R

G
2
-e

G
F

P

e
G

F
P

-r
P

R
G

2

e
G

F
P

-r
P

R
G

2
 D

e
lt

a
C

rP
R

G
3
-e

G
F

P

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

2 .5

P
r
o

tu
s

io
n

e
n

 2
-5

 µ
m

 (
n

/µ
m

)

*

C
F

P
M

e
m

rP
R

G
2
-e

G
F

P

e
G

F
P

-r
P

R
G

2

e
G

F
P

-r
P

R
G

2
 D

e
lt

a
C

rP
R

G
3
-e

G
F

P

0 .0

0 .5

1 .0

P
r
o

tu
s

io
n

e
n

 >
5

 µ
m

 (
n

/µ
m

)

G H I

C
F

P
M

e
m

rP
R

G
2
-e

G
F

P

e
G

F
P

-r
P

R
G

2

e
G

F
P

-r
P

R
G

2
 D

e
lt

a
C

rP
R

G
3
-e

G
F

P

0

1

2

3

P
r
o

tu
s

io
n

e
n

 <
 2

 µ
m

 (
n

/µ
m

)

 

Abbildung 27: Neuriten und Protrusionen in PRG2/3-überexprimierenden, differenzierten Neuro2a_2: PRG3- und eGFP-

PRG2-überexprimierende Neuro2a_2-Zellen weisen eine Vermehrung der Neuriten (A) bei gleichbleibender mittlerer 

Neuritenlänge (C) auf. Signifikante Unterschiede hinsichtlich der Protrusionen finden sich zwischen PRG3-überexprimierenden 

Zellen und den Kontrollzellen (E,H). In PRG3-überexprimierenden Zellen kommt es zu einer Vermehrung der längeren 

Protrusionen (signifikant für 2-5 µM lange Protrusionen (H)), was sich auch in der mittleren Länge der Protrusionen 

niederschlägt. Diese Tendenz spiegelt sich jedoch bei den (in Bezug auf den zugrundeliegenden Neuriten) normalisierten Werten 

nicht signifikant wider (F). Bei nicht normalverteilten Daten wurde der Kruskall-Wallis-Test mit Dunn-Bonferroni-Korrektur für 
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multiples Testen verwendet. p-Werte: ns - p > 0.05, * - p < 0.05, ** - p < 0.01, *** - p < 0.001. Die Balken geben Median und 

IQR als eher Ausreißer-unabhängige Marker an. Für p-Werte und deskriptive Statistik s. Anhang. n=3, N=30-32. n=biologische 

Replikate (unabhängige Aussaat, Transfektion, Fixierung), N=Gesamtanzahl gemessene Zellen/Plasmid. Abbildung erstellt mit 

GraphPad PRISM. 

 

3.3 Der LPA-induzierte Kollaps 

3.3.1 Die natürliche Expression von LPA-Rezeptoren in Neuro2a-Zellen 

Um den LPA-induzierten Kollaps in Neuro2a untersuchen zu können, ist eine LPA-Sensibilität der verwendeten 

Zelllinie Voraussetzung. Aufgrund dessen sollte zunächst mittels qRT-PCR geprüft werden, ob (die klassischen sechs 

G-Protein gekoppelten) LPA-Rezeptoren LPA1-6 (Nomenklatur der entsprechenden Gene bei der Maus: Lpar1-6) in 

der verwendeten Zelllinie exprimiert werden. Es war zudem von Interesse, welche LPA-Rezeptoren exprimiert 

werden, um zu bestimmen, welche Signalwege in Neuro2a durch LPA induziert werden können.  

Mittels qRT-PCR wurden recht hohe Expressionslevel für Lpar1,2 und 6 gefunden und etwas geringere für Lpar4 und 

5 (s. Abbildung 28, A/B). Lediglich Lpar3 scheint in Neuro2a-Zellen nicht exprimiert zu sein. Dies ist konsistent mit 

der Literatur, welche eine Lpar3-Expression v.a. in Hoden, Ovarien und Herz angibt (202). Deshalb wurde als 

Positivkontrolle aus murinem Hoden gewonnene cDNA (aus der laborinternen cDNA-Datenbank) verwendet (s. 

Abbildung 28, A/B). Die Expression von Lpar3 konnte im murinen Hoden nachgewiesen werden (Expressionslevel 

abhängig vom Postnatalstadium), sodass ein Versagen der Lpar3-Primer-Sonde ausgeschlossen werden konnte. 
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Abbildung 28: Expression der LPA-Rezeptoren in Neuro2a_1: relative mRNA-Expression normalisiert zu den Referenzgenen 

Aktin und GAPDH (qRT-PCR). Alle LPA-Rezeptoren außer LPA-Rezeptor 3 sind basal in Neuro2a exprimiert (A,B). Um ein 

Versagen der Lpar3-Primer-Probe auszuschließen, erfolge der Nachweis von Lpar3-Expression in murinem Hoden verschiedenen 

Alters (A´,B´). P: postnataler Tag. Angegeben ist jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung. Für deskriptive Statistiken 

s. Anhang. n=3, N≥6. n: Anzahl unabhängige RNA-Isolierungen. N = Gesamtanzahl Durchführungen der qRT-PCR (zwei 

technische Replikate pro biologisches Replikat). Abbildung erstellt mit GraphPad PRISM. 

 

3.3.2 Der LPA-induzierte Kollaps in untransfizierten Neuro2a-Zellen 

Für Neuro2a- und N1E-115-Zellen wird eine Neuritenretraktion und Zellrundung als Antwort auf LPA-Exposition 

beschrieben (22–24,69). Als Voraussetzung für die geplanten Untersuchungen in transfizierten Zellen musste zunächst 

ein Versuchsaufbau mit Bedingungen entwickelt werden, unter welchen reproduzierbar valide Messungen einer durch 

LPA induzierten Neuritenretraktion messbar sind. 

Für die LPA-Behandlung wurde (wie oben beschrieben (s. 2.2.2.2)) ein Versuchsaufbau verwendet, bei welchem 

Zellen kontinuierlich mit einem Puffer umspült werden, dem bei Bedarf LPA hinzugesetzt werden können. LPA 

wurden als Pulver bezogen und zunächst mittels eines Lösungsmittels in Lösung gebracht. Diese Stammlösung wurde 

anschließend bei -20 °C bis zum jeweiligen Experiment gelagert und erst direkt vor der Anwendung aufgetaut und in 

den Puffer gegeben (s. auch 2.1.4). 

Für die Wahl des Puffers und Lösungsmittels orientierte ich mich zunächst an dem, was in unserem Labor zuvor für 

Calciummessungen unter LPA-Stimulation (mithilfe desselben Versuchsaufbaus mit Mikroskop und Pump-Schlauch-
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System) genutzt wurde (bisher nicht publiziert, experimentelle Leitung: Frau Dr. Nicola Brandt). Während dieser 

Messungen war zunächst mit einem albuminhaltigen Lösungsmittel gearbeitet worden. Jedoch zeigten sich hier ohne 

Hinzugabe von LPA in der Kontrolle Veränderungen des intrazellulären Calciumspiegels, weswegen auf ein 

Lösungsmittel ohne Albumin gewechselt wurde. Als physiologischer Puffer für Zellkulturexperimente eignet sich 

Krebs-Ringer´s Lösung . Allerdings reduzieren die normalerweise enthaltenen Ionen der Salze MgCl2 und CaCl2 die 

Löslichkeit unpolarer Fettsäuren. Um dieses Problem zu umgehen, wurde somit Krebs-Ringer´s Lösung  ohne diese 

Salze als (primäres Stamm-)Lösungsmittel sowie während der Behandlung als Puffer verwendet. 

Entsprechend verwendete auch ich zu Beginn meiner LPA-Experimente Krebs-Ringer´s Lösung  ohne MgCl2 und 

CaCl2 sowohl als primäres Lösungsmittel als auch als Puffer während den Behandlungen. In der Tat war bei einer 

Behandlung untransfizierter Neuro2a mit LPA 10 µM unter diesen Bedingungen eine Neuritenretraktion zu 

beobachten. Überraschenderweise zeigte sich jedoch auch während der Kontrollbehandlung (mit Krebs-Ringer´s 

Lösung  ohne Salze ohne LPA) ein Zellkollaps. Es musste somit nach einem anderen Lösungsmittel-Puffer-System 

gesucht werden. 

Um LPA in Lösung zu bringen, eignen sich insbesondere Proteine wie Albumin (ohne Fettsäuren: FAFBSA (Fatty 

Acid Free Bovine Serum Albumine)). Wird ein albuminhaltiges Lösungsmittel (FAFBSA 1% in Wasser/Puffer (s. 

2.1.4)) für die Stammlösung verwendet, können für die Behandlung auch ionenhaltige Puffersysteme genutzt werden: 

Neben Krebs-Ringer´s Lösung ohne Salze kann auch vollständige Krebs-Ringer´s Lösung sowie auch das für die 

Kultivierung der Zellen genutzte Medium (DMEM) verwendet werden (s. Abbildung 29). 

 

Abbildung 29: Mögliche Kombinationen von Lösungsmittel und Puffer für die Behandlung von Zellen mit LPA: LPA (Pulver) 

wird zunächst mit einem (Stamm-)Lösungsmittel in Lösung gebracht. Hierzu eignen sich entweder als wässriges Lösungsmittel 

Krebs-Ringer´s Lösung  (jedoch nur ohne Zusatz der Salze MgCl2 und CaCl2) oder ein albuminhaltiges Lösungsmittel. Wird Krebs-

Ringer´s Lösung  ohne Salze für die primäre Lösung verwendet, dürfen auch in dem bei der Behandlung der Zellen verwendeten 

Puffer keine die Löslichkeit störenden Ionen enthalten sein. Somit eignet sich hier ausschließlich ebenfalls Krebs-Ringer´s Lösung  

ohne Salze. Wird ein albuminhaltiges Lösungsmittel verwendet, wird hierdurch die Löslichkeit von LPA erhöht und bei der Wahl 

des Puffers eröffnen sich verschiedene Möglichkeiten: Zu der Krebs-Ringer´s Lösung können nun auch die entsprechenden Salze 

hinzugefügt werden oder alternativ kann auch das für die Kultivierung der Zellen verwendete DMEM im Experiment als Puffer 

genutzt werden. DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium. FAFBSA: fatty acid free bovine serum albumine.  
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Ich testete diese verschiedenen Kombinationen dahingehend, ob sie (ohne Zusatz von LPA) morphologische 

Veränderungen im Sinne einer Neuritenretraktion/Zellkollaps in Neuro2a_1 hervorrufen (s. Abbildung 30, A und 

Abbildung 31). Es zeigte sich, dass eine Behandlung der Zellen mit Krebs-Ringer´s Lösung  ohne MgCl2 und CaCl2 

einen im Vergleich zu der Behandlung mit vollständiger Ringer Krebs´ Lösung signifikanten Kollaps von Neuro2a 

verursachte (p=0,0058). Auch die Behandlung mit dem für die Kultivierung der Zellen verwendeten Medium 

(DMEM) war mit einer hohen Rate an kollabierenden Zellen verbunden. 

Für die valide Untersuchung von durch LPA induzierter Neuritenretraktion in Neuro2a ist somit als (primäres) 

Lösungsmittel für LPA ausschließlich ein Albumin-haltiges Lösungsmittel verwendbar. Dabei kann ein Albumin 

enthaltener Puffer (FAFBSA 1%  Puffer) oder reines Wasser mit Albumin (FAFBSA 1% in Wasser) verwendet 

werden (s. Abbildung 30, B). Als Puffersystem während der Behandlung eignet sich ausschließlich Krebs-Ringer´s 

Lösung  mit den entsprechenden Salzen. In Neuro2a_2 (s. Abbildung 32) konnte unter diesen Bedingungen ebenfalls 

ein valider Versuchsaufbau etabliert werden. 
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Abbildung 30: Zellkollaps in untransfizierten Neuro2a_1-Zellen induziert durch verschiedene Lösungsmittel und LPA 10 µM: 

A: Eine Behandlung von Zellen mit Krebs-Ringer´s Lösung  ohne MgCl2 und CaCl2 führt zu einem Kollaps von >90 % der Zellen 

innerhalb von 20 min Behandlung (signifikant mehr als bei Verwendung von vollständiger Krebs-Ringer´s Lösung ). Bei nicht 

normalverteilten Daten wurde der Kruskall-Wallis-Test mit Dunn-Bonferroni-Korrektur für multiples Testen verwendet (p-Werte: 

ns - p > 0.05, * - p < 0.05, ** - p < 0.01, *** - p < 0.001). p (Krebs-Ringer´s Lösung komplett vs. Kontrolllösung 3) = 0,0058 (**), 

p (Krebs-Ringer´s Lösung komplett vs. LPA) 0,0383 (*)). n=3, N=5-14 (pro Messung 18-34 Zellen) B: Es besteht kein Unterschied 

zwischen der Verwendung von FAFBSA-Puffer oder FAFBSA 1% in Wasser für die LPA-Stammlösung. Da bei den Experimenten 

in A FAFBSA-Puffer verwendet wurde, anschließend jedoch auf den einfacher herzustellenden (und weniger möglicherweise 

interagierende Stoffe enthaltenden) Puffer FAFBSA 1% in Wasser umgeschwenkt wurde, wurde hier einmalig gezeigt, dass auch 

dieses Stammlösungsmittel geeignet ist. n=1, N=2 (37 Zellen). Angegeben werden jeweils Mittelwert sowie Standardabweichung. 

Für p-Werte und deskriptive Statistik s. Anhang. n: voneinander unabhängige Experimente an unterschiedlichen Messungstagen, 

N: Gesamtzahl an Messungen. Abbildung erstellt mit GraphPad PRISM. 
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Abbildung 31: Kollaps induziert durch verschiedene Kontrolllösungen im Vergleich zu dem Kollaps induziert durch LPA: A: 

Kontrolllösung 1 (FAFBSA Vehikel in Krebs-Ringer´s Lösung  mit Salze), B: Kontrolllösung 2 (FAFBSA Vehikel in Krebs-Ringer´s 

Lösung  ohne Salze), C: Kontrolllösung 3 (FAFBSA Vehikel in DMEM), D: LPA 10 μM in FAFBSA Stamm in Krebs-Ringer´s 

Lösung  mit Salzen. Pfeile: schwarz: keine Veränderung, rot: Retraktion/Kollaps. Für Quantifizierung s. Abbildung 30. 

Messbalken entspricht 30μm. 
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Abbildung 32: Neuritenretraktion in untransfizierten Neuro2a_2-Zellen induziert durch LPA 10 µM im Vergleich zur 

Kontrollbehandlung: Da die Experimente bezüglich Lösungsmittel und Puffer in Neuro2a_1 durchgeführt wurden (s.o.), wurde 

hiermit bestätigt, dass auch Neuro2a_2 unter diesen Bedingungen verlässlich auf LPA reagieren und unter der Kontrollbehandlung 

stabil bleiben. Kontrollbehandlung: Krebs-Ringer´s Lösung  (mit MgCl2 und CaCl2) mit FAFBSA-Vehikel (Kontrolllösung 1). 

Gesamtneuritenlänge/Zelle: Summe der Längen aller Neuriten einer Zelle. Angegeben werden Einzelwerte sowie (mittels der 

Balken) Mittelwert und Standardabweichung. n=1, N=2 (insgesamt 12 Zellen). n: voneinander unabhängige Experimente an 

unterschiedlichen Messungstagen. N: Gesamtzahl an Messungen. Abbildung erstellt mit GraphPad PRISM. 

0 min 5 min 10 min 15 min 20 min 
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3.3.3 Der LPA-induzierte Kollaps in PRG2/PRG3-überexprimierenden Neuro2a-Zellen 

Nachdem ein Versuchsaufbau erarbeitet wurde, welcher valide Messungen der LPA-induzierten Neuritenretraktion in 

Neuro2a ermöglichte (s. 3.3.2), wurde die Neuritenretraktion in transfizierten, PRG-überexprimierenden Zellen 

untersucht. Da die Effekte der Überexpression von PRG1, -3 und -5 auf die LPA-induzierte Neuritenretraktion 

beschrieben sind, fokussierte ich mich in meinem Forschungsprojekt auf PRG2. Um der Bedeutung des C-Terminus 

für die Interaktion mit den durch LPA induzierten Signalwegen näher zu kommen, wurden drei verschiedene PRG2-

Konstrukte (in Analogie zu 3.2.6) inklusive einem mit C-terminaler Trunkierung verwendet (s. Abbildung 33). PRG3-

überexprimierende Zellen wurden als Vergleichsobjekte im Sinne einer Positivkontrolle verwendet. 

 

Abbildung 33: Die für die Lebendzellmikroskopie unter LPA-Bedingungen verwendeten Überexpressions-Konstrukte: 

CFPMem: in der Plasmamembran verankertes CFP-Konstrukt (Negativkontrolle). rPRG2-eGFP: C-terminal GFP-markiertes 

PRG2 Protein. eGFP-rPRG2: N-terminal GFP-markiertes PRG2-Protein. eGFP-rPRG2-ΔC: N-terminal GFP-markiertes, C-

terminal-trunkiertes PRG2-Protein. rPRG3-eGFP: C-terminal GFP-markiertes PRG3-Protein (Positivkontrolle). CFP: Cyan 

fluoreszierendes Protein. GFP: Grün fluoreszierendes Protein. Abbildung erstellt mit BioRender.com. 

 

Die Neuritenretraktion wurde zum einen durch die Messung der absoluten Längen der Neuriten (Gesamtneuritenlänge 

(µm): Summe der Längen aller Neuriten einer Zelle) und zum anderen durch die Berechnung der prozentualen Werte 

(Gesamtneuritenlänge (%): prozentualer Anteil der Neuritenlänge zum Zeitpunkt t2=x im Vergleich zum Zeitpunkt 

t2=0 (0 min LPA-Behandlung)) beschrieben (s. auch 2.2.1.2). 

3.3.3.1 Neuritenlänge zu Beginn der Behandlung 

Bereits zum Zeitpunkt t1= 0 min vor Beginn jeglicher Behandlung bestanden signifikante Unterschiede hinsichtlich 

der absoluten Neuritenlängen zwischen den mit den verschiedenen Plasmiden transfizierten Zellen (p=0,034 (*)) bei 

insgesamt hoher Streuweite (s. Abbildung 34). In der Post-hoc Analyse (mit Dunn- Bonferroni-Korrektur angepasste 

Signifikanzwerte für multiples Testen) waren die Unterschiede zwischen den einzelnen Plasmiden im Vergleich mit 

dem Kontrollplasmid CFPMem nicht signifikant. Wie beschrieben (s. 3.2.6), liegt vermutlich kein Unterschied in der 

Neuritenlänge, jedoch in der Neuritenanzahl vor (s.o.). 
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Abbildung 34: Gesamtneuritenlänge vor Beginn der Kontrollbehandlung: Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede 

hinsichtlich der absoluten Gesamtneuritenlänge zwischen den Plasmiden, jedoch fällt eine hohe Varianz auf und eine tendenziell 

erhöhte Anzahl von Zellen mit hohen Neuritenlängen bei den Plasmiden CFPMem (Kontrollplasmid), eGFP-rPRG2 und rPRG3-

eGFP. Angegeben sind die Standardabweichung und der Mittelwert. Links (alle Plasmide): Gesamtneuritenlängen aller 

gemessenen Zellen unabhängig vom Plasmid. n=10, N=243. Rechts: Gesamtneuritenlängen aufgeteilt nach Plasmid. n≥6, 

N(CFPMem)=61, N(rPRG2-eGFP)=35, N(eGFP-rPRG2)=43, N(eGFP-rPRG2-ΔC)=34, N(rPRG3-eGFP)=60. n: Anzahl 

unabhängige Experimente. N: Gesamtzahl gemessene Zellen (alle gemessenen Zellen aus allen 5µM und 10µM Experimenten). 

Abbildung erstellt mit GraphPad PRISM. 

 

3.3.3.2 Effekt von Kontroll- und LPA-Behandlung 

Des Weiteren stellte sich (in Anschluss an die Experimente mit untransfizierten Zellen (s. 3.3.2)) die Frage, ob durch 

die Kontrollbehandlung eine signifikante Reduktion der Neuritenlänge induziert wird sowie ob diese signifikant 

geringer ist als diejenige, welche durch LPA induziert wird. 

Tatsächlich erreicht die Neuritenretraktion induziert durch die Kontrollbehandlung (absolute Werte t1=0 versus t1=20) 

ein signifikantes Ausmaß (sowohl bei Zusammenfassen aller Plasmide (Kontrollbehandlung 10 µM: p<0,001; 

Kontrollbehandlung 5 µM: p<0,001) als auch für das Kontrollplasmid CFPMem alleine (s. Abbildung 35)). 

Die relative Neuritenretraktion induziert durch LPA (10/5 µM) zeigte jedoch wie erwartet ein signifikant höheres 

Ausmaß als diejenige induziert durch die Kontrollbehandlung (Gesamtneuritenlänge (%) nach entsprechender 

Kontrollbehandlung (t1=20) versus Gesamtneuritenlänge (%) nach LPA 5 µM (t2=20): p<0,001; Gesamtneuritenlänge 

(%) nach entsprechender Kontrollbehandlung versus Gesamtneuritenlänge (%) nach LPA 10 µM: p<0,001 (Wilcoxon-

Test)). Dies spiegelt sich ebenfalls in deutlich geringeren Effektstärken für die absolute Neuritenretraktion induziert 

durch die Kontrollbehandlung im Vergleich zu derjenigen induziert durch die LPA-Behandlung wider. Die 

Effektstärke der Kontrollbehandlung erwies sich mit r=0,697 (für Kontrollbehandlung zur 10 µM LPA-Behandlung) 

und r=0,319 (für Kontrollbehandlung zur 5 µM LPA-Behandlung) als deutlich geringer als diejenige für die LPA-

Behandlung (r=0,875 für 10 µM LPA-Behandlung und r=0,808 für 5 µM LPA-Behandlung). 

Den Erwartungen entsprechend ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Plasmiden 

bezüglich der Neuritenretraktion während der Kontrollbehandlung (Analyse ohne Ausschluss einzelner Zellen: 

Gesamtneuritenlänge 5 min (%): p= 0,983 (ns), Gesamtneuritenlänge 10 min (%): p= 0,394 (ns), Gesamtneuritenlänge 

15 min (%): p= 0,748 (ns), Gesamtneuritenlänge 20 min (%): p= 0,925 (ns)). 
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Abbildung 35: Entwicklung der Gesamtneuritenlänge während Kontroll- und LPA-Behandlung in CFPMem-transfizierten 

Zellen: A: Behandlung mit 10 µM LPA oder FAFBSA-Vehikel (Volumen wie LPA 10 µM, Kontrollbehandlung). B: Behandlung 

mit 5 µM LPA oder FAFBSA-Vehikel (Volumen wie LPA 5 µM, Kontrollbehandlung). Verwendeter Puffer: Krebs-Ringer´s Lösung  

mit Salzen. X-Achse: Angabe der Messzeitpunkte (T1/2=0-20 (s. 2.2.2.2)). Die Neuritenlänge wird während der 

Kontrollbehandlungen und LPA-Behandlungen signifikant reduziert. Als statistischer Test wurde der asymptomatische Wilcoxon-

Test (SPSS) durchgeführt (p-Werte: ns - p > 0.05, * - p < 0.05, ** - p < 0.01, *** - p < 0.001).  p-Werte: Neuritenretraktion 

während Kontrollbehandlung (zu 10 µM LPA): p<0,001 (***); Neuritenretraktion während Kontrollbehandlung (zu 5 µM LPA) 

p=0,049 (*)); Neuritenretraktion während LPA-Behandlung 10 µM: p<0,001 (***); Neuritenretraktion während LPA Behandlung 

5 µM: p<0,001 (***)). Hier wurden alle Werte der Zellen einbezogen, welche in der Kontrolle keinen Kollaps (definiert als 

Neuritenretraktion auf <20 % des Ausgangswertes) zeigten. Angegeben sind der Mittelwert und die Standardabweichung. 

FAFBSA: Fatty Acid Free Bovine Serum Albumine. n (10 µM) = 3, N (10 µM) = 23, n (5 µM) = 3, N (5 µM) = 38. n: Anzahl 

unabhängige Experimente. N: Gesamtzahl gemessene Zellen. Abbildung erstellt mit GraphPad PRISM. 

 

3.3.3.3 LPA-Behandlung 10 µM 

Bei der Verwendung einer hohen LPA-Konzentration von 10 μM konnte in Analogie zur Literatur eine Reduktion der 

Neuritenretraktion in rPRG3-eGFP überexprimierenden Zellen im Vergleich zu CFPMem festgestellt werden. 

Zusätzlich zeigte sich auch bei der Überexpression eines der PRG2-Konstrukte, nämlich des nicht trunkierten, N-

terminal GFP-markierten Konstruktes eGFP-rPRG2 eine im Vergleich zu CFPMem reduzierte Neuritenretraktion. 

Hinsichtlich der prozentualen (relativen) Neuritenlängen wurde zu Beginn der Messung (5 min: p=0,029) kein 

signifikanter Unterschied zwischen den Plasmiden festgestellt, ab dem Zeitpunkt 10 min LPA-Behandlung zeigten 

sich jedoch signifikant unterschiedliche Neuritenlängen zwischen den Plasmiden (10 min: p=0,003**; 15 min: 

p=0,002**; 20 min: p=0,005**). Mittels Dunn-Bonferroni-Post-hoc-Tests wurden ab dem Zeitpunkt 10 min/15 min 

nach Beginn der LPA-Behandlung signifikant höhere Neuritenlängen für eGFP-PRG3 und eGFP-PRG2 in Vergleich 

jeweils zum Kontrollplasmid CFPMem festgestellt (s. Abbildung 36 und Abbildung 37). Diese Ergebnisse spiegelten 

sich auch in der Analyse der absoluten Werte wider (s. ebd.). 
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Abbildung 36: Neuritenretraktion in PRG-überexprimierenden Neuro2a_2-Zellen durch LPA 10 µM: A: absolute Werte (in 

µm). B: relative Werte (in %, Gesamtneuritenlänge zum jeweiligen Zeitpunkt (t2=x) im Verhältnis zu der Länge am Beginn der 

LPA-Behandlung (t2=0)). Eine signifikante Reduktion der LPA-induzierten Neuritenretraktion zeigt sich für eGFP-PRG2 und für 

eGFP-PRG3. Bei nicht normalverteilten Daten wurde der Kruskall-Wallis-Test mit Dunn-Bonferroni-Korrektur für multiples 

Testen (SPSS) verwendet (p-Werte: ns - p > 0.05, * - p < 0.05, ** - p < 0.01, *** - p < 0.001). Für die Signifikanzniveaus und 

deskriptive Statistik s. Anhang. Angegeben sind der Mittelwert und die Standardabweichung. n=3, N(CFPMem)=23, N(rPRG2-

eGFP)=15, N(eGFP-rPRG2)=17, N(eGFP-rPRG2-ΔC)=16, N(rPRG3-eGFP)=26. Hier wurden alle Werte der Zellen einbezogen, 

welche in der Kontrolle keinen Kollaps (definiert als Neuritenretraktion auf <20 % des Ausgangswertes) zeigten. n: Anzahl 

unabhängige Experimente. N: Gesamtzahl gemessene Zellen. Abbildung erstellt mit GraphPad PRISM. 
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Abbildung 37: LPA 10 µM induzierter Kollaps in PRG-überexprimierenden Neuro2a_2-Zellen: A: CFPMem, B: rPRG2-eGFP 

C: eGFP-rPRG2, D: eGFP-rPRG2-ΔC, E: rPRG3-eGFP; Pfeile: Je dunkler der Rotton, desto stärker der Kollaps/die Retraktion. 

Für Quantifizierung s. Abbildung 36, Messbalken entspricht 30μm. 

 

3.3.3.4 LPA-Behandlung 5 µM 

Anschließend wurde das Experiment mit einer geringeren LPA-Konzentration von 5 µM wiederholt. Die Ergebnisse 

aus den Experimenten mit einer LPA-Konzentration von 10 µM konnten hier nicht repliziert werden. 

Stattdessen zeigte sich während der gesamten Behandlung tendenziell eine im Vergleich zu den PRG-

überexprimierenden Zellen erhöhte absolute Gesamtneuritenlänge von CFPMem-überexprimierenden Zellen. Diese 

Tendenz spiegelt sich in signifikanten Unterschieden zwischen den Plasmiden (ohne Anwendung von Dunn-

Bonferroni-Korrektur bei multiplem Testen) wider (0 min LPA: p=0,012(*); 5 min LPA: p=0,023(*); 10 min LPA: 

p=0,008(**)); 15 min LPA: p=0,019(*); 20 min LPA: p=0,013(*)). Im Post-hoc-Test (mit Dunn-Bonferroni-

Korrektur) sind diese Unterschiede jedoch nur im Vergleich von CFPMem zu eGFP-rPRG2-ΔC transfizierten 

Neuro2a-Zellen signifikant (s. Abbildung 38). 

0 min 5 min 10 min 15 min 20 min 

A 

B 
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C 

E 
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Auch hinsichtlich der relativen Neuritenlänge sind zu Beginn der LPA-Behandlung signifikante Unterschiede 

zwischen den Plasmiden vorhanden (Kruskall-Wallis-Test ohne Bonferroni-Korrektur: 5 min LPA: p=0,011(*); 10 

min LPA: p=0,049(*)). Diese Unterschiede reduzieren sich unter der Behandlung (15 min LPA: p=0,151(ns); 20 min 

LPA: p=0,141(ns)). In den Post-hoc-Tests (unter Dunn-Bonferroni-Korrektur für multiples Testen) sind jedoch keine 

signifikanten Unterschiede zwischen Kontrollplasmid und PRG-Plasmiden nachweisbar. 

Aufgrund der Hypothese, dass bei den CFPMem-transfizierten Zellen mehr Zellen mit ungewöhnlich hoher 

Neuritenlänge zu Beginn der Behandlung gemessen wurden und dadurch die Ergebnisse verändert worden sein 

könnten, wurde die Analyse bei Ausschluss aller Zellen, die zu Beginn der Analyse eine Neuritenlänge >50,00 µM 

oder <15,00 µM zeigten, wiederholt. Auch bei dieser Analyse konnten in den Post-hoc-Tests signifikante 

Unterschiede zwischen den Plasmiden hinsichtlich der relativen Neuritenlängen nicht festgestellt werden. 
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Abbildung 38: Neuritenretraktion in PRG-überexprimierenden Neuro2a_2-Zellen durch LPA 5 µM: A: absolute Werte (in µM). 

B: relative Werte (in %, Gesamtneuritenlänge zum jeweiligen Zeitpunkt (t2=x) im Verhältnis zu der Länge bei Beginn der LPA-

Behandlung (t2=0)). Es zeigt sich, dass die absolute Neuritenlänge in CFPMem-überexprimierenden Zellen signifikant höher ist 
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als in PRG-überexprimierenden Zellen. Diese Tendenz spiegelt sich auch in den prozentualen Werten bezüglich der durch LPA 5 

µM induzierten Neuritenretraktion wider, jedoch sind die Unterschiede hier nicht signifikant. Bei nicht normalverteilten Daten 

wurde hier der Kruskall-Wallis-Test mit Dunn-Bonferroni-Korrektur für multiples Testen (SPSS) verwendet (p-Werte: ns - p > 

0.05, * - p < 0.05, ** - p < 0.01, *** - p < 0.001). Für die Signifikanzniveaus und deskriptive Statistik s. Anhang. Angegeben sind 

der Mittelwert und die Standardabweichung. n≥3, N(CFPMem)=38, N(rPRG2-eGFP)=20, N(eGFP-rPRG2)=26, N(eGFP-

rPRG2-ΔC)=18, N(rPRG3-eGFP)=34. Hier wurden alle Werte der Zellen einbezogen, welche in der Kontrolle keinen Kollaps 

(definiert als Neuritenretraktion auf <20 % des Ausgangswertes) zeigten. n: Anzahl unabhängige Experimente. N: Gesamtzahl 

gemessene Zellen. Abbildung erstellt mit GraphPad PRISM. 
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4 Diskussion 

Im Folgenden sollen die im letzten Abschnitt erläuterten Ergebnisse (s. 3.1 bis 3.3) mit vorliegenden 

Forschungsergebnissen (s. 1.1 bis 1.5) verknüpft und eingeordnet werden sowie die Limitationen meiner Arbeit 

diskutiert werden. Anschließend wird ein auf der vorgestellten Literatur und den eigenen Ergebnissen basierendes 

Modell vorgestellt, wie PRG2 mutmaßlich den LPA-Metabolismus und die induzierten Signalwege beeinflusst. 

Anhand dessen sollen offene Fragen und damit zukünftig interessante Forschungsschwerpunkte abgesteckt werden. 

4.1 Einordnung der Ergebnisse 

4.1.1 Neuro2a unter Standardbedingungen (s. 3.1) 

Uneinheitlichkeit der Morphologie von Neuro2a-Zellen ist herausfordernd. 

In dieser Arbeit wurde mit HEK293T- und Neuro2a-Zellen gearbeitet. Während HEK293T durch eine einheitliche, 

gleichbleibende Morphologie und dauerhaft hohe Transfektionsraten (mit Ausnahme einer kurzzeitigen Verringerung 

vermutlich aufgrund der Mykoplasmenkontamination) geprägt waren, erwies sich die Kultivierung von Neuro2a-

Zellen als wesentlich anspruchsvoller. Neuro2a-Zellen wiesen eine uneinheitliche, instabile Morphologie auf: Zum 

einen lagen innerhalb einer Passage verschiedene Zelltypen vor, welche sich im Laufe der Zeit zudem veränderten. 

Zum anderen bestanden deutliche Unterschiede hinsichtlich Morphologie, Differenzierungsverhalten und 

Transfektionseffizienz zwischen den zwei verwendeten Neuro2a-Linien (s. Abschnitt 3.1.1). Diese Unterschiede sind 

unklarer Genese. Vermutlich spielen (epi)genetische Unterschiede, welche im Rahmen der vorhergehenden 

Kultivierung (beeinflusst durch Passagenanzahl und -häufigkeit, Medium etc.) entstanden sind, eine Rolle. 

Die für einen Großteil der Experimente verwendeten Neuro2a_2-Zellen zeigten eine ausgeprägte neuronale 

Differenzierungsneigung infolge 16-20 h Kultivierung in serumfreiem Medium. In der Literatur ist beschrieben, dass 

Neuro2a-Zellen infolge Kultivierung in serumreduziertem Medium eine moderate Verlängerung der Neuriten im 

Sinne einer neuronalen Differenzierung zeigen (173,203,204). Die Differenzierung, welche durch eine relativ kurze 

(<24 h), alleinige Serumdeprivation in Neuro2a hervorgerufen wird, ist im Vergleich zu derjenigen durch längere 

Serumdeprivation in Kombination mit verschiedenen Agenzien eher gering bis moderat ausgeprägt (172,173,203–

206). Für die Analyse der Neuritenretraktion ist eine mäßig ausgeprägte Differenzierung optimal, da bei längeren 

Neuriten die Messbarkeit durch deren Überschneidung eingeschränkt wäre. Die beschriebene Morphologie von durch 

Serumdeprivation differenzierten Zellen ist mit derjenigen in der Literatur gut vergleichbar (vgl. z.B. Abb. 8 in (173) 

sowie Abb. 1 in (203)). Unterschiede der Quantifizierung (z.B. Länge des längsten Neuriten, Anzahl 

Verzweigungspunkte, Prozent differenzierter Zellen (bei ungenauer Definition)) schränken jedoch die 

Vergleichbarkeit ein. Unterschiede zu den publizierten Arbeiten (wie z.B. die Angabe, dass nach 48 h 

Serumdeprivation nur <20 % der Zellen differenziert seien (205)) lassen sich vermutlich zum einen auf Unterschiede 

in Quantifizierung/Definition und zum anderen auf Unterschiede in Bezug auf die Zellen (z.B. Passagenanzahl) und 

die Kultivierungsbedingungen (z.B. genaue Zusammensetzung des verwendeten Mediums etc.) zurückführen. Es ist 

beschrieben, dass die Differenzierung durch alleinige Serumdeprivation ohne zusätzliche Agenzien wie Retinsäure 

eine gemischte Differenzierung (nicht rein dendritische oder axonale Eigenschaften) verursacht (204).  

4.1.2 Die Morphologie von PRG-überexprimierenden Zelllinien (s. 3.2) 

Prgs werden in Neuro2a zu einem geringen Niveau exprimiert (s. 3.2.1). 

Mittels qRT-PCR wurde nachgewiesen, dass für alle Prgs (mit nur minimalen mRNA-Mengen für Prg3) eine geringe 

basale (mRNA-)Expression mit der relativ höchsten Expression für Prg4 und -5 vorliegt. 
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Die Daten ähneln denen, welche von Iweka et al. (24) publiziert wurden, wobei dort nicht Referenzgene, sondern eine 

Standardkurve einer Plasmid-DNA bekannter Konzentration verwendet wurde, sodass die Ergebnisse nur bedingt 

vergleichbar sind. Äquivalent zu den o.g. Ergebnissen lag die Expression von Prg3 in dieser Arbeit unterhalb der 

Nachweisgrenze (24). Ebenso wie in der genannten Arbeit zeigte sich die höchste Expression für PRG4 (24). Eine 

(andauernd) hohe Expression von Prg4 ist auch für (murines) Gehirngewebe während der Entwicklung beschrieben, 

wobei die Bedeutung von PRG4 weiterhin unklar ist (33). 

Im Vergleich zu den publizierten Daten bezüglich der mRNA-Expression der PRGs im Gehirn (unabhängig vom 

Zeitpunkt) ist die Expression in den von mir verwendeten Neuro2a_1-Zellen deutlich geringer (33). Selbst zu sehr 

frühen embryonalen Zeitpunkten (E14) liegt die mRNA-Expression für alle PRGs (außer ähnlich für PRG5) im Gehirn 

(33) deutlich oberhalb des Niveaus in Neuro2a.  

Als Positivkontrolle für PRG3 wurde von mir murines Neocortexgewebe verwendet, worin eine PRG3-Expression 

nachgewiesen und damit ein komplettes Versagen der Sonde ausgeschlossen werden konnte. Die Expression lag 

jedoch unterhalb des Expressionslevels, welches für murines Neocortexgewebe publiziert ist (33). Woran dies liegt, 

ist unklar. Womöglich schwankt das Expressionslevel zwischen einzelnen Individuen oder methodische Unterschiede 

liegen diesen Ergebnissen zugrunde. Denkbar wäre auch, dass die cDNA aus der Datenbank während der Lagerung 

teilweise degradierte. 

Eine geringgradige basale Expression der PRGs ist Voraussetzung dafür, dass mittels Überexpression tatsächlich 

Veränderungen in der Zelle hervorgerufen werden können. Gleichzeitig setzt ein sinnvolles 

Überexpressionsexperiment voraus, dass eine gewisse basale Expression besteht, sodass die entsprechenden 

Signalwege bzw. die involvierten Proteine vorhanden und aktivierbar sind. Dies ist vermutlich trotz der kaum 

nachweisbaren (mRNA-)Expression auch für PRG3 gegeben, da davon ausgegangen werden kann, dass sich die 

Signalwege der verschiedenen PRGs überschneiden (s. 1.3.3). 

Da die qRT-PCR in undifferenzierten Neuro2a_1 durchgeführt wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, dass 

(differenzierte) Neuro2a_2-Zellen ein anderes Expressionsmuster aufweisen. Beispielsweise ist bekannt, dass P19-

Zellen, bei denen es sich um Abkömmlinge eines embryonalen Karzinoms handelt (207), infolge der Differenzierung 

mit Retinsäure eine erhöhte Expression von Prg3 aufweisen (22). 

Zudem wurde die PRG-Expression in der als Referenzzelllinie verwendeten HEK293T-Zellen nicht untersucht. 

Aufgrund des vermutlich nichtneuronalen Ursprungs dieser Zellen (s. 3.1.2) ist ein hohes Ausmaß einer Prg-

Expression als unwahrscheinlich anzusehen. 

Bei Überexpression werden alle PRGs außer PRG4 in HEK293T und undifferenzierten Neuro2a in der 

Plasmamembran exprimiert und haben teilweise Einfluss auf die Bildung von Filopodien (s. 3.2.2-3.2.5). 

Im ersten Teil meines Forschungsprojektes wurde untersucht, wo PRG2 im Vergleich zu anderen PRGs lokalisiert ist 

und ob eine Überexpression die Bildung von Filopodien/Neuriten/Protrusionen induziert. Der Einfluss auf die 

Filopodienbildung aller PRGs wurde in nichtneuronalen HEK293T-Zellen und undifferenzierten Neuro2a-Zellen  

beschrieben, jedoch nicht quantifiziert, sodass diesbezüglich nur Annahmen über Tendenzen getroffen werden 

können. Hingegen wurden die Neuriten und Protrusionen in differenzierten Neuro2a-Zellen unter PRG2/3-

Überexpression quantifiziert. 

Dass alle PRGs bis auf PRG4 in der Plasmamembran lokalisiert sind und an der Formation von Filopodien beteiligt 

sind, ist allgemein anerkannt (22,23,30,34,35,73,90,130,131). Die Lokalisation in der Plasmamembran muss 
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allerdings weiterhin als (wahrscheinliche, aber nicht gesicherte) Annahme gelten, denn es fehlen hochauflösende, 

direkte Vergleiche der Lokalisation von sicher membranständigen Proteinen mit den PRGs. Es kann somit nicht 

ausgeschlossen werden, dass (einzelne oder mehrere) PRGs nicht in die Plasmamembran integriert sind, sondern 

möglicherweise nah der Plasmamembran (z.B. in der Plasmamembran anliegenden Strukturen) lokalisiert sind.  

Während die Morphologie von PRG-überexprimierender HEK-Zellen mehrfach untersucht wurde (28,30,33–35), 

wurde die Morphologie von PRG-überexprimierenden Neuro2a-Zellen bisher nicht in der Literatur beschrieben. 

Allerdings finden sich Angaben zur Morphologie von PRG-überexprimierenden N1E-115-Zellen, einer anderen 

Neuroblastomzelllinie (22,23,28). 

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Morphologie von Neuro2a- (sowie HEK293T-) Zellen im Rahmen der 

Überexpression aller PRGs im Vergleich zueinander und zu der Überexpression eines in der Membran lokalisierten 

Kontrollplasmids (CFPMem) verglichen. Im Vergleich des Fluoreszenzverteilungsmusters und der Morphologie von 

CFPMem- und PRG-überexprimierenden Zellen lassen sich (indirekt) Rückschlüsse auf die Lokalisation sowie die 

Induktion von Filopodien ziehen. 

PRG1 scheint in der Plasmamembran lokalisiert zu sein und eine Überexpression ist tendenziell mit einer erhöhten 

Anzahl von Filopodien in HEK293T assoziiert. Dieses Ergebnis ist konsistent mit der Literatur, wo eine Lokalisation 

in der Plasmamembran (ebenfalls mit Verwendung eines membrangebundenem Kontrollplasmids (MEM-DsRed)) 

sowie eine Vermehrung der Filopodien (30) in PRG1-überexprimierenden HEK293T-Zellen beschrieben wurde. Die 

dort gezeigten Aufnahmen sind jedoch unzureichend, um eine Plasmamembranlokalisation sicher zu belegen, da 

Detailaufnahmen der Plasmamembran und Kolokalisationsstudien fehlen (vgl. ebd., Abbildung 1G). 

Bei den o.g. Experimenten wurde zunächst ein hPRG1-Konstrukt verwendet, welches nicht oder nur zu einem kleinen 

Anteil in die Plasmamembran eingebaut wird. Dem zugrunde liegt vermutlich eine Mutation im verwendeten Plasmid 

mit Einfluss auf die Aminosäuresequenz der zweiten extrazellulären Schleife (Austausch von Cystein an Stelle 222 

durch Tyrosin). Das normalerweise an dieser Stelle vorliegende Cystein ist in eine Disulfidbrücke integriert. Es ist 

anzunehmen, dass das entstehende Protein aufgrund dieser Mutation nicht richtig gefaltet werden kann, sodass das 

Protein intrazellulär (z.B. im endoplasmatischen Retikulum) akkumuliert anstatt in die Plasmamembran eingebaut zu 

werden. Eine Verwendung dieses Plasmids in zukünftigen Studien setzt eine zielgerichtete Mutagenese voraus. 

Anschließend sollte die Lokalisation mittels konfokaler Mikroskopie erneut überprüft werden. 

PRG2 scheint (im Vergleich zu CFPMem-überexprimierenden Zellen) ebenfalls in der Zellmembran und deren 

Ausstülpungen lokalisiert zu sein, wobei der Anteil an in der Plasmamembran gebundenem Protein im Vergleich zu 

CFPMem etwas geringer zu sein scheint. Die C-terminale Trunkierung von PRG2 reduzierte den Anteil von 

plasmamembrangebundenem PRG2 weiter. Die Morphologie von PRG2-überexprimierenden HEK-Zellen ist bisher 

nur unzureichend beschrieben (28). Für N1E-115 Zellen ist (bei Kotransfektion des membrangebundenen fGFP 

(farnesyliert)) beschrieben, dass PRG2 in der Plasmamembran sowie in Filopodien lokalisiert sei und eine 

Überexpression die Anzahl an Filopodien in diesen Zellen erhöhe (vgl. (28), Abbildung S4A-C). Es sind jedoch weder 

Nahaufnahmen mit Kolokalisationsstudien von Membranmarker und PRG2 gezeigt noch wird eine Quantifizierung 

der Filopodien vorgelegt (vgl. ebd.). Dass der Transport an die Plasmamembran durch eine C-terminale Trunkierung 

beeinträchtigt werden kann, ist für andere PRGs beschrieben (35). Es bleibt festzuhalten, dass im Vergleich zu 

CFPMem und PRG3/5 eine Lokalisation in der Plasmamembran für PRG2 weniger deutlich nachweisbar ist und es 

nicht auszuschließen ist, dass PRG2 in Strukturen unterhalb der Plasmamembran und nicht in der Membran selbst 

lokalisiert ist. Insbesondere bei der Betrachtung der mikroskopischen Aufnahmen von PRG2-überexprimierenden, 
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differenzierten Neuro2a (s.o., Abbildung 26) entsteht dieser Eindruck. Eine mikroskopisch  hochauflösende 

Darstellung von PRG2 sowie eines Markers der Plasmamembran könnten hier zu Klarheit verhelfen. 

Für PRG3 und -5 konnte im Vergleich zu CFPMem die Annahme einer Plasmamembranlokalisation weiter unterstützt 

werden. Eine Vermehrung der Filopodien war in HEK293T-Zellen zu erahnen und in Neuro2a-Zellen ohne 

Quantifizierung nicht nachweisbar. Dies ist konsistent mit der Literatur, in welcher für HEK293-Zellen eine 

Lokalisation in der Plasmamembran (u.a. mittels Färbung der membranständigen Na+-Ka+-ATPase) für PRG3 (34,35) 

beschrieben wurde. Allerdings sind in der Arbeit von Velmans et al. zum einen erneut keine Detailaufnahmen gezeigt, 

zum anderen sind die präsentierten Aufnahmen deshalb nur wenig überzeugend, weil die Färbung der Plasmamembran 

mittels des Ionenkanals weniger weit in die Peripherie der Zelle und der Fortsätze zu reichen scheint als die Färbung 

von PRG3 (vgl. (34), Abbildung 2D). Eine Erhöhung der Anzahl an Filopodien durch Überexpression von PRG3 und 

-5 ist sowohl in HEK293T-Zellen (u.a. im Vergleich zu PRG4 mit CFPMem-Kotransfektion als Membranmarker, 

aber nicht im direkten Vergleich mit CFPMem) (33–35) als auch in Neuroblastomzellen der Linie N1E-115 

beschrieben worden (23). Leider werden auch hier keine (Nah-)Aufnahmen der PRGs unter CFPMem-Kotransfektion 

gezeigt, um die Plasmamembranlokalisation sicher zu belegen (vgl. (33), Abbildung 4C). 

PRG4 zeigte sich in meinen Experimenten im Vergleich zu CFPMem intrazellulär lokalisiert (kein Nachweis in 

Filopodien). Dies entspricht den Erwartungen, da PRG4 als einziges nicht in der Membran verankertertes PRG gilt 

(33,35). Einmalig wurde für N1E-115 Zellen behauptet, dass eine PRG4-Überexpression einen bipolaren Phänotyp 

verursache (ohne Angabe einer Quantifizierung) (22). Dies konnte in meinem Projekt nicht repliziert werden. 

PRG2 und -3 erhöhen die Neuritenanzahl bei gleichbleibender Neuritenlänge in differenzierten Neuro2a-

Zellen. Während PRG3 in den Protrusionen lokalisiert ist und Auswirkungen auf deren Länge und Anzahl hat, 

ist PRG2 nur teilweise an deren Spitzen lokalisiert und hat keine Auswirkungen auf deren Länge und Anzahl 

(s. 3.2.6). 

In differenzierten Neuro2a_2-Zellen zeigen sich PRG2- und -3 ebenso wie CFPMem in den Neuriten lokalisiert. 

Allerdings unterscheidet sich die Lokalisation innerhalb der von den Neuriten ausgehenden Protrusionen. Während 

PRG3 entlang des gesamten Protrusionsschaftes nachweisbar ist, zeigte sich PRG2 nur an der Basis sowie teilweise 

an den Spitzen der Protrusionen lokalisiert. Das C-terminal-trunkierte Konstrukt war im Vergleich zum vollständigen 

Protein nur vereinzelt in den Protrusionsspitzen nachweisbar. 

Bei der Quantifizierung zeigte sich, dass PRG2- ebenso wie PRG3-überexprimierende Zellen eine erhöhte Anzahl an 

Neuriten bei gleichbleibender mittlerer Länge aufweisen. Die Überexpression der beiden Konstrukte, welche eine C-

terminale GFP-Markierung bzw. eine C-terminale Trunkierung aufwiesen, war nicht mit einer Vermehrung an 

Neuriten assoziiert. Davon ist vermutlich abzuleiten, dass der C-Terminus an intrazellulären Prozessen beteiligt ist, 

welche für die Auswirkungen auf die Neuriteninduktion essentiell sind. Mutmaßlich stört nicht nur die C-terminale 

Trunkierung, sondern auch die GFP-Markierung die Faltung des C-Terminus und/oder die Interaktion mit 

intrazellulären Partnern. In der Literatur ist beschrieben, dass der C-Terminus von PRG3 ebenfalls für die Induktion 

von Neuriten notwendig, jedoch (auch bei Insertion in die Membran) für die vollständig unbeeinträchtigte Funktion 

nicht ausreichend ist (22). Bemerkenswert ist, dass der Transport in die Plasmamembran des Protrusionsschaftes nicht 

eine Voraussetzung für die Funktion von PRG2 bei der Induktion von Neuriten zu sein scheint. 

Entsprechend der divergierenden Lokalisation innerhalb der Protrusionen unterscheidet sich auch die Auswirkung von 

PRG-Überexpression auf deren Anzahl und Länge. Während eine PRG3-Überexpression eine statistisch signifikante 
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Vermehrung der längeren Protrusionen (2-5 µm) und damit eine erhöhte mittlere Protrusionenlänge bewirkt, zeigt die 

Überexpression der drei PRG2-Konstrukte keine Auswirkungen auf die Protrusionenanzahl oder -länge.  

Die Ergebnisse für PRG3 stehen in Übereinstimmung mit der Literatur. So wird berichtet, dass PRG3 die 

Neuritenlänge und die Anzahl von deren Verzweigungen in Neuroblastomzellen der Linie N1E-115 (22) erhöhe. 

Bezüglich der Auswirkungen von PRG2 auf die Anzahl und Länge der Neuriten in Neuroblastomzelllinien sind bisher 

keine Ergebnisse publiziert. In PC-12 Zellen, einer vom Phäochromozytom abgeleiteten Zelllinie (208), wurde die 

Induktion von Neuriten durch Überexpression des strukturell mit PRG2 verwandten PRG1 beschrieben (130). Auch 

das Lokalisationsverhalten von PRG2 in von den Neuriten ausgehenden Protrusionen wurde bisher nicht untersucht. 

Das von mir beobachtete Muster von PRG2-Ansammlungen an den Enden von Protrusionen ist für von Filopodien 

ausgehende Protrusionen nicht beschrieben (vgl. (28), Abbildung S4C). Die Beobachtung, dass die Überexpression 

von PRG2 die Anzahl der von Neuriten ausgehenden Verzweigungen nur geringfügig (nicht signifikant im Vergleich 

zu GFP) und im Vergleich zu PRG3 wesentlich weniger erhöht (vgl. (22), Abbildung S1B und C), entspricht 

möglicherweise meinen Beobachtungen. Inwiefern die dort gemessenen Verzweigungen den von mir gemessenen 

Protrusionen entsprechen, lässt sich jedoch aufgrund einer Unschärfe der dort verwendeten Definitionen nur 

unzureichend klären (vgl. ebd.). 

Eine Limitation der durchgeführten immunzytochemischen Untersuchungen von Lokalisation und Morphologie sowie 

der Quantifizierungen ergibt sich daraus, dass die Lokalisation nur aus dem Vergleich (nicht identischer) CFPMem-

und PRG-transfizierter Zellen sowie mittels Überlagerung mit der Färbung des Aktinzytoskelettes ermittelt wurde (s. 

oben, 4.1.2). Bei nur punktueller Lokalisation von PRG2-Konstrukten in den Protrusionen und damit fehlender 

Markierung von deren Plasmamembran wurde möglicherweise auch die Länge der Protrusionen unterschätzt, da das 

Aktinzytoskelett nicht bis zum Ende der Protrusionen verfolgbar ist.  

4.1.3 Der LPA-induzierte Kollaps (s. 3.3) 

Im zweiten Teil meines Forschungsprojektes wurde untersucht, inwiefern PRG2 Auswirkungen auf die LPA-

induzierte Neuritenretraktion hat. Hierfür wurden Neuro2a-Zellen verwendet, weil für diese Zelllinie die 

Neuritenretraktion als Antwort auf LPA beschrieben wurde (24,69). 

Neuro2a exprimieren alle LPA-Rezeptoren bis auf LPA3 (s. 3.3.1). 

Die Untersuchung der mRNA-Expression der LPA-Rezeptoren diente der Erkenntnis, welche Signalwege durch die 

Aktivierung der entsprechenden Rezeptoren in Neuro2a induziert werden können. Mittels qRT-PCR wurde 

nachgewiesen, dass in Neuro2a fünf der sechs bekannten G-Protein-gekoppelten LPA-Rezeptoren (alle außer Lpar3) 

exprimiert werden. Es soll an dieser Stelle erwähnt werden, dass es weitere Rezeptoren für LPA gibt, die nicht erfasst 

wurden (17,209,210). 

Diese Ergebnisse stimmen im Wesentlichen mit den publizierten Daten überein (69,211). Entsprechend wurde durch 

Sun und Gotoh et al. in Neuro2a eine Expression der Rezeptoren Lpar1,2,4,5 und -6 bei tendenziell geringerer 

Expression für Lpar4 und -5 sowie fehlender Expression von Lpar3 nachgewiesen (69,211). Ein Unterschied ergibt 

sich daraus, dass die Lpar6-Expression in der Literatur als deutlich höher als die Lpar1-Expression angegeben wird, 

wobei sich dies in meinen Ergebnissen nicht widerspiegelt (211). 

Mit relativ hoher Expression von Lpar1,2 und -6 und geringerer Expression von Lpar4 ähnelt das Expressionsmuster 

demjenigen in Hippocampus und Neocortex während embryonaler Stadien (168). Das Expressionslevel von Lpar3, 

aber auch Lpar5 liegt nach Suckau et al. während der embryonalen Entwicklung im Mausgehirn unterhalb der 
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Nachweisgrenze (qRT-PCR E16 bis P30 (168)). Für Lpar3 wurde jedoch an anderer Stelle eine RNA-Expression 

insbesondere in späten embryonalen und frühen postnatalen Stadien im Gehirn (Northern Blot) nachgewiesen (202). 

Die LPA-Rezeptoren 1-3 sind für den LPA-induzierten Kollaps von Wachstumskegeln mutmaßlich von 

untergeordneter Bedeutung (71). Im Gegenteil scheint insbesondere LPA-Rezeptor 3 (in Neuro2a nicht exprimiert) 

an der Verzweigung der Neuriten beteiligt zu sein (63). Durch den Nachweis einer Expression aller LPA-Rezeptoren 

außer LPA3 in Neuro2a ist sichergestellt, dass zahlreiche LPA-induzierte Signalwege in Neuro2a induziert werden 

können – einschließlich solcher, welche Neuritenretraktion induzieren. Eine Differenzierung des Effektes der 

verschiedenen Rezeptoren ist unter diesen Umständen jedoch nicht möglich. 

An dieser Stelle soll zudem auf Limitationen der Ergebnisse der qRT-PCR hingewiesen werden. Zum einen wurde 

die Testung bei undifferenzierten Neuro2a_1-Zellen durchgeführt, eine Veränderung im Rahmen der Differenzierung 

und Unterschiede zu Neuro2a_2 können nicht ausgeschlossen werden. Auch ist eine Veränderung der Lpar-

Expression induziert durch PRG-Überexpression denkbar und wurde in meinen Untersuchungen nicht adressiert. 

Auch ist der Nachweis von mRNA-Expression nicht gleichzusetzen mit der tatsächlichen Proteinexpression. 

Die Wahl von Lösungsmittel und Puffer ist entscheidend für die valide Untersuchung von LPA-induzierter 

Neuritenretraktion (s. 3.3.2). 

Unerwarteterweise zeigte sich während meiner Experimente, dass die Wahl des LPA-Lösungsmittels und des Puffers 

von entscheidender Bedeutung ist. Bei Verwendung eines wässrigen Lösungsmittels und Puffers (Krebs-Ringer´s 

Lösung ) ohne Magnesium- und Calciumionen wird ein Zellkollaps von Neuro2a ohne Hinzugabe von LPA induziert. 

Bivalente Ionen wie Mg2+ und Ca2+ sind wichtige Signalmoleküle und in zahlreiche zelluläre Prozesse involviert 

(212,213), weswegen eine eindeutige Zuordnung der Ursache dieser Beobachtung ohne Weiteres nicht möglich ist. 

U.a. sind diese Kationen von Bedeutung für die Wirkweise bestimmter Membranadhäsionsmoleküle (214–216). Es 

ist beschrieben, dass das Auswachsen von Wachstumskegeln von kultivierten Hinterstrangganglienzellen in Medium 

ohne Calcium reduziert ist, wobei hier keine Retraktion beschrieben wurde (217). Es ist denkbar, dass eine verringerte 

Zelladhäsion mit einer Destabilisierung der Neuriten und einer Retraktion einhergeht. 

Auch die Verwendung von DMEM als Puffersystem während der Behandlung war mit einer hohen Rate an 

kollabierenden Zellen vergesellschaftet. Dies könnte damit zusammenhängen, dass es sich bei DMEM um ein durch 

Bikarbonat gepuffertes Medium handelt, welches nur unter stabilen CO2-Bedingungen (von mind. 5 % CO2) einen 

stabilen pH-Wert hat (218). Dies konnte in der verwendeten Inkubationskammer mangels CO2-Anschluss nicht 

ermöglicht werden, sodass die Zellen einem instabilen pH-Wert ausgesetzt waren. 

Die Verwendung von (Fettsäure-freiem) Albumin ermöglichte die Verwendung eines Puffers mit Magnesium- und 

Calciumionen. Auf diese Weise wurde schließlich ein Versuchsaufbau etabliert, mit welchem die Untersuchung einer 

LPA-induzierten Neuritenretraktion möglich wurde. Es soll darauf hingewiesen werden, dass Albumin die Wirkung 

von LPA modulieren kann (52). Albumin hemmt dabei insbesondere die Wirkung von LPA an LPA-Rezeptor 3 (vgl. 

ebd.), welcher in Neuro2a nicht exprimiert ist (s.o.). Mit der Verwendung von mittels Albumin gelösten LPA reihen 

sich meine Untersuchungen in vorige LPA-Experimente mit PRG-überexprimierenden Zellen ein (10,24). In zwei 

Untersuchungen mit PRG-überexprimierenden Zellen unter LPA-Bedingungen von Broggini et al. (22,23) wurde das 

LPA-Lösungsmittel nicht angegeben. 
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Neuro2a zeigen eine ausgeprägte Neuritenretraktion als Reaktion auf LPA 10 µM (s. 3.3.3). 

Nach Etablierung dieses Versuchsaufbaus konnte in Analogie zu publizierten Ergebnissen (24,69) in meinen 

Experimenten gezeigt werden, dass LPA bei Konzentrationen von 5 und 10 µM eine signifikante Neuritenretraktion 

in Neuro2a auslöst. In Übereinstimmung zu publizierten Daten kommt es innerhalb von 20 min nicht zu einer 

vollständigen Zellrundung, sondern nur zu einer Neuritenretraktion eines Anteils der Zellen (vgl. (69)). Die 

beobachtete Reaktion ähnelt dem Retraktionsverhalten von DIV12-Neuronen, wie sie als Reaktion auf 0,5 µM LPA 

beschrieben wurden (68). 

Allerdings kam es trotz Optimierung des Puffers und des Lösungsmittels auch ohne Behandlung mit LPA zu einer im 

Vergleich zu der LPA-induzierten Retraktion zwar geringeren, jedoch weiterhin signifikanten Reduktion der 

Neuritenlänge innerhalb von einem Beobachtungszeitraum von 20 min Kontrollbehandlung. Dabei handelt es sich 

vermutlich um eine unspezifische Stressreaktion der Zellen. Vor und während der Behandlung sind die Zellen 

mehreren, in diesem Versuchsaufbau nicht veränderbaren Stressoren ausgesetzt (vgl. 2.2.1.2). Diese beinhalten einen 

Umgebungswechsel mit Temperaturschwankungen (mehrere (ca. 10) Minuten bei Raumtemperatur, anschließend bei 

ca. 37 °C in der Inkubationskammer), die kurzzeitige Trockenlegung der Zellen (Einbau des Deckplättchens in die 

Zellkammer bis zum Anschluss der Schläuche), eine veränderte extrazelluläre Umgebung durch den Wechsel des 

Mediums (zuvor DMEM, anschließend Krebs-Ringer´s Lösung ) sowie die ständige Aussetzung der Zellen gegenüber 

dem Strom des fließenden Puffers. Als Reaktion auf diese Beobachtung wurden für die Analyse der LPA-induzierten 

Neuritenretraktion die Zellen, welche mit einem Kollaps (definiert als Reduktion der Neuritenlänge auf <20 % der 

ursprünglichen Länge) auf die Kontrollbehandlung reagierten, von den weiteren Analysen (der LPA-induzierten 

Retraktion) ausgeschlossen.  

Die Überexpression von PRG3 und -2 scheint in Neuro2a die Neuritenretraktion durch LPA 10 µM relevant 

zu reduzieren, jedoch lässt sich dieses Ergebnis bei einer Konzentration von 5 µM nicht replizieren (s. 3.3.3). 

Bei dem Vergleich verschiedener PRG-überexprimierender Zellen mit CFPMem-überexprimierenden Kontrollzellen 

bei einer LPA-Konzentration von 10 µM konnte gezeigt werden, dass PRG3 analog zur Literatur (22,24) die 

Neuritenretraktion von Neuro2a signifikant reduziert. Ebenso konnte erstmals gezeigt werden, dass die 

Überexpression eines N-terminal GFP-markierten PRG2-Plasmids ebenfalls wirkungsvoll die durch 10 µM LPA 

induzierte Neuritenretraktion reduziert. 

Hingegen waren das C-terminal GFP-markierte und das N-terminal GFP markierte, aber C-terminal-trunkierte Protein 

nicht in der Lage, die Neuritenretraktion zu modulieren. Der C-Terminus scheint somit für die Modulation von 

Signalwegen im Rahmen der LPA-induzierten Neuritenretraktion eine wichtige Rolle zu spielen. Auch für PRG5 

wurde beschrieben, dass der C-Terminus entscheidend für die Modulation der LPA-induzierten Neuritenretraktion ist 

(23). Für PRG1 und -4 sind keine Daten zur Modulation LPA-induzierter Neuritenretraktion publiziert. 

In Zusammenschau mit der Beobachtung, dass PRG2-überexprimierende, differenzierte Neuro2a-Zellen eine erhöhte 

Anzahl an Neuriten aufweisen (s.o.), ist vorstellbar, dass die durch PRG-Überexpression zusätzlich gebildeten 

Ausläufer stabiler gegenüber LPA-Effekten sind, z.B. aufgrund einer erhöhten Adhäsion (s.u.). Interessanterweise ist 

auch für die Effekte von PRG2 bei der Induktion von Neuriten der C-Terminus von Bedeutung (s.o.). 

Bei einer Exposition mit LPA in einer Konzentration von 5 µM konnten diese Ergebnisse jedoch nicht repliziert 

werden. Da für PRG3 die Reduktion des Neuritenkollaps bei einer LPA-Konzentration von 0,5 µM beschrieben ist 

(22), lässt sich dieses Ergebnis nur unzureichend mit bisherigen Forschungsergebnissen und den daraus resultierenden 

Hypothesen in Einklang bringen. 
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Es ist anzunehmen, dass es sich bei den Ergebnissen im Rahmen der 5 µM LPA-Behandlung nicht um einen 

tatsächlichen biologischen Effekt handelt, sondern um das Resultat technischer Probleme. Insbesondere fällt auf, dass 

zu Beginn der Messung CFPMem-überexprimierende Kontrollzellen im Vergleich zu den PRG-transfizierten Zellen 

eine erhöhte Gesamtneuritenlänge aufwiesen. Erhöhte Werte für die absolute und auch relative Neuritenlänge finden 

sich anschließend durchgehend, sodass für alle PRGs keine reduzierte Neuritenretraktion nachweisbar wurde. In der 

Betrachtung der Werte der PRGs untereinander finden sich analog zu den Werten im Rahmen der 10 µM Behandlung 

die jeweils höchsten Werte (und damit die geringste Neuritenretraktion) für das PRG3- und das N-terminal GFP-

markierte PRG2 Konstrukt. 

Es stellt sich die Frage, weshalb CFPMem-transfizierten Zellen erhöhte absolute und relative Messwerte aufwiesen. 

Möglicherweise ist ursächlich, dass sich CFPMem als Kontrollplasmid dadurch auszeichnet, dass eine Überexpression 

die Zellen weniger beeinflusst/stresst, da es soweit bekannt keine intrazellulären Signalwege verändert und die 

Integrität der Plasmamembran durch seine geringere Größe weniger stört. Weniger „gestresste“, intakte Neuro2a-

Zellen haben längere Neuriten und sind womöglich auch stabiler gegenüber äußeren Stressoren wie LPA. Zudem ist 

denkbar, dass möglicherweise die deutlich bessere Transfektionseffizienz für CFPMem im Vergleich zu den Prg-

Plasmiden Auswirkungen auf die Auswahl der gemessenen Zellen gehabt hat. Da stets nach einem Ausschnitt 

mehrerer morphologisch gesunder, neuritentragender Zellen gesucht wurde, war bei CFPMem-transfizierten Zellen 

die Chance/das Risiko erhöht, dass ein Ausschnitt mit besonders gesunden Zellen mit besonders langen Neuriten 

gefunden wurde, was zu einer Verzerrung der Analyse beigetragen haben könnte. In der Annahme, dass Zellen mit 

längeren Neuriten im Allgemeinen eine reduzierte Neuritenretraktion zeigen, wurde analysiert, ob sich signifikante 

Unterschiede zwischen den Plasmiden ergeben, wenn alle „Ausreißer“ mit einer Neuritenlänge >50,00 µm oder 

<15,00 µm von der Analyse ausgeschlossen werden (Daten nicht gezeigt). Auch nach dieser Adjustierung war jedoch 

kein signifikanter Effekt von PRG3 und -2 nachweisbar. 

Zudem fällt bei Vergleich der Ergebnisse der Experimente mit 10 und 5 µM auf, dass die Gesamtneuritenlänge zu 

Beginn der Messung für alle Plasmide geringer ist als zu Beginn der Behandlung mit LPA 10 µM (s. 3.3.3, Abbildung 

36 und Abbildung 38). Mögliche Ursachen ergeben sich dadurch, dass zwischenzeitlich neue Zellen aufgetaut wurden 

und somit die Messungen mit 5 µM teilweise mit Zellen einer jüngeren Passage durchgeführt wurden, die eventuell 

geringfügig andere Eigenschaften besaßen. U.a. schienen diese jüngeren Neuro2a_2-Zellen eine etwas höhere 

Proliferationsrate zu besitzen, was bei gleichbleibender ausgesäter Zellzahl eine höhere Konfluenz und damit 

erschwerte Messbedingungen einbrachte. 

Um auszuschließen, dass das LPA während der Lagerung bei -20 °C degradiert sein könnte (Messungen 10 µM 

Experimente Oktober/November 2022, 5 µM Experimente Dezember/Januar 2022/23) und somit möglicherweise 

nicht mehr LPA-Effekte, sondern z.B. die Effekte eventueller Abbauprodukte gemessen wurden, wurde einmalig 

frisch gelöstes LPA und die (für ansonsten alle in Abschnitt 3.3.3 genannten Experimente verwendete) alte LPA-

Charge bei einer Konzentration von 5 µM in CFPMem-transfizierten Neuro2a_2 getestet (Daten hier nicht gezeigt). 

Die durch das alte LPA-Lot induzierte Neuritenretraktion zeigte sich nicht geringer ausgeprägt als der Kollaps durch 

das frisch gelöste, neue LPA-Lot. Die Lagerung bei -20 °C scheint somit keine wesentliche Degradation bewirkt zu 

haben. 

Zuletzt ist auf einige spezifische Gegebenheiten einzugehen, welche die Aussagekraft der vorgestellten Ergebnisse 

bezüglich der LPA-induzierten Neuritenretraktion einschränken. Der während meines Forschungsprojektes 

verwendete Versuchsaufbau (s. 2.2.2.2) hat (im Vergleich zu einem direkten Hinzupipettieren einer LPA-Lösung zu 
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dem Medium der Zellen in ihren Kultivierungsgefäßen) den Vorteil, dass die Zellen während der Behandlung die 

gesamte Zeit mit derselben Menge LPA in Kontakt kommen und so einer Verfälschung durch einen eventuellen Abbau 

der LPA durch LPPs etc. entgegengewirkt wird. Der Abbau von LPA könnte ansonsten zu einer reduzierten LPA-

Konzentration und damit einem verringertem LPA-Effekt oder zu einer Akkumulation von Abbauprodukten, die 

wiederum eigene zelluläre Reaktionen bedingen könnten, führen. 

Allerdings hat der verwendete Versuchsaufbau auch Nachteile. U.a. kann die Startzeit der LPA-Behandlung nur 

ungenau angegeben werden (Grauzone während der Vermischung der Trägerlösung und der LPA-haltigen Lösung). 

Des Weiteren sollte darauf hingewiesen werden, dass aufgrund der Verwendung von Plastikschläuchen während der 

Behandlung das Risiko besteht, dass die Konzentration von LPA, welche die Zellen erreichte, geringer war als 

diejenige, welche zu Beginn angesetzt wurde. Zudem ist die Vergleichbarkeit mit vorhergehenden Experimenten 

eingeschränkt, da diese keine kontinuierliche Behandlung durchführten. Da die die Zellen tragenden Deckgläschen 

mit Vaseline, einer fetthaltigen Creme, in der Versuchskammer befestigt wurden, muss zudem die Möglichkeit in 

Betracht gezogen werden, dass Inhaltsstoffe Einfluss auf die Zellen genommen haben. Dieser Effekt gilt jedoch für 

den gesamten Versuchsaufbau und hat somit mutmaßlich nicht zu gerichteten Fehlern beigetragen. Außerdem soll 

erwähnt werden, dass in meinem Versuchsaufbau die Kontrollbehandlung systematisch immer vor der LPA-

Behandlung durchgeführt wurde. Die Zellen waren somit während der Kontrollbehandlung weniger Stressoren 

ausgesetzt als während der LPA-Behandlung (nur ein Mediumwechsel, kürzere Zeit in neuer Umgebung). Aufgrund 

der somit ungleichen Bedingungen kann ein Vergleich des Retraktionsverhaltens unter LPA- und 

Kontrollbedingungen nur eingeschränkt verwertet werden. 

Da die Messung der Neuritenlänge bei dem gewählten Versuchsaufbau per Hand durchgeführt wurde, soll zudem an 

dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass diese Messungen ohne Verblindung nur von eingeschränkter 

Aussagekraft sind. Mehrere methodische Gegebenheiten erschwerten die Messungen. Zu diesen Schwierigkeiten zählt 

eine nicht optimale Auflösung der Neuriten, welche sich während der Messung u.a. in der Z-Ebene (nach oben und 

unten) bewegten und damit aus dem Fokus gelangen konnten. Auch ist die Auflösung des von uns verwendeten, für 

Calciummessungen optimierten Mikroskops (und Objektivs, welches nicht für Phase-Kontrast Aufnahmen 

vorgesehen ist,) limitiert. Detailaufnahmen der Neuriten, der davon ausgehenden Protrusionen und der 

Wachstumskegel waren somit nicht möglich. Außerdem variieren die Neuriten von Neuro2a teilweise stark in 

Durchmesser und Morphologie, sodass die Abschätzung der tatsächlichen Länge der Neuriten erschwert und die 

Vergleichbarkeit von verschiedenen Formen von Neuriten in Frage zu stellen ist. Infolge der Retraktion verblieben 

zudem häufig (ähnlich der Beschreibung der Retraktion von DIV12-Neuronen (68)) dünne Neuritenreste, deren 

Messung aufgrund des geringen Durchmessers erschwert war. Zudem ist dieser dünne Neuritenrest möglicherweise 

zwar noch relativ lang, jedoch hinsichtlich des Durchmessers kollabiert, was mit Messung der Länge nicht erfasst 

wurde, sodass die Retraktion teilweise möglicherweise unterschätzt wurde. Alles in allem scheinen diese Probleme 

insbesondere zufällige Fehler zu bedingen und sind somit womöglich Teilursache der beobachteten hohen Varianz. 

Unterschiede zwischen den Plasmiden sind hierdurch eher nicht zu erklären, wobei nicht auszuschließen ist, dass auch 

zufällige Fehler bei einer insgesamt eher geringen Stichprobengröße einen gerichteten Einfluss auf die Ergebnisse 

genommen haben könnten. Die fehlende Verblindung könnte auch zu gerichteten Fehlern beigetragen haben. 

Im Vergleich zu den Messwerten der Neuritenlänge, welche in gefärbten, differenzierten Neuro2a_2 (s. 3.2.6) erhoben 

wurden, ergeben sich deutliche Unterschiede zu denjenigen, welche vor Beginn der Behandlung von lebenden 

differenzierten Neuro2a_2 im Rahmen der LPA-Experimente erhoben wurden (s. 3.3.3.1). Um dies einzuordnen, muss 

darauf hingewiesen werden, dass die Messung der Neuritenlänge während der Lebendzellmikroskopie nicht als 
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tatsächlich repräsentativ für die einzelne Zelle/das Plasmid eingeschätzt werden sollte, da bei der Auswahl der 

gemessenen Neuriten vor allem darauf geachtet wurde, dass der Neurit in seiner Gänze beurteilbar ist, also nicht durch 

andere Zellen überlagert, und somit ein Teil der Neuriten nicht in die Messungen mit einbezogen wurde. Eine 

geringgradig höhere Konfluenz der Zellen in der betrachteten Region konnte somit dazu führen, dass mehr 

Überlagerungen zwischen den Zellen/Neuriten vorlagen und eine geringere Neuritenlänge pro Zelle gemessen wurde. 

Die Neuritenlänge ist bei diesem Verfahren somit nicht repräsentativ für die Beurteilung von absoluten Unterschieden 

zwischen den Plasmiden zu einem bestimmten Zeitpunkt, sondern nur repräsentativ für die prozentuale Reduktion der 

Neuritenlänge über die Zeit. Die zusätzliche immunzytochemische Untersuchung ermöglichte eine repräsentative 

Erhebung der Anzahl und Länge von Neuriten in ihrem gesamten Ausmaß sowie auch der von diesen ausgehenden 

kurzen und dünnen Protrusionen. 

Trotz der Verwendung standardisierter Werte (Neuritenlänge in %) kann nicht ausgeschlossen werden, dass 

Unterschiede der absoluten Werte zu Beginn der Messung auch gewisse Unterschiede in der prozentualen Reduktion 

bedingen. Wenn sich beispielsweise ein zu Beginn kurzer Neurit (Bsp. 5 µm) etwas verkürzt (Bsp. -2 µm), so ist eine 

absolut (in µM) geringe Verkürzung prozentual eine recht starke Verkürzung (Bsp. auf 3/5=60 %). Die absolut selbe 

Verkürzung (Bsp. 2 µm) eines längeren Neuriten (Bsp. 20 µm) entspricht im Vergleich einer geringeren relativen 

Verkürzung (Bsp. auf 18/20=90 %). Wenn gegen Ende der Messung nur ein kurzer Neuritenstumpf bleibt (Bsp. 2 

µm), so wird dies bei einem zu Beginn kurzem Neuriten einen prozentual höheren Wert (Bsp. 2/5=40%, scheinbar 

geringere Retraktion) ergeben als bei einem zu Beginn langen Neuriten (Bsp. 2/20=10 %). Diese Überlegungen 

bedingen ein gewisses Risiko dafür, dass die Retraktion von zu Beginn längeren Neuriten zu Beginn der Messung 

überschätzt und gegen Ende unterschätzt wird (umgekehrt für zu Beginn kurze Neuriten). 

Letztendlich konnte mit dem Nachweis der Modulation der LPA-induzierten Neuritenretraktion bei einer 

Konzentration von 10 µM durch LPA ein weiterer Hinweis zugunsten der Hypothese erbracht werden, dass PRG2 

LPA-induzierte Signalwege beeinflusst (s.u.). Insbesondere aufgrund der eingeschränkten Replizierbarkeit der Daten 

bei einer Konzentration von 5 µM sind jedoch auch die Ergebnisse bei 10 µM allgemein kritisch zu hinterfragen und 

sollten unabhängig wiederholt werden. 

4.2 Die Modulation LPA-induzierter Signalwege durch PRG2 

Im Folgenden werden vorbestehende Erkenntnisse zu der Modulation LPA-induzierter Signalwege durch PRGs mit 

den vorgestellten Ergebnissen verknüpft und hieraus ein Modell entwickelt, wie PRG2 in den LPA-Metabolismus 

bzw. die durch LPA induzierten Signalwege eingreift. Mithilfe dieses Modells werden Hypothesen generiert, anhand 

welcher zukünftige Forschungsfragen abgeleitet werden können. 

Die dargestellten Ergebnisse sind vor allem in folgender Hinsicht hochinteressant: Bisher wurde vermutet, dass PRG2 

im Gegensatz zu den anderen PRGs den LPA-Effekt verstärkt/vermittelt anstatt ihn zu verringern (25,159). Dies 

scheint nicht generell der Fall zu sein. Auch wenn beschrieben ist, dass PRG2 die LPA-induzierte 

Wachstumskegelwendung vermittelt (20), scheint PRG2 gleichzeitig die LPA-induzierte Neuritenretraktion zu 

verringern (s.o., insb. Abschnitt 3.3.3.e). Die genannten Ergebnisse deuten darauf hin, dass PRG2 kein alleiniger 

Hemmer oder Aktivator LPA-induzierter Prozesse ist, sondern vielmehr ein Modulator. Im Rahmen dieser Modulation 

greift PRG2 mutmaßlich auf mehreren Ebenen in LPA-induzierte Signalwege ein. Da die beschriebene 

Wachstumskegelwendung bei sehr niedrigen Konzentrationen (nM) (20), die Untersuchungen der Neuritenretraktion 

jedoch unter (pathologisch) hohen Konzentrationen (µM) durchgeführt wurden, ist vorstellbar, dass die Modulation 
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konzentrationsabhängig ist. Die Details der Modulation via Interaktion mit Proteinen und Lipiden ist bisher nur in 

Bruchteilen verstanden. Im Folgenden sollen vielversprechende Theorien zu einem Modell zusammengefasst werden. 

Modulation verschiedener intrazellulärer Signalwege durch PRG2 

Es ist anzunehmen, dass PRG2 in mehrere durch LPA induzierte Signalwege eingreift und dabei diejenigen fördert, 

welche Filopodienformation, Adhäsion und Wachstumskegelwendung induzieren, und jene, welche 

Neuritenretraktion initiieren, hemmt (s. 3.3.3, Abbildung 39). Womöglich werden die einzelnen Signalwege abhängig 

von der LPA-Konzentrationen bei variierender LPA-Sensitivität der LPA-Rezeptoren in verschiedenem Ausmaß 

aktiviert. Unter Umständen wird der Neuritenretraktion induzierende RhoA-ROCK-Signalweg erst bei höheren 

Konzentrationen aktiviert als der die Wachstumskegelwendung induzierende Ras-MAPK-Signalweg. So ist bekannt, 

dass die LPA-Rezeptoren unterschiedlich sensitiv auf verschiedene Formen von LPA (51) und unterschiedlich auf 

LPA reagieren, je nachdem ob es an Albumin gebunden ist oder nicht (52). 

Es kann vermutet werden, dass PRG2 analog zu PRG3 und -5 via Inhibition des RhoA-ROCK Signalweges (22–24) 

die LPA-induzierte Neuritenretraktion verringert. Insbesondere zwei Interaktionen mit dem RhoA-ROCK Signalweg 

sind als wahrscheinlich zu erachten. Zum einen ist beschrieben, dass PRG3 an RhoGDI1 bindet und dadurch die 

Aktivierung von RhoA hemmt/verzögert (24). Da beschrieben ist, dass PRG3 mit anderen PRGs einschließlich PRG2 

Heteromultimere bildet (37), ist denkbar, dass PRG2 indirekt (im Rahmen des Multimers) oder auch ebenfalls direkt 

die Wirkung von RhoGDI1 verstärkt. Die Tatsache, dass die alleinige Überexpression von PRG2 die 

Neuritenretraktion reduziert (s.o.), spricht dafür, dass eine indirekte Wirkung auf RhoA über den Heteromultimer mit 

PRG3 zumindest nicht die einzige Wirkweise von PRG2 ist. Die zweite als wahrscheinlich anzusehene Interaktion 

mit dem RhoA-ROCK-Signalweg ist weiter abwärts des Signalweges im Bereich des intrazellulären 

Lipidmetabolismus anzusiedeln. Es ist beschrieben, dass PRG2 die Phosphatase PTEN hemmt (28). Durch Hemmung 

von PTEN erhöht sich der Anteil von PIP3 und es reduziert sich der Anteil von (Plasma-Membran-gebundenem) PIP2. 

Eventuell besteht eine Analogie zu der PIP2-Translokation, welche für PRG3 beschrieben wurde (22). Die Reduktion 

von PIP2 an der Plasmamembran steht der Wirkung eines der Haupteffektoren von ROCK, der PIP5K (s. 1.3.3, 

Abbildung 6), welche PIP2 bildet, entgegen. 

Ursächlich für die Modulation der LPA-induzierten Wachstumskegelwendung hingegen ist, wie beschrieben, eine 

Interaktion von PRG2 mit dem ERM-Protein Radixin (20) – vermutlich im Rahmen des Ras-Signalweges. Über eine 

direkte Interaktion von PRG2 mit Radixin wird die Phosphorylierung erhöht und es kommt zur asymmetrischen 

Akkumulation mit Wachstumskegelwendung (20). Für PRG3 ist beschrieben, dass es den Ras-Signalweg mittels 

Interaktion mit RasGRF fördert (22). Für PRG2 ist ebenfalls eine (in)direkte Wirkung denkbar. Zudem hat auch die 

Inhibierung von PTEN Einfluss auf die Aktivierung des Ras-Signalweges. Denn für die Aktivierung von Ras ist die 

Kooperation verschiedener Proteine an der Plasmamembran notwendig, wobei PIP3, welches infolge PTEN-

Inhibierung vermehrt gebildet wird, als Ankermolekül essentiell ist (86,87). 

Mittels PTEN-Inhibierung wird zudem der PI3K-Signalweg gefördert, wobei allerdings einer der abgeleiteten 

Signalwege, nämlich der Rac1-Signalweg, durch PRG3 erneut durch Interaktion mit RhoGDI (und somit womöglich 

auch (in)direkt durch PRG2) gehemmt wird (24). Gefördert wird durch eine PTEN-Inhibierung vermutlich auch der 

Akt-Signalweg (s. 1.3.3, Abbildung 7). Es ist bekannt, dass Akt das insbesondere axonal lokalisierte Enzym GSK-3β 

(219) hemmt, wodurch Neuritenretraktion (69) durch Interaktion mit den Microtubuli reduziert und axonale 

Regeneration gefördert werden könnte (93,220,221). Es wäre hochinteressant zu untersuchen, ob PRG2 (und andere 

PRGs) eine Inhibierung von GSK-3β bewirken, insbesondere auch deshalb, weil der alternative mTOR-Signalweg 
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weniger bedeutsam für die durch PRG(3/5) induzierten morphologischen Veränderungen zu sein scheint ((37) und 

unpublizierte Daten unserer Arbeitsgruppe (experimentelle Leitung: Danara Vonk)). Die Förderung des PI3K-

Signalweges wurde als ursächlich für die durch PRG2 induzierte Bildung von (axonalen) Filopodien (und deren 

Verzweigungen) erkannt (28) und potnentiell auch für die in dieser Arbeit beschriebene Ausbildung von Neuriten in 

Neuroblastomzelllinien. 

 

Abbildung 39: Mögliche Interaktionen von PRG2 mit dem LPA-Metabolismus: pink: bisher nicht experimentell bestätigt, 

Hypothese aufgrund von bisherigen Ergebnissen (s. Text). Referenzen s. Abbildungen in Abschnitt 1.3.3 sowie Text. Abbildung 

erstellt mit BioRender.com. 

 

Interaktion mit verschiedenen Akteuren innerhalb oder nahe der (Plasma-)Membran 

Das vermutlich membrangebundene PRG2 interagiert mutmaßlich mit verschiedenen Akteuren nahe der (Plasma-

)Membran (und intrazellulären Membranen), wobei der C-Terminus für mehrere der Interaktionen eine wichtige Rolle 

zu spielen scheint (s. Abbildung 40, eigene Arbeit (s.o.) und (28,30)). Die Inhibition von PTEN ist vermutlich für 

PRG2 einzigartig unter den PRGs, da für die Interaktion die Glutamat-reiche Poly-E-Region des C-Terminus wichtig 

zu sein scheint (28), wobei nicht beschrieben ist, worauf die Interaktion molekular basiert. 

Es ist vorstellbar, dass PRG2 über eine (in)direkte Interaktion mit Bestandteilen von Adhäsionskomplexen die 

Adhäsion insbesondere von Neuriten fördert und damit deren Stabilität (u.a. gegen LPA) erhöht. Da für PRG1 

beschrieben ist, dass dieses Protein via eines Calmodulin-bindenden Abschnitts des C-Terminus mit PP2A und 

dadurch mit Integrinen interagiert (29,30) und PRG2 bei hoher struktureller Ähnlichkeit des C-Terminus vermutlich 

ebenfalls einen Calmodulin-bindenden Anteil im C-Terminus aufweist (25), ist hier eine ähnliche Form der Interaktion 

nicht unwahrscheinlich. 
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Denkbar erscheint zudem, dass PRG2 ebenso wie das strukturell hochgradig verwandte PRG1 (26,74) in der Lage ist, 

LPA in die Zelle zu transportieren. Dies könnte mittels Verwendung fluorophormarkierter LPA untersucht werden, 

wobei hier die Verwendung von primären Neuronen mit Prg1/2-KO (in Analogie zu den durchgeführten 

Experimenten mit PRG1) einer Überexpression vorzuziehen wäre (s. 2.2.1.3). 

Da für PRG2 beschrieben ist, dass es die axonale Verzweigung fördert, ist interessant, ob eine Interaktion mit LPA3-

Gq-Signalwegen besteht. Denn dieser Rezeptor ist für die Induktion der Verzweigung neuronaler Fortsätze bekannt 

(63) und nicht in die Aktivierung von RhoA-ROCK-Signalwegen eingebunden (222). Unter (spezifischen) 

Bedingungen, welche eine LPA3-Aktivität erhöhen (bestimmte LPA-Formen, keine Bindung an Albumin (51,52)), 

könnten PRGs einschließlich PRG2 diese Signalwege zusätzlich fördern/modulieren. Interessanterweise wird LPA3 

auch in reproduktiven Organen wie dem Hoden (50,202) exprimiert, wobei dort auch verschiedener PRGs 

einschließlich PRG2 exprimiert werden (38). 

Zudem ist von hohem Interesse, inwiefern die verschiedenen PRGs in Rahmen einer (Homo- und/oder) 

Heteromultimerisation zusammenwirken (37), einander ergänzen und möglicherweise auch gegenseitig steuern. Von 

besonderer Bedeutung ist vermutlich die Interaktion der beiden vornehmlich axonal lokalisierten Proteinen PRG2 und 

3 (28,34). 

 

Abbildung 40: Mögliche Protein-Protein- und Protein-Lipid-Interaktionen, in welche PRG2 involviert sein könnte: Referenzen 

s. Abbildungen in Abschnitt 1.3.3 sowie Text. Gestrichelte Linien symbolisieren eine direkte Bindung. ITGB1: Integrin Beta1. PIP: 

Phosphatinositole. PP2A: Protein phosphatase 2A. C: Calmodulin-bindende Region. E: Glutamat-reiche Region. PTEN: 

Phosphatase and Tensin Homolog. RhoGDI: Rho Guanine nucleotide Dissociation Inhibitor. Erstellt mit BioRender.com 

 

Ungelöste Fragen und scheinbare Widersprüche 

Es stellen sich einige bisher unlösbare Fragen, welche aus scheinbaren Widersprüchen bisheriger 

Forschungsergebnisse resultieren. Davon sollen einige erwähnt werden. 

U.a. ist irritierend, dass die ERM einerseits im Rahmen des RhoA-ROCK (durch PRG2 mutmaßlich gehemmt) 

phosphoryliert werden (81), andererseits die Phosphorylierung von Radixin (,einem der ERM-Proteine,) durch PRG2 

verstärkt wird (20). Im Gegensatz dazu ist für PRG3 beschrieben, dass es die Phosphorylierung von ERM-Proteinen 



4 Diskussion 

91 

 

infolge LPA-Behandlung reduziert (24). Allerdings wurde hier zwischen den verschiedenen ERM-Proteinen nicht 

differenziert (vgl. ebd., Abbildung S4). ERM-Proteine benötigen nach Angaben der Literatur PIP2 als Ankermolekül, 

ohne welches eine Aktivierung und Phosphorylierung nicht gelingt (78,101,102,223). Interessanterweise wurde dies 

für Ezrin und Moesin wiederholt beschrieben (vgl. ebd.), nicht aber für Radixin. Aufgrund der gleichzeitigen 

Förderung der Phosphorylierung von Radixin und PTEN-Inhibition durch PRG2 lässt sich spekulieren, dass Radixin 

möglicherweise eine Sonderrolle innerhalb der ERM-Gruppe einnimmt und nicht PIP2, sondern PIP3 als 

Ankermolekül bindet. 

Da bekannt ist, dass eine PTEN-Inhibition die Abwendung von axonalen Wachstumskegeln von Regionen mit einer 

höheren Konzentration an Myelin-assoziiertem Glykoprotein, einem Chemorepellent, stören kann (158), erscheint 

widersprüchlich, dass die LPA-induzierte Abwendung durch einen PTEN-Inhibitor wie PRG2 vermittelt werden kann 

(20). Inwiefern Phosphatidylinositolphosphate im Rahmen der LPA-induzierten Wendung/Retraktion eine Rolle 

spielen, ist noch nicht endgültig verstanden, die Informationen bezüglich der Rolle von PIP2 sind teilweise 

widersprüchlich (22,76). 
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5 Schlussfolgerung und Ausblick 

Die Ergebnisse meines Forschungsprojektes festigen die Hypothese, dass PRG2 als Modulator von Signalwegen, 

welche u.a. durch LPA beeinflusst werden, fungiert. Neben PRG1,3 und -5 (10,22–24) scheint auch PRG2 in der Lage 

zu sein, die LPA-abhängige Neuritenretraktion in Neuro2a-Zellen zu reduzieren. Zudem deuten meine Ergebnisse 

darauf hin, dass PRG2 ein geringfügig anderes Lokalisationsmuster aufweist als das verwandte PRG3 und 

Auswirkungen auf die Bildung von Neuriten, jedoch nicht auf die Bildung von Protrusionen in Neuro2a hat. 

Es verdichten sich damit die Hinweise dafür, dass PRG2 ein wichtiger Modulator intrinsischer und extrinsischer 

Faktoren ist, welche während der Entwicklung das Auswachsen und Vernetzen von Neuriten/Axonen ermöglichen 

und welche infolge Neurotraumata oder neurodegenerativer Erkrankungen eine Regeneration erschweren bis 

verhindern (vgl. (6)). PRG2 ist damit ein Kandidat im Forschungsfeld der Neuroregeneration. PRG2 ist (neben PRG3) 

als axonales Protein von hohem Interesse für die Forschung bezüglich der Förderung von axonaler Regeneration. Als 

(vermutlich einziger) PTEN-Inhibitor unter den PRGs greift PRG2 in essentielle zelluläre Prozesse ein, welche 

mutmaßlich zusätzlich durch die Interaktion mit weiteren Proteinen in Kooperation mit anderen PRGs moduliert 

werden. Damit werden intrinsische wachstuminhibierende Faktoren und extrinsisch hemmende Faktoren wie LPA in 

ihrem Einfluss moduliert. 

Zukünftig denkbar ist die Entwicklung von Medikamenten, welche entweder PRG2 selbst beeinflussen (aktivieren) 

oder die molekularen Mechanismen aufgreifen, mit welchen PRG2 Signalwege moduliert. Eine Beeinflussung von 

PRG2 könnte günstige Effekte von PTEN-Inhibitoren und ATX-Inhibitoren auf die Neuroregeneration kombinieren. 

Dies ist u.a. auch für die Anwendung in der Prä-/Perinatalmedizin interessant. ATX-Inhibitoren können zu diesem 

Zeitpunkt nicht bedenkenlos verwendet werden, da ein ATX-KO bei Mäusen zu schwersten embryonalen 

Entwicklungsstörungen führte (117,118). Auf indirektem Wege könnte via PRG2 möglicherweise Einfluss auf 

schädliche Effekte von hohen LPA-Konzentrationen im Gehirn z.B. infolge Hirnblutungen (146) genommen werden. 

Bevor jedoch Strategien zur medikamentösen Beeinflussung von PRG2 entwickelt werden können, müssen offene 

Fragen der molekularen Wirkweise geklärt werden. Zudem ist der Einfluss von PRG2 auf andere neuronale und 

nichtneuronale Zelltypen zu untersuchen, um zum einen mögliche Nebenwirkungen, zum anderen weitere 

Anwendungsbereiche zu eruieren. U.a. könnte PRG2 auch als möglicher Modulator (LPA-vermittelter) 

immunologischer Phänomene z.B. im Rahmen der multiplen Sklerose (224) fungieren. Die Beeinflussung von 

Signalwegen, welche durch ein LPA-verwandtes Phospholipid namens Sphingosin-1-phosphat induziert werden, wird 

heute erfolgreich zur Therapie der Multiplen Sklerose (225,226) eingesetzt. Ein weiterer Anwendungsbereich ist die 

Krebstherapie, denn LPA sind als Signalmoleküle im Rahmen von Prozessen bekannt, welche die malignen 

Eigenschaften von Tumoren fördern (227,228)  und Veränderungen im Expressionsmuster von PRGs einschließlich 

PRG2 in malignen Tumoren sind beschrieben (43,44).  
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6 Zusammenfassung/Summary 

Deutsch: 

Hintergrund: PRGs (Plasticity Related Genes) sind eine Klasse von Transmembranproteinen, welche an der 

Ausbildung, Differenzierung und Stabilisierung neuronaler Ausläufer während Entwicklung und Regeneration 

neuronaler Netzwerke beteiligt sind. Sie erfüllen ihre Funktion in der Interaktion mit Lipidphosphaten wie 

Lysophosphatidsäuren (LPA). Für PRG1,-3 und -5 konnte gezeigt werden, dass die Überexpression dieser Proteine 

die Retraktion von Neuriten als Reaktion auf hohe LPA-Konzentrationen, wie sie u.a. infolge von Neurotraumata 

auftreten, reduzieren. Für PRG2 wurde eine Interaktion mit LPA während der Entwicklung des Nervensystems 

nachgewiesen, es fehlen jedoch Daten zu der Interaktion von PRG2 mit LPA im Rahmen von pathologischen 

Umständen mit abnorm hohen LPA-Konzentrationen. 

Methoden: Genexpressionsanalysen von PRGs dienten als Grundlage für die Untersuchung der Folgen von PRG-

Überexpression in Neuro2a als Modellorganismen für neuronale Zellen. Die Lokalisation der PRGs sowie die durch 

Überexpression induzierte Morphologie wurde mithilfe immunzytochemischer Verfahren in undifferenzierten und 

differenzierten Neuro2a untersucht. Mittels qRT-PCR wurde die Expression der LPA-Rezeptoren LPA1-6 in Neuro2a 

ermittelt. Lebendzellmikroskopie diente der Untersuchung der Auswirkungen von PRG2-Überexpression im 

Vergleich zu einem membrangebundenen Kontrollplasmid und PRG3 auf die durch abnorm hohe LPA-

Konzentrationen hervorgerufene Neuritenretraktion in Neuro2a in Echtzeit. Die Verwendung verschiedener PRG2-

Konstrukte diente der Differenzierung von Interaktionen, welche (un)abhängig vom intrazellulären C-Terminus 

geschehen. 

Resultate: Alle PRGs bis auf PRG3 sind in Neuro2a zu einem geringen Level exprimiert, sodass 

Überexpressionsstudien sinnvoll angewendet werden können. PRG2 ist in Neuro2a in der Plasmamembran lokalisiert, 

wobei eine C-terminale Trunkierung den Transport zur Plasmamembran zu stören scheint. In differenzierten Neuro2a 

sind PRG2 und -3 in den Neuriten lokalisiert und ihre Überexpression ist mit einer erhöhten Anzahl an Neuriten bei 

gleichleibender Länge assoziiert. Jedoch unterscheidet sich die Lokalisation innerhalb der von den Neuriten 

ausgehenden Protrusionen. Während PRG3 entlang der gesamten Länge der Protrusionen zu finden ist und bei 

Überexpression deren mittlere Länge erhöht, ist PRG2 nur an deren Enden lokalisiert und hat keine Auswirkungen 

auf deren Länge oder Anzahl. Bei Expression aller LPA-Rezeptoren außer Lpar3 in Neuro2a kommt es infolge einer 

Behandlung mit LPA 10 µM zu einer Neuritenretraktion. Diese wird durch Überexpression von PRG3-eGFP sowie 

eGFP-PRG2 abgemildert. Der C-Terminus von PRG2 scheint sowohl für die Ausbildung der Neuriten als auch für 

deren Stabilisierung unter LPA-Behandlung von Bedeutung zu sein. 

Schlussfolgerung: Die vorliegende Arbeit zeigt PRG2 als einen vielversprechenden Kandidaten im Rahmen der 

Modulation LPA-induzierter Signalwege. Die weitere Untersuchung der zugrundeliegenden Mechanismen und ihrer 

Bedeutung für Entwicklung und Regeneration neuronaler Netzwerke ist von hohem Interesse. 
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Englisch: 

Background: PRGs (Plasticity Related Genes) are transmembrane proteins, that contribute to the generation, 

differentiation and stabilization of neuronal protrusions during development and regeneration of neuronal networks. 

They fulfil their function via interaction with lipid phosphates such as lysophosphatidic acid (LPA). PRG1,3 and 5 

were shown to limit neurite retraction of neuronal cells in response to high LPA concentrations, that are also present 

after neurotrauma in the injured brain. PRG2 was shown to interact with LPA during embryonal development, but 

there is no data available about the function of PRG2 within the scope of pathological circumstances with abnormal 

high LPA levels. 

Methods: The analysis of mRNA expression of PRGs was performed as a basis for overexpression studies in Neuro2a, 

a neuroblastoma cell line, that was used as a model for neuronal cells. Immuncytochemistry was used to analyse 

protein localization and morphology in PRG overexpressing undifferentiated and differentiated Neuro2a cells in 

comparison to a membrane bound control plasmid. Via qRT PCR the mRNA expression levels of the LPA receptors 

LPA1-6 were determined. The effect of PRG2 overexpression on neurite retraction in Neuro2a caused by abnorm high 

LPA concentrations was tracked in real-time in a livecellimaging approach in comparison to a membrane-bound 

control and PRG3. Various PRG2 constructs were use to find out which interactions were (in)dependend of the 

intracellular C-terminus.   

Results: All PRGs apart from PRG3 are expressed at a minimal level in Neuro2a what makes overexpression studies 

a useful approach. PRG2 is localized in the plasma membrane of Neuro2a although a C-terminal trunkation seems to 

disturb protein transfer to the plasma membrane. After differentiation of Neuro2a PRG2 as well as PRG3 are localized 

in the neurites and overexpression of both PRGs increases the number of neurites without elevating their length. 

However, localization within the protrusions sprouting out of the neurites differs. PRG3 can be found at the protrusion 

shaft and tip, but PRG2 is only partially found at the protrusion tips and does not influence their length or number. In 

response to LPA 10 µM neurite retraction in Neuro2a can be observed on the basis of mRNA expression of all LPA 

receptors despite of Lpar3. Overexpression of PRG3-eGFP and eGFP-PRG2 results in an attenuation of neurite 

retraction in response to LPA 10 µM. The intracellular C-terminus of PRG2 seams to be important for initiation of 

neurites and their stabilization in a LPA rich environment. 

Conclusions: This research project shows PRG2 to be a promising candidate for the modulation of LPA induced 

signalling cascades. Further investigations of the underlying mechanisms and their relevance during developmental 

and regeneration processes in the central nervous system are needed. 
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Anhang 

Ergänzende Abbildungen für Einleitung und Methodenteil 

Tabelle 37: Nomenklatur der PRGs (Plasticity Related Genes) als Phospholipid Phosphatase-Related Proteins (type 1-5) 

(PLP(P)R(P)s), Lipid phosphate phosphatase-related proteins (type 1-5) (LPPR(P)), UniProt IDs entsprechen jeweils den 

kontrollierten Einträgen (Swissprot) (201), h: human, r: Ratte, m: Maus 

Gen Name Protein Name  

Prg PRG 1 2 3 4 5 

UniProt ID Q7Z2D5 

(hPRG1) 

Q7TMB7 

(rPRG1) 

Q7TME0 

(mPRG1) 

Q6T4P5 

(hPRG2) 

Q7TMB0 

(rPRG2) 

Q7TPB0 

(mPRG2) 

Q8TBJ4 

(hPRG3) 

Q6WAY2 

(rPRG3) 

Q8BFZ2 

(mPRG3) 

Q96GM1 

(hPRG4) 

Q6W5G4 

(rPRG4) 

Q8VCY8 

(mPRG4) 

Q32ZL2 

(hPRG5) 

B3VQM3 

(rPRG5) 

Q8BJ52 

(mPRG5) 

PLPPR/LPPR (h) 

Plppr/Lppr (r/m) 

PLPPRP/LPPRP 

/PLPR 

4 3 1 2 5 

 
Abbildung 41: Beispiel Gelelektrophorese nach Mykoplasmen PCR (genutzt ab 09.2022, Gel vom 10.10.2022): Neuro2a negativ. 

Bp: Basenpaare. N2A: Neuro2a. +: Positivkontrolle. -: Negativkontrolle. 
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Abbildung 42: Differenzierung von Neuro2a_1-Zellen mittels Retinsäure: Fotos 23h seit Behandlung mit DMSO 1 µl (Kontrolle) 

unter Kultivierung in Medium ohne FBS (links) bzw. mit RA 10 µM (in DMSO) unter Kultivierung in Medium ohne FBS (rechts). 

Pfeil: differenzierter Neuro2a-Zelle. Beachte die deutlich reduzierte Zellzahl im Vergleich. Kontrast, Helligkeit und Schärfe 

wurden nachträglich (in Word) adjustiert. RA: Retinsäure. DMSO: Dimethylsulfoxid (Lösungsmittel für RA). FBS: fetales bovines 

Serum. Die Abbildungen sind Aufnahmen der Lebendzellmikroskopie mittels des Incucyte-Systems (s.u.). Messbalken entsprechen 

200µm. 

 

 

 

Abbildung 43: Transfektionseffizienz in Neuro2a_1 bei Verwendung verschiedener Transfektionsreagenzien: Es werden die 

Ergebnisse unter den jeweils bereits optimierten Bedingungen gezeigt. 1) PEI Transfektion von CFPMem in Neuro2a: sehr 

schlechte Transfektionseffizienz von ca. 10%. Transfizierte Zellen sind mehrheitlich abgerundet. 2) Effectene Transfektion von 

CFPMem in Neuro2a: deutlich bessere Transfektionseffizienz im Vergleich zu PEI 3) Metafectene® Pro: beste 

Transfektionseffizienz. Es sei zudem darauf hingewiesen, dass es sich bei allen Abbildungen um Neuro2a_1 handelt, welche eine 

Veränderung der Zellmorphologie mit Zunahme der runden und tendenziell differenzierten Zellen aufwiesen (s. Kapitel 3.1.1). Die 

Abbildungen sind Aufnahmen der Lebendzellmikroskopie mittels des Incucyte-Systems (s.u.). PEI: Polyethylenimin. Messbalken 

entsprechen 200 µM. 

PEI

 
 DMSO Ctr 

Effectene

 
 DMSO Ctr 

Metafectene® Pro

 
 DMSO Ctr 

DMSO 10 µM RA 
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Abbildung 44: Beobachtung: Beinahe alle transfizierten Zellen teilen sich kurz vor der Transfektion. Aufnahmen 0 h (A), 5 h 

(B), 9 h (C) und 11 h (D) nach Hinzugabe der Transfektionslösung (Metafectene® Pro). Die Abbildungen sind Aufnahmen der 

Lebendzellmikroskopie mittels des Incucyte-Systems (s.u.). Messbalken entsprechen 200µm. 

A B 

D C 
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Abbildung 45: Neurotrack Analyse im Incucyte System: Bei allen, hier gezeigten Beispielbildern handelt es sich um Analysen 

von Aufnahmen, welche über einen bestimmten Zeitraum nach Transfektion durchgeführt wurden und entsprechend des Manuals 

für Neuritenanalysen optimiert wurden. Es zeigt sich, dass die Software insbesondere für transfizierte Zellen (D,E) und über Zeit 

bei variierenden Lichtverhältnissen/Fokus (F) keine verlässliche Diskriminierung von Neuriten und Zellsomata und deren 

Länge/Größe ermöglicht. A: keine Analyse-Marker, B: Maske für Phase-Neuriten, C: Maske für Phase-Zellkörper (orange) und 

Phase-Neuriten (pink), D: Maske für grüne (GFP enthaltene) Neuriten (rot), E: Maske für grüne Zellkörper mit fehlender 

Erkennung der meisten transfizierten Zellen F: Beispiel für fälschliche Erkennung von Zellmembranen als Neuriten (in pink 

Neuriten (Phase), in orange Zellkörper (Phase)). Messbalken entsprechen 100µm 

 

 

Abbildung 46: Kein Unterschied der TF-LPA Fluoreszenzintensität zwischen PRG1-flag und untransfizierten HEK293T-

Zellen. Messbalken entspricht 5µM 

A B C 

D E F 
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Abbildung 47: Beispielbild eines Restriktionverdaus: Restriktion der Plasmide peGFP-C1-hPRG1 (Enzyme: Bgl II, BamHI; 

Banden bei 4,7 und 2,3kb), peGFP-C1-rPRG2-ΔCT (Enzyme: Hind III, Bam HI; Banden bei 4,7 kB und 85 0bp) und peGFP-C1-

rPRG2 (Enzyme: Hind III, Bam HI; Banden bei 4,7 kB und 2,1 kB) 

 

 

Abbildung 48: Beispiel einer RNA-Konzentrationsmessung mittels Biospektrometer infolge RNA-Isolation 
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Abbildung 49: Beispielbild cDNA Qualitätskontrolle: Bei klarer Bande bei 1 µl cDNA-Volumen reicht dieses Volumen für qRT-

PCR aus. Die Qualität der cDNA gilt hiermit für sichergestellt. Es handelt sich um cDNA-Proben von Neuro2a-Zellen. 

 

Sequenzierungsergebnisse und Alignments 

PRG1 s. oben (3.2.4.1) 

PRG2: 

rPRG2               

peGFP-C1-rPRG2                    

peGFP-N1-rPRG2      

peGFP-C1-rPRG2-ΔC 

 

rPRG2               

peGFP-C1-rPRG2                    

peGFP-N1-rPRG2      

peGFP-C1-rPRG2-ΔC                   

 

rPRG2               

peGFP-C1-rPRG2                    

peGFP-N1-rPRG2      

peGFP-C1-rPRG2-ΔC                   

 

rPRG2               

peGFP-C1-rPRG2                    

peGFP-N1-rPRG2      

peGFP-C1-rPRG2-ΔC                                     

 

rPRG2               

peGFP-C1-rPRG2                    

peGFP-N1-rPRG2      

peGFP-C1-rPRG2-ΔC                   

 

rPRG2               

peGFP-C1-rPRG2                    

peGFP-N1-rPRG2      

peGFP-C1-rPRG2-ΔC                   

 

rPRG2               

MIAKKEKNKTPKDSMTLLPCFYFVELPIVASSVVSLYFLELTDLFQPAKVGFQCHDRSLS 60 

MIAKKEKNKTPKDSMTLLPCFYFVELPIVASSVVSLYFLELTDLFQPAKVGFQCHDRSLS 60 

MIAKKEKNKTPKDSMTLLPCFYFVELPIVASSVVSLYFLELTDLFQPAKVGFQCHDRSLS 60 

MIAKKEKNKTPKDSMTLLPCFYFVELPIVASSVVSLYFLELTDLFQPAKVGFQCHDRSLS 60 

 

MPYVETNEELIPLLMLLSLAFAAPAASIMVGEGMVYCLQSRLWGRGPGGVEGSINAGGCN 120 

MPYVETNEELIPLLMLLSLAFAAPAASIMVGEGMVYCLQSRLWGRGPGGVEGSINAGGCN 120 

MPYVETNEELIPLLMLLSLAFAAPAASIMVGEGMVYCLQSRLWGRGPGGVEGSINAGGCN 120 

MPYVETNEELIPLLMLLSLAFAAPAASIMVGEGMVYCLQSRLWGRGPGGVEGSINAGGCN 120 

 

FNSFLRRTVRFVGVHVFGLCATALVTDVIQLATGYHTPFFLTVCKPNYTLLGTSCEANPY 180 

FNSFLRRTVRFVGVHVFGLCATALVTDVIQLATGYHTPFFLTVCKPNYTLLGTSCEANPY 180 

FNSFLRRTVRFVGVHVFGLCATALVTDVIQLATGYHTPFFLTVCKPNYTLLGTSCEANPY 180 

FNSFLRRTVRFVGVHVFGLCATALVTDVIQLATGYHTPFFLTVCKPNYTLLGTSCEANPY 180 

 

ITQDICSGHDTHAILSARKTFPSQHATLSAFAAVYVSMYFNSVISDATKLLKPILVFAFA 240 

ITQDICSGHDTHAILSARKTFPSQHATLSAFAAVYVSMYFNSVISDATKLLKPILVFAFA 240 

ITQDICSGHDTHAILSARKTFPSQHATLSAFAAVYVSMYFNSVISDATKLLKPILVFAFA 240 

ITQDICSGHDTHAILSARKTFPSQHATLSAFAAVYVSMYFNSVISDATKLLKPILVFAFA 240 

 

IAAGVCGLTQITQYRSHPVDVYAGFLIGAGIAAYLACHAVGNFQAPPAEKVPTPAPAKDA 300 

IAAGVCGLTQITQYRSHPVDVYAGFLIGAGIAAYLACHAVGNFQAPPAEKVPTPAPAKDA 300 

IAAGVCGLTQITQYRSHPVDVYAGFLIGAGIAAYLACHAVGNFQAPPAEKVPTPAPAKDA 300 

IAAGVCGLTQITQYRSHPVDVYAGFLIGAGIAAYLACHAVGNF----------------- 283 

 

LRVLTQRGHESMYQQNKSVSTDELGPPGRLEGVPRPVAREKTSLGSLKRASVDVDLLAPR 360 

LRVLTQRGHESMYQQNKSVSTDELGPPGRLEGVPRPVAREKTSLGSLKRASVDVDLLAPR 360 

LRVLTQRGHESMYQQNKSVSTDELGPPGRLEGVPRPVAREKTSLGSLKRASVDVDLLAPR 360 

------------------------------------------------------------ 283 

 

SPMGKEGMVTFSNTLPRVSTPSLDDPSRRHMTIHVPLDASRSRQLISEWKQKSLEGRGLG 420 
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peGFP-C1-rPRG2                    

peGFP-N1-rPRG2      

peGFP-C1-rPRG2-ΔC  

 

rPRG2               

peGFP-C1-rPRG2                    

peGFP-N1-rPRG2      

peGFP-C1-rPRG2-ΔC                   

 

rPRG2               

peGFP-C1-rPRG2                    

peGFP-N1-rPRG2      

peGFP-C1-rPRG2-ΔC                   

 

rPRG2               

peGFP-C1-rPRG2                    

peGFP-N1-rPRG2      

peGFP-C1-rPRG2-ΔC  

 

rPRG2               

peGFP-C1-rPRG2                    

peGFP-N1-rPRG2      

peGFP-C1-rPRG2-ΔC                   

 

rPRG2               

peGFP-C1-rPRG2                    

peGFP-N1-rPRG2      

peGFP-C1-rPRG2-ΔC                                    

                  

SPMGKEGMVTFSNTLPRVSTPSLDDPSRRHMTIHVPLDASRSRQLISEWKQKSLEGRGLG 420 

SPMGKEGMVTFSNTLPRVSTPSLDDPSRRHMTIHVPLDASRSRQLISEWKQKSLEGRGLG 420 

------------------------------------------------------------ 283 

 

LPDEASPAHLRAPAEQVAEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEGPVPPSLYPTVQARPGLGPRV 480 

LPDEASPAHLRAPAEQVAEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEGPVPPSLYPTVQARPGLGPRV 480 

LPDEASPAHLRAPAEQVAEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEGPVPPSLYPTVQARPGLGPRV 480 

------------------------------------------------------------ 283 

 

ILPPRPGPQPLIHIPEEVVQAGAGLSPKSSASVRAKWLSMVEKGGGPVAVAPPQPRVANP 540 

ILPPRPGPQPLIHIPEEVVQAGAGLSPKSSASVRAKWLSMVEKGGGPVAVAPPQPRVANP 540 

ILPPRPGPQPLIHIPEEVVQAGAGLSPKSSASVRAKWLSMVEKGGGPVAVAPPQPRVANP 540 

------------------------------------------------------------ 283 

 

PRLLQVIAMSKAAGGPKAETASSSSASSDSSQYRSPSDRDSASIVTIDAHAPHHPVVHLS 600 

PRLLQVIAMSKAAGGPKAETASSSSASSDSSQYRSPSDRDSASIVTIDAHAPHHPVVHLS 600 

PRLLQVIAMSKAAGGPKAETASSSSASSDSSQYRSPSDRDSASIVTIDAHAPHHPVVHLS 600 

------------------------------------------------------------ 283 

 

AGSTPWEWKAKVVEGEGGYELGDLARGFRSSCKQPGIGPGSPVSDVDQEEPRFGAVATVN 660 

AGSTPWEWKAKVVEGEGGYELGDLARGFRSSCKQPGIGPGSPVSDVDQEEPRFGAVATVN 660 

AGSTPWEWKAKVVEGEGGYELGDLARGFRSSCKQPGIGPGSPVSDVDQEEPRFGAVATVN 660 

------------------------------------------------------------ 283 

 

LATGEGLPPPGASEGALGAGSRESTLRRQVGALGEREVEAEAESYYRRMQARRYQD         716 

LATGEGLPPPGASEGALGAGSRESTLRRQVGALGEREVEAEAESYYRRMQARRYQD         716 

LATGEGLPPPGASEGALGAGSRESTLRRQVGALGEREVEAEAESYYRRMQARRYQD         716 

--------------------------------------------------------         283 

 

Abbildung 50: Alignment der Aminosäuresequenzen der verwendeten Konstrukte rPRG2-eGFP, eGFP-rPRG2, eGFP-rPRG2-

ΔC mit Referenzsequenz: Es wurden keine Mutationen nachgewiesen. Verwendete Plasmide: peGFP-N1-rPrg2, peGFP-C1-rPrg2 

und peGFP-C1-rPrg2-ΔC). Referenzsequenz von Uniprot: UniProt ID: Q7TMB0. Alignment wurde mittels UniProt durchgeführt. 

Die DNA-Sequenzen der verwendeten Plasmide wurden mittels Expasy in Aminosäuresequenzen umgeschrieben und eine 

gemeinsame Sequenz mittels Alignment der Sequenzen von Forward und Reverse Primer ermittelt. Fett gedruckt sind die 

Transmembrandomänen (s. UniProt). Abbildung selbstkreiert basierend auf dem Alignment von UniProt. 

 

PRG3: Im Vergleich mit der Referenzsequenz (von Uniprot kontrollierter Eintrag (reviewed entry (Swissprot)) zeigte 

sich an einer Stelle ein Unterschied in der Aminosäuresequenz (s. Abbildung 51). Wird jedoch die 

Aminosäuresequenz an dieser Stelle mit anderen Referenzsequenzen verglichen (s. Abbildung 52) zeigt sich, dass es 

sich vermutlich nicht um eine Mutation handelt, sondern um einen falschen UniProt-Eintrag in der einen 

Referenzsequenz. 

rPRG3              

rPRG3-eGFP 

 

rPRG3              

rPRG3-eGFP 

 

rPRG3              

rPRG3-eGFP 

 

rPRG3              

MAVENNTQRSYSIIPCFIFVELVIMAGTVLLAYYFECTDTFQVHIQGFFCQDGDLMKPYP 60 

MAVENNTQRSYSIIPCFIFVELVIMAGTVLLAYYFECTDTFQVHIQGFFCQDGDLMKPYP 60                            

 

GTEEESFISPLVLYCVLAATPTAIIFIGEISMYFIKSTRESLIAEEKMILTGDCCYLSPL 120 

GTEEESFISPLVLYCVLAATPTAIIFIGEISMYFIKSTRESLIAEEKMILTGDCCYLSPL 120 

                             

LRRIVRFIGVFAFGLFATDIFVNAGQVVTGHLTPYFLTVCQPNYTSTDCRAHHQFINNGN 180 

LRRIVRFIGVFAFGLFATDIFVNAGQVVTGHLTPYFLTVCQPNYTSTDCRAHHQFINNGN 180                          

 

ICTGDLEVIEKARRSFPSKHAALSIYSALYATMYITSTIKTKSSRLAKPVLCLGDLCTAF 240 
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rPRG3-eGFP 

                               

rPRG3              

rPRG3-eGFP 

 

rPRG3              

rPRG3-eGFP 

ICTGDLEVIEKARRSFPSKHAALSIYSALYATMYITSTIKTKSSRLAKPVLCLGTLCTAF 240 

 

LTGLNRVSEYRNHCSDVIAGFILGTAVALFLGMCVVHNFKGTQGSASKPKPEDPRGVPLM 300 

LTGLNRVSEYRNHCSDVIAGFILGTAVALFLGMCVVHNFKGTQGSASKPKPEDPRGVPLM 300                             

 

AFPRIESPLETLSAQNHSASMTEVT 325 

AFPRIESPLETLSAQNHSASMTEVT 325 

Abbildung 51: Alignment der Aminosäuresequenzen des verwendeten rPRG3 Konstruktes (Plasmid: peGFP-N1-rPRG3) zu 

rPRG3 Referenzsequenz (UniProt): Blau: Referenzsequenz (UniProt ID: Q6WAY2), rot: Mutation im Plasmid (Asparaginsäure 

zu Threonin). Alignment wurde mittels UniProt durchgeführt. Die DNA-Sequenz des verwendeten Plasmids wurde mittels Expasy 

in Aminosäuresequenzen umgeschrieben und eine gemeinsame Sequenz mittels Alignment der Sequenzen von Forward und Reverse 

Primer ermittelt. Fett gedruckt sind die Transmembrandomänen (s. UniProt). Abbildung selbstkreiert basierend auf dem Alignment 

von UniProt. 

 

mPRG3 (Q8BFZ2) 

rPRG3 (A0A0G2K0B1) 

rPRG3 (F1LR11) 

rPRG3-eGFP  

rPRG3 (Q6WAY2) 

hPRG1 (A0A0J9YYG5) 

hPRG1 (M9MML5) 

hPRG3 (Q8TBJ4) 

 

mPRG3 (Q8BFZ2) 

rPRG3 (A0A0G2K0B1) 

rPRG3 (F1LR11) 

rPRG3-eGFP  

rPRG3 (Q6WAY2) 

hPRG1 (A0A0J9YYG5) 

hPRG1 (M9MML5) 

hPRG3 (Q8TBJ4) 

 

mPRG3 (Q8BFZ2) 

rPRG3 (A0A0G2K0B1) 

rPRG3 (F1LR11) 

rPRG3-eGFP 

rPRG3 (Q6WAY2) 

hPRG1 (A0A0J9YYG5) 

hPRG1 (M9MML5) 

hPRG3 (Q8TBJ4) 

 

mPRG3 (Q8BFZ2) 

rPRG3 (A0A0G2K0B1) 

rPRG3 (F1LR11) 

rPRG3-eGFP 

rPRG3 (Q6WAY2) 

hPRG1 (A0A0J9YYG5) 

hPRG1 (M9MML5) 

hPRG3 (Q8TBJ4) 

 

mPRG3 (Q8BFZ2) 

rPRG3 (A0A0G2K0B1) 

rPRG3 (F1LR11) 

MAVENNTQRSYSIIPCFIFVELVIMAGTVLLAYYFECTDTFQVHIQGFFCQDGDLMKPYP 60 

MAVENNTQRSYSIIPCFIFVELVIMAGTVLLAYYFECTDTFQVHIQGFFCQDGDLMKPYP 60 

MAVENNTQRSYSIIPCFIFVELVIMAGTVLLAYYFECTDTFQVHIQGFFCQDGDLMKPYP 60 

MAVENNTQRSYSIIPCFIFVELVIMAGTVLLAYYFECTDTFQVHIQGFFCQDGDLMKPYP 60 

MAVENNTQRSYSIIPCFIFVELVIMAGTVLLAYYFECTDTFQVHIQGFFCQDGDLMKPYP 60 

----------------MLYFQLVIMAGTVLLAYYFECTDTFQVHIQGFFCQDGDLMKPYP 44 

MAVGNNTQRSYSIIPCFIFVELVIMAGTVLLAYYFECTDTFQVHIQGFFCQDGDLMKPYP 60 

MAVGNNTQRSYSIIPCFIFVELVIMAGTVLLAYYFECTDTFQVHIQGFFCQDGDLMKPYP 60 

                                                     

GTEEESFISPLVLYCVLAATPTAIIFIGEISMYFIKSTRESLIAEEKMILTGDCCYLSPL 120 

GTEEESFISPLVLYCVLAATPTAIIFIGEISMYFIKSTRESLIAEEKMILTGDCCYLSPL 120 

GTEEESFISPLVLYCVLAATPTAIIFIGEISMYFIKSTRESLIAEEKMILTGDCCYLSPL 120 

GTEEESFISPLVLYCVLAATPTAIIFIGEISMYFIKSTRESLIAEEKMILTGDCCYLSPL 120 

GTEEESFISPLVLYCVLAATPTAIIFIGEISMYFIKSTRESLIAEEKMILTGDCCYLSPL 120 

GTEEESFITPLVLYCVLAATPTAIIFIGEISMYFIKSTRESLIAQEKTILTGECCYLNPL 104 

GTEEESFITPLVLYCVLAATPTAIIFIGEISMYFIKSTRESLI----------------- 103 

GTEEESFITPLVLYCVLAATPTAIIFIGEISMYFIKSTRESLIAQEKTILTGECCYLNPL 120 

                                     

LRRIIRFIGVFAFGLFATDIFVNAGQVVTGHLTPYFLTVCQPNYTSTDCRAHQQFINNGN 180 

LRRIVRFIGVFAFGLFATDIFVNAGQVVTGHLTPYFLTVCQPNYTSTDCRAHHQFINNGN 180 

LRRIVRFIGVFAFGLFATDIFVNAGQVVTGHLTPYFLTVCQPNYTSTDCRAHHQFINNGN 180 

LRRIVRFIGVFAFGLFATDIFVNAGQVVTGHLTPYFLTVCQPNYTSTDCRAHHQFINNGN 180 

LRRIVRFIGVFAFGLFATDIFVNAGQVVTGHLTPYFLTVCQPNYTSTDCRAHHQFINNGN 180 

LRRIIRFTGVFAFGLFATDIFVNAGQVVTGHLTPYFLTVCKPNYTSADCQAHHQFINNGN 164 

------------------------------------------------------------ 103 

LRRIIRFTGVFAFGLFATDIFVNAGQVVTGHLTPYFLTVCKPNYTSADCQAHHQFINNGN 180 

                                                                                                 

ICTGDLEVIEKARRSFPSKHAALSIYSALYATMYITSTIKTKSSRLAKPVLCLGTLCTAF 240 

ICTGDLEVIEKARRSFPSKHAALSIYSALYATMYITSTIKTKSSRLAKPVLCLGTLCTAF 240 

ICTGDLEVIEKARRSFPSKHAALSIYSALYATMYITSTIKTKSSRLAKPVLCLGTLCTAF 240 

ICTGDLEVIEKARRSFPSKHAALSIYSALYATMYITSTIKTKSSRLAKPVLCLGTLCTAF 240 

ICTGDLEVIEKARRSFPSKHAALSIYSALYATMYITSTIKTKSSRLAKPVLCLGDLCTAF 240 

ICTGDLEVIEKARRSFPSKHAALSIYSALYATMYITSTIKTKSSRLAKPVLCLGTLCTAF 224 

------------------------------------------------------------ 103 

ICTGDLEVIEKARRSFPSKHAALSIYSALYATMYITSTIKTKSSRLAKPVLCLGTLCTAF 240 

                                                                                                 

LTGLNRVSEYRNHCSDVIAGFILGTAVALFLGMCVVHNFRGTQGSPSKPKPEDPRGVPLM 300 

LTGLNRVSEYRNHCSDVIAGFILGTAVALFLGMCVVHNFKGTQGSASKPKPEDPRGVPLM 300 

LTGLNRVSEYRNHCSDVIAGFILGTAVALFLGMCVVHNFKGTQGSASKPKPEDPRGVPLM 300 
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rPRG3-eGFP 

rPRG3 (Q6WAY2) 

hPRG1 (A0A0J9YYG5) 

hPRG1 (M9MML5) 

hPRG3 (Q8TBJ4) 

 

mPRG3 (Q8BFZ2) 

rPRG3 (A0A0G2K0B1) 

rPRG3 (F1LR11) 

rPRG3-eGFP 

rPRG3 (Q6WAY2) 

hPRG1 (A0A0J9YYG5) 

hPRG1 (M9MML5) 

hPRG3 (Q8TBJ4)            

LTGLNRVSEYRNHCSDVIAGFILGTAVALFLGMCVVHNFKGTQGSASKPKPEDPRGVPLM 300 

LTGLNRVSEYRNHCSDVIAGFILGTAVALFLGMCVVHNFKGTQGSASKPKPEDPRGVPLM 300 

LTGL-------------------------------------------------------- 228 

------------------------------------------------------------ 103 

LTGLNRVSEYRNHCSDVIAGFILGTAVALFLGMCVVHNFKGTQGSPSKPKPEDPRGVPLM 300 

                                                                                                

AFPRIESPLETLSAQNHSASMTEVT 325 

AFPRIESPLETLSAQTGF------- 318 

AFPRIESPLETLSAQNHSASMTEVT 325 

AFPRIESPLETLSAQNHSASMTEVT 325 

AFPRIESPLETLSAQNHSASMTEVT 325 

------------------------- 228 

------------------------- 103 

AFPRIESPLETLSAQNHSASMTEVT 325                                                                             

Abbildung 52: Alignment der Aminosäuresequenzen mehrerer PRG3-Sequenzen von UniProt mit der Sequenz des von mir 

verwendeten rPRG3-Konstruktes (Plasmid: peGFP-N1-rPRG3): Es liegen mehrere Vergleichssequenzen vor, von welchen die 

Sequenz Q6WAY2 als einzige an Stelle 235 Asparaginsäure anstatt Threonin beinhaltet, was somit mutmaßlich eine fehlerhafte 

Angabe ist. Die DNA-Sequenz des verwendeten Plasmids wurde mittels Expasy in Aminosäuresequenzen umgeschrieben und eine 

gemeinsame Sequenz mittels Alignment der Sequenzen von Forward und Reverse Primer ermittelt. Fett gedruckt sind die 

Transmembrandomänen (s. UniProt). Abbildung selbstkreiert basierend auf dem Alignment von UniProt. 

 

PRG4: kein Nachweis einer Mutation 

mPRG4 

mPRG4-eGFP 

 

mPRG4 

mPRG4-eGFP 

 

mPRG4 

mPRG4-eGFP 

 

mPRG4 

mPRG4-eGFP 

 

mPRG4 

mPRG4-eGFP 

 

mPRG4 

mPRG4-eGFP 

MAGGRPHLKRSFSIIPCFVFVESVLLGIVVLLAYRLEFTDTFPVHTQGFFCYDSAYAKPY 60 

MAGGRPHLKRSFSIIPCFVFVESVLLGIVVLLAYRLEFTDTFPVHTQGFFCYDSAYAKPY 60 

 

PGPEAASRAPPALIYALVTAGPTLTILLGELARAFFPAPPSSSPVSGESTIVSGACCRFS 120 

PGPEAASRAPPALIYALVTAGPTLTILLGELARAFFPAPPSSSPVSGESTIVSGACCRFS 120 

 

PPLRRLVRFLGVYSFGLFTTTIFANAGQVVTGNPTPHFLSVCRPNYTALGCPPPSPDRPG 180 

PPLRRLVRFLGVYSFGLFTTTIFANAGQVVTGNPTPHFLSVCRPNYTALGCPPPSPDRPG 180 

                            

PDRFVTDQSACAGSPSLVAAARRAFPCKDAALCAYAVTYTAMYVTLVFRVKGSRLVKPSL 240 

PDRFVTDQSACAGSPSLVAAARRAFPCKDAALCAYAVTYTAMYVTLVFRVKGSRLVKPSL 240 

                            

CLALLCPAFLVGVVRVAEYRNHWSDVLAGFLTGAAIATFLVTCVVHNFQSRPHSGRRLSP 300 

CLALLCPAFLVGVVRVAEYRNHWSDVLAGFLTGAAIATFLVTCVVHNFQSRPHSGRRLSP 300 

                            

WEDLSQAPTMDSPLEKNPRPAGRIRHRHGSPHPSRRTVPAVAT 343 

WEDLSQAPTMDSPLEKNPRPAGRIRHRHGSPHPSRRTVPAVAT 343 

Abbildung 53: Alignment der Aminosäuresequenzen des verwendeten mPRG4 Konstruktes (Plasmid: peGFP-N1-mPRG4) zu 

mPRG4 Referenzsequenz: Blau: Referenzsequenz (UniProt ID: Q8VCY8). Alignment wurde mittels UniProt durchgeführt. Die 

DNA-Sequenz des verwendeten Plasmids wurde mittels Expasy in Aminosäuresequenzen umgeschrieben und eine gemeinsame 

Sequenz mittels Alignment der Sequenzen von Forward und Reverse Primer ermittelt. Fett gedruckt sind die 

Transmembrandomänen (s. UniProt). Abbildung selbstkreiert basierend auf dem Alignment von UniProt. 

 

PRG5: kein Nachweis einer Mutation 

rPRG5 

rPRG5-eGFP 

 

rPRG5 

MPLLPAALISSMLYFQMVIMAGTVMLAYYFEYTDTFTVNVQGFFCHDSAYRKPYPGPEDS 60 

MPLLPAALISSMLYFQMVIMAGTVMLAYYFEYTDTFTVNVQGFFCHDSAYRKPYPGPEDS 60 

                           

SAVPPVLLYSLAAGVPVLVIIVGETAVFCLQLATRDFENQEKTILTGDCCYINPLVRRTV 120 
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rPRG5-eGFP 

 

rPRG5 

rPRG5-eGFP 

 

rPRG5 

rPRG5-eGFP 

 

rPRG5 

rPRG5-eGFP 

 

rPRG5 

rPRG5-eGFP 

SAVPPVLLYSLAAGVPVLVIIVGETAVFCLQLATRDFENQEKTILTGDCCYINPLVRRTV 120 

                          

RFLGIYAFGLFATDIFVNAGQVVTGNLAPHFLALCKPNYTALGCQQYTQFISGEEACTGN 180 

RFLGIYAFGLFATDIFVNAGQVVTGNLAPHFLALCKPNYTALGCQQYTQFISGEEACTGN 180                           

 

PDLIMRARKTFPSKEAALSVYAAMYLTMYITNTIKAKGTRLAKPVLCLGLMCLAFLTGLN 240 

PDLIMRARKTFPSKEAALSVYAAMYLTMYITNTIKAKGTRLAKPVLCLGLMCLAFLTGLN 240 

                           

RVAEYRNHWSDVIAGFLVGISIAVFLVVCVVNNFKGRQPENGHLHRDNVARMPMTNIPRV 300 

RVAEYRNHWSDVIAGFLVGISIAVFLVVCVVNNFKGRQPENGHLHRDNVARMPMTNIPRV 300 

                           

ESPLEKNHITAFAEVT 316 

ESPLEKNHITAFAEVT 316 

Abbildung 54: Alignment der Aminosäuresequenzen des verwendeten rPRG5 Konstruktes (Plasmid: peGFP-N1-rPRG5) zu 

rPRG5 Referenzsequenz: Blau: Referenzsequenz (UniProt ID: B3VQM3). Alignment wurde mittels UniProt durchgeführt. Die 

DNA-Sequenz des verwendeten Plasmids wurde mittels Expasy in Aminosäuresequenzen umgeschrieben und eine gemeinsame 

Sequenz mittels Alignment der Sequenzen von Forward und Reverse Primer ermittelt. Fett gedruckt sind die 

Transmembrandomänen (s. UniProt). Abbildung selbstkreiert basierend auf dem Alignment von UniProt. 
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Plasmidkarten 

Bei den verwendeten Plasmiden handelt es sich um Konstrukte, welche in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Bräuer 

bereits zu Vorzeiten meines Projektes kloniert wurden. Digitale Plasmidkarten standen nicht zur Verfügung. Mithilfe 

der Sequenzierungsergebnisse und bei bekannten Vektoren (pEGFP-N1/C1) wurden für einige der Plasmide innerhalb 

des Projektes mittels der Programme SnapGene Viewer und SerialCloner digitale Plasmidkarten erstellt, wobei diese 

nur eine Annäherung an die Wirklichkeit darstellen. Hierbei wurde digital eine Klonierung des PRG-Gens in den 

Vektor vorgenommen. 

CFPMem: Plasmidkarte verfügbar unter (229) 

peGFP-N1-hPrg1 

 

Abbildung 55: digitale Plasmidkarte peGFP-N1-hPrg1 13/79 (SnapGene Viewer) 
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peGFP-N1-rPrg2 

 

Abbildung 56: digitale Plasmidkarte peGFP-N1-rPrg2 39/69 (SnapGene Viewer) 
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peGFP-N1-rPrg3 

 

Abbildung 57: digitale Plasmidkarte peGFP-N1-rPrg3 35/65 (SnapGene Viewer) 
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peGFP-N1-mPrg4 

 

Abbildung 58: digitale Plasmidkarte peGFP-N1-mPrg4 5/143 (SnapGene Viewer) 
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peGFP-N1-rPrg5 

 

Abbildung 59: digitale Plasmidkarte peGFP-N1-rPrg5 37/146 (SnapGene Viewer) 
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Material zur Erstellung der Plasmidkarten 

Tabelle 38: Restriktionsenzyme, genutzt für das digitale Klonieren von PRGs in die jeweiligen Vektoren (um digitale 

Plasmidkarten zu erstellen) (Karten s.o.). Es handelt sich bei den Plasmidkarten nur um eine Annäherung der Realität, da das 

Plasmid nicht in Gänze sequenziert wurde und die tatsächlich verwendeten Restriktionsenzyme bei allen Plasmiden bekannt waren. 

peGFP-N1-hPrg1 (79) 

Primer 

Name 

Restrictionsenzym nonsense Restriktionsabschnitt Homologe Sequenz 

hPRG1-

eGFP-

for_Xho1 

Xho I tattc ctcgag ATGCAGCGCGCTGGCTCCAG 

hPRG1-

eGFP-

rev_BamHI 

BamHI tattc ggatccat ATCCTTATAAGCCCGTGTGG

G 

peGFP-N1-rPrg2 (69) 

Primer 

Name 

Restrictionsenzym Zusatz Restriktionsabschnitt Homologe Sequenz 

rPRG2-

eGFP-

for_HindIII 

HindIII tattc AAGCTT ggccctccggggaggttaga 

rPRG2-

eGFP-

rev_BamHI 

BamHI tattc ggatccat GTCCTGGTACCTCCTGGCCT 

peGFP-N1-rPrg3 (65) 

Primer 

Name 

Restrictionsenzym nonsense Restriktionsabschnitt Homologe Sequenz 

rPRG3-

eGFP-

for_Blg2 

Blg2 tattc AGATCT ATGGCTGTAGAGAACAACAC 

rPRG3-

eGFP-

rev_EcoR1 

EcoR1 tattc GAATTCatat GGTGACTTCGGTCATGGAGG 

peGFP-N1-mPrg4 (143) 

Primer 

Name 

Restrictionsenzym nonsense Restriktionsabschnitt Homologe Sequenz 

mPRG4-

eGFP-HindIII 

Hind III tattc AAGCTT atggctggagggagacctca 

mPRG4-

eGFP-BamHI 

BamHI tattc GGATCCat caggtggccacggcgggcac 

peGFP-N1-rPrg5 (143) → Plasmidkarte erstellt und freundlicherweise zur Verfügung gestellt durch Danara Vonk, 

PhD Studentin ebenfalls in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Bräuer 
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Deskriptive Statistiken zu Abbildungen 

Zu Abbildung 16 

Tabelle 39: deskriptive Statistik zu Abbildung 16: Werte relativ zu GAPDH. Für weitere Informationen s. ebd. 

 Neuro2a Neocortex P5 

 Mittelwert Standardabweichung Mittelwert Standardabweichung 

PRG1 0,00026762 0,000138617887550633   

PRG2 0,00136258566666667 0,0002913443402751   

PRG3 
4,67490333333333e-

006 

2,44548548518149e-

006 
0,004217 0,003652 

PRG4 0,00724060966666667 0,0026929917235501   

PRG5 0,00393122666666667 0,00178456362468429   

 

Tabelle 40: deskriptive Statistik zu Abbildung 16: Werte relativ zu Aktin. Für weitere Informationen s. ebd. 

 Neuro2a Neocortex P5 

 Mittelwert Standardabweichung Mittelwert Standardabweichung 

PRG1 0,0000777082 0,0000469982684459757   

PRG2 0,000393063666666667 0,0001426043157914   

PRG3 1,186297e-006 3,15132151179469e-007 0,004217 0,003652 

PRG4 0,00210211233333333 0,00108993145782583   

PRG5 0,00116951833333333 0,000627085465771878   

 

Zu Abbildung 27 

Tabelle 41: deskriptive Statistik zu Abbildung 27. Für weitere Informationen s. ebd. 

CFPMem vs A B C D E F G H I 

rPRG2-eGFP 0,1335 0,6354 >0,9999 0,1791 0,3966 0,8974 0,0982 0,8696 >0,9999 

eGFP-rPRG2 0,0005 0,0141 >0,9999 0,3957 >0,9999 0,6295 >0,9999 0,8344 >0,9999 

eGFP-rPRG2-

ΔC 

0,3373 >0,9999 >0,9999 0,0124 >0,9999 0,8974 0,0815 0,4321 0,2067 

rPRG3-eGFP 0,0022 0,3219 >0,9999 >0,9999 0,0430 0,6295 0,2756 0,0456 0,3310 

 

Tabelle 42: deskriptive Statistik zu Abbildung 27: Für weitere Informationen s. ebd. 

 CFPMem rPRG2-eGFP eGFP-rPRG2 eGFP-rPRG2-ΔC rPRG3-eGFP 

 Median IQR Median IQR Median IQR Median IQR Median IQR 

A 3,5 2 5 3 6 3 4 3 6 3 

B 66,68 57,64 92,21 47,95 106,6 62,36 78,66 67,29 86,68 67,51 

C 18,45 18,08 19,08 12,13 18,17 16,39 20,05 13,56 15,79 11,91 

D 1,83 1,26 1,46 0,86 1,547 0,77 1,36 0,73 1,53 1,14 

E 1,94 1,12 2,19 0,93 1,85 0,7 1,80 1,08 2,50 1,7 
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F 0,19 0,15 0,21 0,14 0,15 0,11 0,18 0,14 0,25 0,2 

G 1,23 0,95 0,85 0,55 0,95 0,55 0,76 0,86 0,84 0,56 

H 0,51 0,53 0,52 0,59 0,44 0,36 0,29 0,51 0,68 0,46 

I 0,05 ,21 0,08 0,16 0,02 0,15 0 0,10 0,21 0,45 

 

Zu Abbildung 28 

Tabelle 43: deskriptive Statistik zu Abbildung 28: Expression relativ zu den Referenzgenen Aktin und GAPDH. Für weitere 

Informationen s. Abbildung 28. 

 Neuro2a (rel zu Aktin) Neuro2a (rel zu GAPDH) 

 Mittelwert Standardabweichung Mittelwert Standardabweichung 

Lpar1 0,00590931433333333 0,00113144781923884 0,0155230353333333 0,00945113509124197 

Lpar2 0,00559580366666667 0,00303598879356633 0,0209287746666667 0,0149076497713098 

Lpar3 0 0 0 0 

Lpar4 1,67951666666667e-

004 

5,36500831810477e-

005 

0,000588033333333333 1,52961427978864e-

004 

Lpar5 2,75331e-004 1,59363084156903e-

004 

0,00127505166666667 0,00118937591259969 

Lpar6 0,0058689369 0,00514949077664716 0,0187224149 0,0163492437903833 

 

Tabelle 44: deskriptive Statistik zu Abbildung 28: Expression relativ zu Referenzgen Aktin. Für weitere Informationen s. 

Abbildung 28. 

 Hoden 12 Monate Hoden P20 Hoden P30 

 Mittelwert Standardabwe

ichung 

Mittelwert Standardabwe

ichung 

Mittelwert Standardabwe

ichung 

Lpar3 0,000005000

01213333333 

0,000008660

24353008017 

0,000054224

0666666667 

0,000021981

182433239 

0,000051569

3 

0,000035268

0301064576 

 

Tabelle 45: deskriptive Statistik zu Abbildung 28: Expression relativ zu Referenzgen GAPDH. Für weitere Informationen s. ebd. 

 Hoden 12 Monate Hoden P20 Hoden P30 

 Mittelwert Standardabwe

ichung 

Mittelwert Standardabwe

ichung 

Mittelwert Standardabwe

ichung 

Lpar3 0,000005000

01213333333 

0,000008660

24353008017 

0,000092385 0,000054415

9891116573 

0,000269640

933333333 

0,000218912

068665511 

 

Zu Abbildung 30 

Tabelle 46: deskriptive Werte zu Abbildung 30. Für weitere Informationen s. ebd. 

 A Mittelwert Standardabweichung 

Krebs-Ringer´s Lösung  komplett 19,2 17,89 

Kontrolllösung 1: FAFBSA 1% Puffer in Ringer komplett 25,28 15,91 

Kontrolllösung 2: FAFBSA 1% Puffer in DMEM 69,85 5,883 
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Kontrolllösung 3: FAFBSA 1% Puffer in Ringer ohne Salze 99,02 1,697 

LPA (in Kontrolllösung 1) 68,18 17,41 

 

Tabelle 47: P-Werte zu Abbildung 30. Für weitere Informationen s. ebd. 

Lösung 1 vs Lösung 2  p-Wert 

Krebs-Ringer´s Lösung  komplett Kontrolllösung 1 ns >0,9999 

Krebs-Ringer´s Lösung  komplett Kontrolllösung 2 ns 0,1183 

Krebs-Ringer´s Lösung  komplett Kontrolllösung 3 ** 0,0058 

Krebs-Ringer´s Lösung  komplett LPA (in Kontrolllösung 1) * 0,0383 

Kontrolllösung 1  Kontrolllösung 2 ns 0,4570 

Kontrolllösung 1 Kontrolllösung 3 ns 0,0507 

Kontrolllösung 1.  LPA (in Kontrolllösung 1) ns 0,3097 

Kontrolllösung 2 Kontrolllösung 3 ns >0,9999 

Kontrolllösung 2 LPA (in Kontrolllösung 1) ns >0,9999 

Kontrolllösung 3 LPA (in Kontrolllösung 1) ns >0,9999 

 

Zu Abbildung 32 

Tabelle 48: deskriptive Werte zu Abbildung 32. Für weitere Informationen s. ebd. 

 Zeit (min) Mittelwert Standardabweichung 

Kontrollbehandlung  0  84,89 42,27 

5 78,30 57,69 

10 74,80 50,91 

15 74,61 51,22 

20 72,66 50,83 

LPA 10µM 0 72,66 50,83 

5 46,48 33,72 

10 37,83 30,23 

15 32,93 28,81 

20 29,55 27,24 

 

Zu Abbildung 35 

Tabelle 49: deskriptive Statistik zu Abbildung 35. Für weitere Informationen s. ebd. 

 Zeit (min) Mittelwert Standardabweichung 

Kontrollbehandlung 10 0  43,00 24,74 

5 39,64 25,03 

10 35,66 24,20 

15 34,92 21,07 

20 36,50 20,80 
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LPA 10 µM 0 36,50 20,80 

5 20,62 19,91 

10 9,54 11,70 

15 6,10 9,28 

20 5,35 8,33 

Kontrollbehandlung 5 0  34,48 19,94 

5 32,58 18,63 

10 30,96 17,07 

15 30,71 17,57 

20 31,85 17,97 

LPA 5 µM 0 31,85 17,97 

5 23,61 14,99 

10 21,51 14,50 

15 19,38 14,58 

20 19,06 15,36 

 

Zu Abbildung 36 

Tabelle 50: Deskriptive Werte zu Abbildung 36 (absolute Werte in µm). Für weitere Informationen s. ebd. 

Zeit LPA 10 µM Behandlung (min) 0 5 10 15 20 

CFPMem (1, 220) Mittelwert 36,50 20,62 9,54 6,10 5,35 

Standardabweichung 20,80 19,91 11,70 9,28 8,33 

N 23 23 23 23 23 

rPRG2-eGFP (2, 69) Mittelwert 26,75 21,28 14,57 12,46 11,11 

Standardabweichung 13,26 14,27 16,72 15,68 15,68 

N 15 15 15 15 15 

eGFP-rPRG2 (3, 182) Mittelwert 46,45 31,08 26,66 21,26 19,55 

Standardabweichung 24,89 23,13 19,91 17,86 18,10 

N 17 17 17 17 17 

eGFP-rPRG2 DeltaC 

(4, 140) 

Mittelwert 24,60 16,31 11,79 9,52 8,33 

Standardabweichung 16,12 15,06 12,29 11,08 10,76 

N 16 16 16 16 16 

rPRG3-eGFP (5, 65) Mittelwert 34,50 25,23 21,55 18,88 17,76 

Standardabweichung 21,12 21,34 21,25 21,81 21,39 

N 26 26 26 26 26 
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Tabelle 51: Deskriptive Werte zu Abbildung 36 (relative Werte in %). Für weitere Informationen s. ebd. 

Zeit LPA 10 µM Behandlung (min) 0 5 10 15 20 

CFPMem (1, 220) Mittelwert 100 47,84435 23,76304 14,7813 13,00913 

Standardabweichung 0 30,94645 23,34816 18,34445 16,83047 

N 23 23 23 23 23 

rPRG2-eGFP (2, 

69) 

Mittelwert 100 78,53267 46,84867 38,896 33,27133 

Standardabweichung 0 27,95758 40,08407 37,74094 37,7704 

N 15 15 15 15 15 

eGFP-rPRG2 (3, 

182) 

Mittelwert 100 60,00706 53,73294 41,98118 38,16471 

Standardabweichung 0 26,20836 26,23787 24,64734 27,90399 

N 17 17 17 17 17 

eGFP-rPRG2 

DeltaC (4, 140) 

Mittelwert 100 60,14375 40,93813 32,41938 29,46563 

Standardabweichung 0 34,25212 33,95854 32,25058 34,41797 

N 16 16 16 16 16 

rPRG3-eGFP (5, 

65) 

Mittelwert 100 70,03885 58,42692 47,63538 43,69808 

Standardabweichung 0 29,79808 30,44163 32,40384 34,23732 

N 26 26 26 26 26 

 

Tabelle 52: Signifikanzniveaus zugehörig zu Abbildung 36. Bei nicht normalverteilten Daten wurde der Kruskall-Wallis-Test mit 

Dunn-Bonferroni-Korrektur für das multiple Testen (SPSS) verwendet (p-Werte: ns - p > 0.05, * - p < 0.05, ** - p < 0.01, *** - p 

< 0.001). 

10 µM absolute 

Werte (µM) 
CFPMem vs. 

Dauer LPA 

Behandlung 
rPRG2-eGFP eGFP-rPRG2 eGFP-rPRG2-ΔC rPRG3-eGFP 

0 min 1,000 1,000 0,614 1,000 

5 min 1,000 0,804 1,000 1,000 

10 min 1,000 0,011* 1,000 0,066 

15 min 1,000 0,009** 1,000 0,028* 

20 min 1,000 0,014* 1,000 0,032* 

10 µM relative 

Werte (%) 
CFPMem vs. 

Dauer LPA 

Behandlung 
rPRG2-eGFP eGFP-rPRG2 eGFP-rPRG2-ΔC rPRG3-eGFP 

0 min 1,000 1,000 1,000 1,000 

5 min 0,027** 1,000 1,000 0,170 

10 min 0,418 0,036* 1,000 0,002** 

15 min 0,269 0,017* 0,600 0,002** 

20 min 1,000 0,037* 1,000 0,005** 
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Zu Abbildung 38: 

Tabelle 53: Deskriptive Werte zu Abbildung 38 (absolute Werte in µm). Für weitere Informationen s. ebd. 

Zeit LPA 5 µM Behandlung (min) 0 5 10 15 20 

CFPMem (1, 220) Mittelwert 31,85 23,61263 21,50921 19,37789 19,06 

Standardabweichung 17,97419 14,98913 14,49878 14,58359 15,3622 

N 38 38 38 38 38 

rPRG2-eGFP (2, 69) Mittelwert 22,0965 14,5125 11,2755 10,5475 9,971 

Standardabweichung 12,2677 12,17831 9,723052 10,00104 9,973246 

N 20 20 20 20 20 

eGFP-rPRG2 (3, 182) Mittelwert 24,23923 17,32577 14,04462 12,23654 11,32577 

Standardabweichung 16,8885 15,38026 14,64337 13,96549 13,49004 

N 26 26 26 26 26 

eGFP-rPRG2 DeltaC 

(4, 140) 

Mittelwert 21,37111 13,18167 10,83611 9,813333 8,508333 

Standardabweichung 12,92351 12,27348 11,31643 11,20603 9,703425 

N 18 18 18 18 18 

rPRG3-eGFP (5, 65) Mittelwert 18,35382 15,23735 12,66727 10,92667 10,38242 

Standardabweichung 11,26674 10,48421 10,65761 10,01154 9,758549 

N 33 33 33 33 33 

 

Tabelle 54: Deskriptive Werte zu Abbildung 38 (relative Werte in %). Für weitere Informationen s. ebd. 

Zeit LPA 5 µM Behandlung (min) 0 5 10 15 20 

CFPMem (1, 220) Mittelwert 100 74,17921 67,12974 60,34974 58,38895 

Standardabweichung 0 20,92389 23,2281 25,0458 27,22716 

N 38 38 38 38 38 

rPRG2-eGFP (2, 69) Mittelwert 100 54,5605 44,0235 41,32 39,41 

Standardabweichung 0 32,55141 27,38043 29,68072 29,61053 

N 20 20 20 20 20 

eGFP-rPRG2 (3, 182) Mittelwert 100 75,79654 61,53692 55,17 54,99346 

Standardabweichung 0 55,92666 54,47779 55,14153 66,41047 

N 26 26 26 26 26 

eGFP-rPRG2 DeltaC 

(4, 140) 

Mittelwert 100 58,99889 48,64889 41,01444 36,38667 

Standardabweichung 0 28,67074 29,13676 33,58199 30,54675 

N 18 18 18 18 18 

rPRG3-eGFP (5, 65) Mittelwert 100 83,81029 57,82182 47,83485 45,29273 

Standardabweichung 0 35,01428 35,11287 36,59832 35,84292 

N 33 33 33 33 33 
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Tabelle 55: Signifikanzniveaus zugehörig zu Abbildung 38. Bei nicht normalverteilten Daten wurde der Kruskall-Wallis-Test mit 

Dunn-Bonferroni-Korrektur für das multiple Testen (SPSS) verwendet (p-Werte: ns - p > 0.05, * - p < 0.05, ** - p < 0.01, *** - p 

< 0.001). 

5 µM absolute Werte CFPMem - 

Dauer LPA 

Behandlung 
rPRG2-eGFP eGFP-rPRG2 eGFP-rPRG2-ΔC rPRG3-eGFP 

0 min 0,677 0,525 0,413 0,005** 

5 min 0,161 0,490 0,045* 0,211 

10 min 0,084 0,154 0,026* 0,084 

15 min 0,177 0,168 0,054 0,089 

20 min 0,174 0,116 0,032 0,076 

5 µM relative Werte CFPMem - 

Dauer LPA 

Behandlung 
rPRG2-eGFP eGFP-rPRG2 eGFP-rPRG2-ΔC rPRG3-eGFP 

0 min 1,000 1,000 1,000 1,000 

5 min 0,363 0,551 0,069 1,000 

10 min 0,065 1,000 0,306 1,000 

15 min 0,392 1,000 0,350 1,000 

20 min 0,394 1,000 0,265 1,000 
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Erklärungen 
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Votum informativum der Erstbetreuerin Frau Prof. Dr. Anja Bräuer 
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Zustimmungsbescheid gemäß Gentechnikgesetz 
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Anzeige der Tötung von Tieren zur Entnahme von Organen und Geweben 

Es wurde bei der qRT-PCR murine cDNA aus der laboreigenen cDNA-Datenbank als Positivkontrolle verwendet, 

welche in Vorzeiten in der Forschungsgruppe der Erstbetreuerin Frau Prof. Dr. Bräuer an der Charité Berlin 

generiert wurde. 

Hier die entsprechende Anzeige: 

 

 


