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1 Einleitung 

1.1 Proteine 

Proteine sind die in der Zelle am häufigsten auftretenden Makromoleküle. Sie erfüllen sowohl intra- 

als auch interzellulär vielfältige Funktionen und beeinflussen damit die zellulären Prozesse, wie 

Zellwachstum und Proliferation. Beispielsweise können sie als Transporter, Enzyme, Hormone oder 

Strukturmoleküle agieren, aber auch bei der Zellmigration und Proteinfaltung assistieren (LaPelusa und 

Kaushik 2022). Die Relevanz der Proteine zeigt sich bereits im Namen. Dieser wurde erstmals von 

Johannes Mulder im Jahre 1839 publiziert und von dem griechischen Wort proteios abgeleitet, was als 

vorrangig bzw. von herausragender Bedeutung übersetzt werden kann (Mulder 1839). 

Ihre Relevanz resultiert unausweichlich in einer akkuraten Regulation der Proteine. Diese wird als 

Proteostase beschrieben, welches aus den Wörtern Protein und Homöostase zusammengesetzt ist. Sie 

spielt demnach eine wichtige Rolle für zelluläre Funktionen, für die Differenzierung der Zellen und 

Gewebe sowie für deren Anpassung an exogene (z.B. Hitzestress, Infektionen) oder endogene Faktoren 

(z.B. Altern). Die Proteostase umfasst genauer gesagt die Aufrechterhaltung der Konzentration, die 

Beeinflussung der Konformation und die Lokalisation der Proteine sowie die Interaktion individueller 

Proteine mit dem restlichen Proteom. Dies wird unter anderem durch eine Regulation der 

Proteinbiosynthese, der Proteinfaltung, des Proteintransports und der Proteindegradation erzielt 

(Kurtishi et al. 2019).  

Proteine werden in unterschiedlicher Weise aus 20 verschiedenen Aminosäuren zusammengesetzt, 

welche über Peptidbindungen verknüpft sind. Dies wurde bereits 1902 von Emil Fischer und Franz 

Hofmeister postuliert (Fischer 1902; Hofmeister 1902). Die lineare Abfolge der Aminosäurenkette wird 

als Primärsequenz bezeichnet und aus der Basensequenz der mRNA translatiert. Die mRNA wird 

wiederum durch die Transkription der DNS und posttranskriptionalen Modifikationen gebildet. Zur 

Ausübung seiner physiologischen Funktion wird das Protein gefaltet. Dabei erfolgt die erste räumliche 

Anordnung der Primärstruktur durch Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Aminosäureresten. 

Diese wird als Sekundärstruktur bezeichnet und beinhaltet fünf verschiedene Motive: α-Helix, β-

Faltblatt, β-Schleifen, Ω-Schleifen und ungeordnete Strukturen. Die Interaktionen dieser Domänen 

durch Disulfidbrücken, Van-der-Waals-Kräfte, ionische oder hydrophobe Wechselwirkungen 

resultieren in einer Tertiärstruktur. In dieser Form sind die meisten Proteine physiologisch aktiv. Einige 

bilden mit weiteren Makromolekülen supramolekulare Komplexe. Die dabei entstehende Struktur wird 

als Quartärstruktur beschrieben (Berg et al. 2018). 
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1.2 Proteinqualitätskontrolle 

Die Faltung der Proteine wird durch verschiedene Einflüsse bestimmt. Dazu zählt neben der 

Aminosäuresequenz, die Länge des Proteins (Anfinsen et al. 1954), die Anzahl und Substrukturen der 

Domänen (Komplexität), der verfügbare Platz für das entsprechende Protein sowie die Zell- bzw. 

Gewebeart (van den Berg et al. 1999). Entsprechend des Levinthal-Paradoxons kann das Protein nicht 

zufällig seine native Konformation durch Ausprobieren aller Möglichkeiten annehmen (Levinthal 

1969). Stattdessen erfolgt die spontane Faltung in vivo entlang eines Energiegefälles (Dobson und Ellis 

1998). Das bedeutet, dass die Konformation nativer Proteine, welche in lebenden Organismen gefaltet 

wurden, oft mit der unter physiologischen Bedingungen thermodynamisch stabilsten Struktur 

korreliert und für die physiologische Funktion der Proteine optimiert ist.  

Zusätzlich zu der Faltung entlang des Energiegefälles werden die Proteine durch unterschiedliche intra- 

und intermolekulare Interaktionen beeinflusst. Diese Wechselwirkungen werden unter anderem von 

dem Proteinqualitätskontrollsystem genutzt. Das Proteinqualitätskontrollsystem ist ein zellulärer 

Schutzmechanismus, der für die Aufrechterhaltung des funktionierenden Proteoms und somit für die 

physiologische Aktivität der Zelle zuständig ist. Es kommt in allen eukaryotischen Zellen vor und 

befindet sich zum großen Teil im Zytoplasma, aber auch in anderen Zellkompartimenten (Pohl und 

Dikic 2019). 

Eine wichtige Aufgabe der Proteinqualitätskontrolle ist die Überwachung der Proteinfaltung 

(Abbildung 1). Dabei spielen Molekulare Chaperone eine tragende Rolle. Der Begriff Chaperon kommt 

aus dem französischen und bedeutet so viel wie „Anstandsdame“. Er wurde erstmal 1978 von Ron 

Laskey eingeführt und beschreibt Proteine, welche die Faltung von ungefalteten Proteinen und 

Intermediaten unterstützen ohne dabei selbst verbraucht zu werden (Laskey et al. 1978). Sie treten im 

Zytoplasma, Nukleus, endoplasmatischen Retikulum sowie in den Mitochondrien auf (Daugaard et al. 

2007). Weiterhin sortieren die molekularen Chaperone die nativen Proteine in ihre Kompartimente 

und erkennen fehlgefaltete Proteine. Ein prominenter Vertreter für die Erkennung fehlgefalteter 

Proteine ist das Hitzeschockprotein HSP70 (Rosenzweig et al. 2019). 

Neben der Proteinfaltung ist die Degradation der Proteine ein wichtiger Teil der 

Proteinqualitätskontrolle. Sie dient der Regulation der Proteinkonzentrationen, insbesondere von 

metabolischen Enzymen, Transkriptionsfaktoren oder für den Zellzyklus benötigte Proteine und spielt 

somit eine tragende Rolle beim Zellwachstum, der Proliferation und der Signaltransduktion. Der Abbau 

erfolgt über zwei verschiedene Mechanismen: über das Ubiquitin-Proteasom-System oder über die 

Autophagie (Pohl und Dikic 2019). Letztere leitet sich von dem griechischen Wort autophagos ab, was 

„sich selbst essend“ bedeutet. Für ihre Entdeckung bekam Ohsumi 2016 den Nobelpreis verliehen. 
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Dabei werden unerwünschte Proteine, aber auch eigene Zellorganellen in Lysosomen degradiert 

(Tsukada und Ohsumi 1993). Die Autophagie konnte in den meisten Eukaryoten detektiert werden und 

wird in Makroautophagie, Mikroautophagie und Chaperon-vermittelte Autophagie unterschieden 

(Wong et al. 2020). Letztere ist ein Beispiel für das Zusammenspiel der einzelnen Komponenten des 

Proteinqualitätskontrollsystems. Neben der Autophagie erfolgt die Proteindegradation ebenfalls über 

das Ubiquitin-Proteasom-System. Die Regulation über welchen Mechanismus die Proteine abgebaut 

werden, wird unter anderem von der Menge und der Größe der abzubauenden Proteine bestimmt 

(Zientara-Rytter und Subramani 2019). 

  

Abbildung 1: Proteinqualitätskontrolle  
Die von der mRNA translatierte Aminosäurekette wird bei der Faltung von molekularen Chaperonen unterstützt. 

Dabei entstehen zunächst die Sekundärstrukturen (Intermediat), welche anschließend das native Proteine bilden 

oder fehlgefaltet werden. Beide Prozesse sind reversibel. Zur Regulation der Proteinkonzentration und bei einem 

Überschuss an fehlgefalteten Proteinen werden die Proteine über das Ubiquitin-Proteasom-System oder über 

Autophagie degradiert. Bei einem erfolglosen Abbau der Proteine induziert die Zelle die Apoptose (Kulka et al. 

2020). 

Das Ubiquitin-Proteasom-System ist ein mehrstufiger Prozess zum kontrollierten Abbau von Proteinen 

(Hershko et al. 1981). Für seine Entdeckung erhielten Avram Hershko, Aaron Ciechanover, und Irwin 

Rose 2004 den Nobelpreis. Das Ubiquitin-Proteasom-System oder ähnliche Vertreter konnten in 

Eukaryoten, Archaeen (Fu et al. 2016) und einigen Bakterien (Bode und Darwin 2014) beobachtet 
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werden und tritt im Zytoplasma und Nukleus auf (Pohl und Dikic 2019). Die Markierung der Proteine 

erfolgt über eine Polyubiquitinierung (s. 1.4), welche in einer Degradation der Proteine durch das 

Proteasom resultiert. Das Proteasom ist ein Proteinkomplex aus multikatalytischen Proteasen. Zum 

Abbau der Proteine werden die markierten Proteine entfaltet und von den katalytischen 

Untereinheiten in kurze Peptide gespalten (Chowdhury und Enenkel 2015). Diese werden meistens im 

Zytoplasma durch weitere Peptidasen in ihre Aminosäuren zerlegt, sodass die Aminosäuren für eine 

erneute Proteinbiosynthese zur Verfügung stehen (Vigneron und van den Eynde 2014). Damit sind die 

Proteinbiosynthese und die Proteindegradation innerhalb der Zellen stark miteinander verknüpft. 

Neben der Regulation der Proteinkonzentrationen und der Produktion von Aminosäuren für die 

Biosynthese neuer Proteine sind weitere wichtige Aufgaben des Proteasoms der Abbau von 

fehlgefalteten Proteinen (s. 1.5), sowie die Auslösung einer Immunantwort. Um eine Immunantwort 

auslösen zu können, werden die Peptide nicht im Zytoplasma in ihre Aminosäuren gespalten, sondern 

im endoplasmatischen Retikulum an Moleküle des Haupthistokompatibilitätskomplexes I gebunden 

und auf der Oberfläche der Zellen für Immunzellen präsentiert (Vigneron und van den Eynde 2014). 

Wie bereits erwähnt, spielt die Polyubiquitinierung eine wichtige Rolle für die Erkennung der 

abzubauenden Proteine. Das Proteasom besitzt selbst intrinsische Ubiquitin-Rezeptoren, sodass 

Substrate, welche sich in der Nähe befinden, erkannt und degradiert werden können, jedoch können 

weiter entfernte, markierte Proteine nicht abgebaut werden. Dazu greift die Zelle auf sogenannte 

Proteasomshuttlingfaktoren zurück. 

1.3 Proteinshuttlingfaktoren HR23A und HR23B 

Proteasomshuttlingfaktoren erkennen polyubiquitinierte Proteine und leiten sie zum Proteasom 

weiter. Dazu besitzen sie eine N-terminale UBL-Domäne (Ubiquitin-like, Ubiquitin-ähnliche Domäne), 

welche an das Proteasom bindet und mindestens eine C-terminale UBA-Domäne (Ubiquitin-assoziierte 

Domäne), welche die Polyubiquitinierung der markierten Proteine erkennt (Su und Lau 2009). Zwei 

Vertreter der Proteasomshuttlingfaktoren sind das humane Rad23A (HR23A) und das humane Rad23B 

(HR23B) (Elsasser et al. 2004; Verma et al. 2004), wobei HR23B in embryonalen Fibroblasten von 

Mäusen in einer zehnfach höheren Konzentration in den Zellen auftritt (Okuda et al. 2004). Beide 

Proteasomshuttlingfaktoren besitzen eine N-terminale UBL-Domäne sowie zwei C-terminale UBA-

Domänen. HR23A ist mit 363 Aminosäuren kleiner als HR23B, welches aus 409 Aminosäuren besteht 

(Yokoi und Hanaoka 2017). Sie sind Homologe zu Rad23, welches zuerst in Saccharomyces cerevisiae 

entdeckt und im Zusammenhang mit der Nukleotidexzisionsreparatur beschrieben wurde (Sugasawa 

et al. 1997; Okuda et al. 2004; Ng et al. 2003).  
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Diese Funktion wird auf die STI-Domäne zurückgeführt (Abbildung 2A). Die STI-Domäne bindet an XPC 

(Xeroderma pigmentosum Komplementationsgruppe C) und bildet einen Komplex, welcher Läsionen, 

die DNS-Doppelstränge thermodynamisch destabilisieren, erkennt. Daraufhin assembliert der 

Komplex zur DNS-Reparatur mit weiteren NER-Faktoren (Maltseva et al. 2007). Die 

Nukleotidexzisionsreparatur ist besonders in der G1-Phase des Zellzyklus prominent (Sarkar et al. 

2006; Katiyar und Lennarz 2005), tritt aber auch während andere Zellzyklusphasen auf. 

 

Abbildung 2: Proteasomshuttlingfaktoren HR23A und HR23B 

Die Proteasomshuttlingfaktoren HR23A und HR23B besitzen jeweils eine UBL-Domäne, welche an das Proteasom 

bindet, und zwei UBA-Domänen, welche polyubiquitinierte fehlgefaltete Proteine erkennen und zum Proteasom 

weiterleiten. In Abbildung 2A ist der Aufbau der Proteasomshuttlingfaktoren dargestellt, Abbildung 2B zeigt die 

Markierung und Weiterleitung der fehlgefalteten Proteine (Tsuchiya et al. 2020).  

Weiterhin wurde für HR23B der Transport zwischen Nukleus und Zytoplasma als Funktion beschrieben 

(Okeke et al. 2020), sowie die Rolle von HR23A und HR23B in der Proteindegradation durch das 

Ubiquitin-Proteasom-System (Abbildung 2B). Die N-terminale UBL-Domäne der 

Proteasomshuttlingfaktoren interagiert mit dem Proteasom an der Untereinheit Rpn10 (auch als 

PSMD4 bzw. S5a bezeichnet) (Ryu et al. 2003; Walters et al. 2003). Dabei bindet die Domäne nicht nur 

an das Proteasom sondern aktiviert gleichzeitig seine Peptidase sowie ATPase, sodass die 

Proteasomshuttlingfaktoren einen Einfluss auf die Kapazität der Proteindegradation haben (Collins 

und Goldberg 2020). Dies wird durch die Phosphorylierung der UBL-Domäne reguliert (Liang et al. 

2014). Die C-terminalen UBA-Domänen binden hingegen an polyubiquitinierte Proteine (Chen et al. 
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2001; Chen und Madura 2002; New et al. 2013). Proteasomshuttlingfaktoren können eine 

unterschiedliche Anzahl an UBA-Domänen haben, HR23A und HR23B besitzen jeweils zwei. Eine 

bereits beschriebene Interaktion der UBA-Domänen ist beispielsweise eine Bindung an Ataxin-3 (s. 1.6) 

(Chen und Madura 2006). 

1.4 Posttranslationale Modifikationen 

Der Einfluss der Ubiquitinierung auf die Degradation von Proteinen verdeutlicht ihre Bedeutung in der 

Zelle. Die Ubiquitinierung ist eine posttranslationale Modifikation. Neben der Proteindegradation 

können posttranslationale Modifikationen auch durch veränderte intra- und intermolekulare 

Interaktionen Einfluss auf die Proteinfaltung und -aktivierung nehmen (Wang et al. 2013). Somit sind 

sie an vielen zellulären Prozessen beteiligt, darunter die Regulation von Transkription und Translation, 

in der Signaltransduktion, der Endozytose, der DNS-Reparatur und der Regulation von Zellzyklus, 

Zelldifferenzierung und Entzündungsreaktionen (Olzscha 2019). Weiterhin kann die Bindung von 

molekularen Chaperonen an Proteine durch posttranslationale Modifikationen verändert werden 

(Wang et al. 2013). 

Posttranslationale Modifikation werden entweder als Reaktion auf endogene oder exogene Stimuli hin 

an Proteine gebunden und können sowohl am N-Terminus als auch am C-Terminus der Proteine oder 

an den Seitenketten der Aminosäuren auftreten (Chen und Kashina 2021). Posttranslationale 

Modifikationen werden durch anorganische oder organische Gruppen gebildet, es ist aber auch eine 

Modifikation durch Peptide oder weitere Proteine möglich (Olzscha 2019). Insgesamt wurden circa 300 

verschiedene posttranslationale Modifikationen beschrieben, wozu auch die Ubiquitinierung gehört 

(Zhao und Jensen 2009). 

Die Erkennung der zu degradierenden Proteine erfolgt durch Polyubiquitinketten an der Seitenkette 

von Lysinen. In Abhängigkeit davon, welche Lysine polyubiquitiniert sind, baut die Zelle die markierten 

Proteine über das Ubiquitin-Proteasom-System oder über die Autophagie ab (Wang et al. 2013). Das 

Ubiquitin wird vor der Proteindegradation abgespalten und steht zur weiteren Ubiquitinierung wieder 

zur Verfügung (Tanaka 2009). Ubiquitin ist mit 76 Aminosäuren und 8,5 kDa ein verhältnismäßig kleines 

Protein, welches hochkonserviert in allen eukaryotischen Zellen und Zelltypen auftritt. Daher wurde 

sein Name aus dem Lateinischen von ubique (allgegenwärtig) abgeleitet (Goldstein et al. 1975; Swatek 

und Komander 2016). Die Ubiquitinierung erfolgt durch Ubiquitin-Protein-Ligasen, ihre Gegenspieler 

werden als Deubiquitinasen bezeichnet. Neben der Polyubiquitinierung zum Abbau von Proteinen, 

können Proteine auch mono- oder multiubiquitiniert sein. Anhand der Anzahl und der Art der 

Ubiquitinbindung wird neben der Proteindegradation, die Bindung zu anderen Proteinen beeinflusst, 

die Proteinaktivität verändert oder die Lokalisation der Proteine reguliert (Chen et al. 2022). 
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In Konkurrenz zu der Ubiquitinierung steht die Acetylierung, welche ebenfalls an Lysinresten 

stattfinden kann (Olzscha et al. 2017). Acetylierung ist die am häufigsten vorkommende 

posttranslationale Modifikation (Choudhary et al. 2009), da 85 % des eukaryotischen Proteoms an der 

Nα-Aminogruppe des Proteins acetyliert sind (Gottlieb et al. 2021; van Damme et al. 2011). In 

Konkurrenz mit der Ubiquitinierung tritt sie jedoch an der Nε-Aminogruppe der Lysinreste auf. 

Die Lysinacetylierung wird von den Acetyltransferasen (häufig auch als Histonacetyltransferasen 

bezeichnet) katalysiert. Sie ist eine reversible posttranslationale Modifikation, die durch Deacetylasen 

(häufig als Histondeacetylasen (HDAC) bezeichnet) wieder entfernt werden kann. Eine gut untersuchte 

Deacetylase ist HDAC6, welcher eine Interaktion mit HR23B nachgewiesen werden konnte. Dabei 

wurde gezeigt, dass in Zellen mit einem hohen HR23B-Gehalt durch HDAC-Inhibitoren, wie 

Suberoylanilidhydroxamsäure (SAHA; Vorinostat), die Apoptose ausgelöst wird, während Zellen mit 

einer geringen Expression von HR23B eine erhöhte Autophagie aufwiesen (Olzscha et al. 2015). HDAC-

Inhibitoren werden heutzutage als Chemotherapeutika bei malignen Erkrankungen eingesetzt, sodass 

ihr Einfluss auf weitere Proteine eine relevante Rolle in Bezug auf Nebenwirkungen und 

Kreuzreaktionen spielt (Kulka et al. 2020; Xu et al. 2007). 

Die Namen Histonacetyltransferase und Histondeacetylase sind historisch bedingt, da diese Enzyme 

im Zusammenhang mit der Histonacetylierung entdeckt wurde. Lysin ist eine positiv geladene 

Aminosäure, welche durch die Acetylierung neutralisiert wird. Dadurch entspannt sich das Chromatin 

und die Transkription der DNS kann in diesen Bereichen stattfinden. Demnach wird die Genexpression 

unter anderem über die Histonacetylierung reguliert. Es ist jedoch bekannt, dass auch Lysinreste 

anderer Proteine durch diese Enzyme acetyliert bzw. deacetyliert werden können (Olzscha 2019).  

Auch dabei wird die Ladung des Lysinrests verändert, was wiederum einen Einfluss auf die Faltung der 

Proteine haben kann und sowohl in einer Regulation der Proteinfunktion als auch in einer 

Proteinfehlfaltung, einschließlich einer Aggregation, resultieren kann (Olzscha et al. 2017). Dies wurde 

auch in den für Proteinopathien (s. 1.6) relevanten Proteinen Tau (Cohen et al. 2011), β-Amyloid (Aβ) 

(Adhikari et al. 2020) und α-Synuclein (Vinueza-Gavilanes et al. 2020) beschrieben. 

1.5 Proteinfehlfaltung 

Posttranslationale Modifikationen können Proteine so verändern, dass sie sich fehlfalten. Das Wort 

„Fehlfaltung“ impliziert, dass die vorherrschende Faltung schlecht für die Zelle ist. Es gibt jedoch auch 

gewünschte Inaktivierungen durch Fehlfaltungen. Demnach bedeutet Proteinfehlfaltung zunächst 

erstmal nur, dass das Protein in einer Konformation vorliegt, in der es seine physiologische Funktion 

nicht ausführen kann (Nussinov und Ma 2012).  
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Neben posttranslationalen Modifikationen gibt es weitere Ursachen für die Fehlfaltung von Proteinen. 

Diese können endogen sein, wie spontane Genmutationen in den Exons, Fehler bei der Transkription 

bzw. Translation, die zu Veränderungen der Primärstruktur führen, oder das Altern. Es gibt jedoch auch 

exogene Umwelteinflüsse, wie Strahlung, Infektionen mittels Prionen oder Stress durch pH-

Veränderungen bzw. Hitze (Chaudhuri und Paul 2006; Nakajima und Suzuki 2013; Shacham et al. 2019). 

In den Zellen liegen in etwa 30 % der Proteine falsch gefaltet vor, welche jedoch unter physiologischen 

Bedingungen innerhalb von Minuten bis Stunden von dem Ubiquitin-Proteasom-System abgebaut 

werden können (Schubert et al. 2000). 

Bei einer Überlastung der Proteinqualitätskontrolle durch einen Anstieg von fehlgefalteten Proteinen 

wird auch die Konzentration der normalerweise unschädliche Proteine nicht mehr länger reguliert und 

es kommt zu einer Dysfunktion der zellulären Funktionen (Gidalevitz et al. 2006). In einem 

mehrstufigen Prozess können sich die fehlgefalteten Proteine über nicht-kovalente, intermolekulare 

Interaktionen zusammenlagern und amyloide bzw. amyloid-ähnliche Aggregate bilden (Chiti und 

Dobson 2006). Diese liegen häufig als β-Faltblätter, welche senkrecht zur Fibrillenachse verlaufen, vor 

(Poirier et al. 2005). Die Aggregation ist theoretisch ein reversibler Prozess. Da aggregierte Strukturen 

eine geringe freie Energie besitzen und thermodynamisch extrem stabil sind, ist der Prozess in der 

Praxis jedoch meist nicht reversibel (Dee und Woodside 2016). Während in proliferierenden Zellen 

noch ein Abbau der Aggregate beobachtbar ist, zeigen postmitotische, differenzierte Zellen häufig gar 

keine Degradation der Aggregate (Scior et al. 2018; Bufalino und van der Kooy 2014). 

Abgesehen von dem Verlust der Proteinfunktion durch die Aggregation ist bis heute unklar, ob die 

Aggregate selbst eine protektive oder eine zytotoxische Wirkung auf die Zellen haben (Slow et al. 2006; 

Wolfe und Cyr 2011). Durch die Aggregation kann die Toxizität der Proteine beispielsweise 

unterbunden werden (Fassler et al. 2021), es wurde jedoch auch gezeigt, dass die Aggregate eine 

Porenbildung, den Einschluss funktionaler Proteine, die Beschädigung des 

Proteinqualitätskontrollsystems sowie die Auslösung einer Immunantwort zur Folge haben (Olzscha 

2019). Unabhängig davon sind die Aggregate ein Charakteristikum verschiedener Erkrankungen. 

Aufgrund der ursächlichen Proteinfehlfaltung werden diese als Proteinopathien bezeichnet. 

1.6 Proteinopathien 

Als Proteinopathien (auch Proteopathien, abgeleitet aus den Wörtern Proteo- = Protein und -pathie = 

Erkrankung) werden Proteinfehlfaltungserkrankungen bezeichnet. Dabei wird unterschieden, ob die 

Proteinopathie durch die Bildung toxischer Proteinaggregate (gain of toxic function) oder durch den 

Abbau der fehlgefalteten Proteine und dem damit einhergehenden Funktionsverlust des Proteins (loss 

of physiological function) entsteht (Winklhofer et al. 2008). Zu letzterem zählt beispielsweise Diabetes, 
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häufig kommt es aber auch zu einem Zusammenspiel aus der Bildung toxischer Produkte und der 

fehlenden Aktivität des Proteins. Insgesamt sind viele verschiedene Proteinopathien bekannt, wovon 

die Amyloidosen eine Untergruppe bilden. Diese sind durch amyloide bzw. amyloid-ähnliche Aggregate 

charakterisiert (Dogan 2017). Im Folgenden wird näher auf neurodegenerative Amyloidosen 

eingegangen. 

Ihnen ist gemein, dass Ablagerung der fehlgefalteten Proteine insbesondere im zentralen 

Nervensystem vorzufinden ist, wobei die Aggregate zytoplasmatisch, nukleär sowie extrazellulär 

auftreten können. Die Behandlung dieser Erkrankungen ist bisher nur palliativ möglich, wobei der 

Ausbruch vieler dieser Krankheiten altersbedingt ist. Der Zusammenhang des Alters mit dem Ausbruch 

der Krankheit ist unter anderem auf die im Alter sinkenden proteolytischen Kapazitäten 

zurückzuführen (Hou et al. 2019). 

Die bekannteste altersbedingte, neurodegenerative Amyloidose ist Morbus Alzheimer, welche 

erstmals 1906 von dem Arzt Alois Alzheimer beschrieben wurde. Betroffene leiden unter der Abnahme 

kognitiver Fähigkeiten, die in Orientierungslosigkeit und Sprachstörungen resultieren kann, häufig 

treten auch Verhaltensänderungen auf (Alzheimer 1906). Die Krankheit wird durch die 

Proteinablagerungen von extrazellulärem Aβ und hyperphosphoryliertem Tau charakterisiert 

(Morishima-Kawashima und Ihara 2002). Eine nicht von Neurodegeneration betroffene Region ist 

hingegen das Cerebellum (Hu et al. 2017). Interessanterweise wurde hier eine erhöhte Expression von 

HR23B nachgewiesen (Jensen et al. 2018). 

Die zweithäufigste neurodegenerative Erkrankung ist Morbus Parkinson. Sie äußert sich vor allem in 

motorischen Einschränkungen, wie Bradykinesie, Rigor und Tremor, es sind jedoch auch vegetative 

und kognitive Störungen möglich (Reich und Savitt 2019). Im Gehirn der erkrankten Personen 

nachweisbar sind vor allem sogenannte Lewy-Körperchen, welche nach dem Neurologen Friedrich 

Lewy benannt wurde, der diese 1912 im Zusammenhang mit Parkinson entdeckte (Lewy 1912). Sie 

enthalten unter anderem Ubiquitin, das für das Ubiquitin-Proteasom-System relevant ist (Ross und 

Pickart 2004), sowie das fehlgefaltete Protein α-Synuclein, welches häufig als prionähnlich beschrieben 

wird (Leak et al. 2019). 

Ein Beispiel für eine Prionerkrankung ist die Creutzfeld-Jakob-Krankheit. Hierbei handelt es sich um 

eine Enzephalopathie, die zu einer spongiformen Auflösung der Hirnstrukturen führt. Sie wurde 

erstmals in den 1920er Jahren von Hans Creutzfeld und Alfons Jakob beschrieben und ist durch die 

Verbreitung fehlgefalteter Prionen charakterisiert (Creutzfeldt 1920; Jakob 1921). Prionen sind 

Proteine, welche benachbarte Proteine dazu anregen, ihre native Konformation zu verändern. Der 
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Begriff wurde von Stanley Prusiner aus den Wörtern protein und infection 1982 gebildet, welcher 1997 

den Nobelpreis für die Entdeckung erhielt (Prusiner 1982).  

Weitere neurodegenerative Erkrankungen sind die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) und die 

Machado-Joseph-Krankheit. Bei beiden Krankheiten leiden die Patienten unter einem Abbau ihrer 

motorischen Fähigkeiten (Hardiman et al. 2017; Paulson 2012). Bei der ALS gibt es verschiedene 

Theorien zur Entstehung dieser Krankheit. Eine befasst sich mit der Wiederholung des Dipeptid Glycin-

Alanin (poly(GA)). Die Toxizität von poly(GA) konnte durch die Überexpression von HR23B reduziert 

werden (Zhang et al. 2016). Auch die Machado-Joseph-Krankheit wird durch eine pathologische 

Wiederholung charakterisiert, in dem Fall von einer Glutaminwiederholung im Protein Ataxin-3. Die 

Krankheit wird häufig mit Chorea Huntington verglichen (Paulson 2012).  

Chorea Huntington ist die am häufigsten autosomal dominant vererbte, neurodegenerative 

Erkrankung bei Erwachsenen. Die weltweite Prävalenz liegt bei 2,71:100.000, die Inzidenz bei 

0,38:100.000 (Pringsheim et al. 2012). In Deutschland sind derzeit zwischen 8.000 und 12.000 

Menschen betroffen (Deutsche Huntington-Hilfe e.V. | Leben mit der Huntington-Krankheit 2023). Sie 

wurde erstmals von George Huntington im Jahre 1872 mit folgenden Merkmalen beschrieben: erblich, 

Psychosen und Suizidneigungen, nur im Erwachsenenalter (Huntington 1872). Die Krankheit wurde 

jedoch bereits im Mittelalter als Veitstanz bezeichnet (Choreia = Tanz). Diese Bezeichnung entstand 

vor allem aus den symptomatischen, unwillkürlichen Bewegungsstörungen. Weiterhin leiden die 

Erkrankten am Abbau kognitiver Fähigkeit, der zu Vergesslichkeit, Konzentrations- und 

Sprachstörungen und später auch zu unkontrollierten Emotionen und Psychosen führt (Stoker et al. 

2022). 

Mit seiner Vermutung, die Krankheit träte nur im Erwachsenenalter auf, lag Huntington jedoch falsch. 

Zwar zeigen Betroffene häufig die ersten Symptome zwischen 30 und 50 Jahren (Essa et al. 2019), 

jedoch unterliegt die Krankheit der Antizipation. Dies bedeutet das über Generationen hinweg ein 

früherer Ausbruch der Krankheit erfolgt und die Erkrankung schwerwiegender verläuft (Paulson 2018). 

Es wurde jedoch auch ein späterer Ausbruch beobachtet. Die durchschnittliche Lebenserwartung nach 

dem Auftreten der ersten Symptome beträgt 15 bis 18 Jahre (Caron et al. 1993). 

Neben der klinischen Zuordnung über die Symptome, besteht die Möglichkeit Chorea Huntington über 

Magnetresonanztomographie zu diagnostizieren (Johnson und Gregory 2019). Dabei kann die Atrophie 

der Hirnstrukturen, allen voran des Corpus Striatum, nachgewiesen werden (Tabrizi et al. 2013). Das 

Corpus Striatum ist sowohl ein Teil vom motorischen, kognitiven als auch limbischen System. Dies 

spiegelt sich auch in den Symptomen der Betroffenen wider (Provost et al. 2015). 
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Einzelne Symptome der Erkrankung können durch Medikamente, wie Riluzol (Verminderung der 

motorischen Einschränkungen) (Mittal und Eddy 2013), Gabapentin (neuroprotektive Wirkung) (Kumar 

et al. 2012) oder L-Dopa (Verminderung des motorischen Einschränkungen) (Deroover et al. 1984) 

gelindert werden. Dies kann durch Ergo- bzw. Physiotherapie, Logopädie und eine psychiatrische 

Behandlung unterstützt werden. Eine kurative Therapie der Erkrankung ist jedoch bisher nicht möglich. 

Die Ursache von Chorea Huntington ist das fehlgefaltete Protein Huntingtin (Htt) (Sun et al. 2017). 

Seine Fehlfaltung ist genetisch codiert und kann somit bereits im Fruchtwasser über eine genetische 

Analyse detektiert werden (Piña-Aguilar et al. 2019). 

Zur Behandlung der Ursache gibt es aktuell verschiedene Ansätze. In vielen Fällen wird die Reduktion 

des fehlgefalteten Proteins Huntingtin angestrebt. Dazu laufen aktuell mehrere klinische Studien mit 

beispielsweise folgenden Medikamenten: Tominersen, WVE-120103, PTC518 und Branaplam (Estevez-

Fraga et al. 2022).  

1.7 Huntingtin 

Die Fehlfaltung des Proteins Huntingtin ist auf sein Gen, welches auch als IT15 beschrieben wird, 

zurückzuführen. Das Gen liegt auf Chromosomen 4 (4p16.3) und kann über einen Marker, der von 

James F. Gusella entdeckt wurde, detektiert werden (Gusella et al. 1983). Es hat in etwa 180 kb und 

67 Exons, welche zwischen 48 und 341 bp besitzen (Ambrose et al. 1994). In Exon 1 befinden sich eine 

unterschiedliche Anzahl an CAG-Wiederholungen, welche für Glutamin codieren (Abbildung 3). Diese 

beeinflussen nachweislich die Faltung des Proteins Huntingtin und den damit verbundenen Ausbruch 

der Krankheit (Jimenez-Sanchez et al. 2017).  

Huntingtin hat eine molekulare Masse von 350 kDa. Interessanterweise ist jedoch Exon 1 ausreichend, 

um die Krankheit auszulösen. Dies wurde sowohl in einer transgenen Maus gezeigt (Mangiarini et al. 

1996; Yang et al. 2020) als auch in Drosophila (Barbaro et al. 2015). Demnach wird in der heutigen 

Forschung häufig auf Exon 1 von Huntingtin zurückgegriffen (Ghosh et al. 2020; Ceccon et al. 2022; 

Guan et al. 2022). Exon 1 enthält eine N-terminale Domäne, welche drei Lysinreste beinhaltet (K6, K9 

und K15), die potentielle Angriffspunkte für eine Ubiquitinierung oder Acetylierung darstellen. 

Weiterhin besteht Exon 1 aus der Polyglutamindomäne, welche durch die CAG-Wiederholungen 

codiert wird, und aus einer prolinreichen Domäne (Pigazzini et al. 2021).  
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Abbildung 3: Exon 1 des physiologischen und pathologischen Huntingtins 

Exon 1 von Huntingtin beinhaltet eine N-terminale Domäne aus 17 Aminosäuren (N17), eine 

Polyglutamindomäne sowie eine Prolin-reiche Domäne (PRD). Das native, physiologische Protein hat dabei 

zwischen 6 und 35 Glutaminreste (CAG-Wiederholungen), während das pathologische Protein mindestens 

36 Glutaminwiederholungen aufweist (Bravo-Arredondo et al. 2018). 

Die Anzahl der CAG-Wiederholungen und damit einhergehend die Anzahl der Glutamine bestimmt 

nicht nur, ob die Krankheit ausbricht, sondern auch in welchem Alter (Capiluppi et al. 2020; Duyao et 

al. 1993) und wie schwer der Krankheitsverlauf ist (Foroud et al. 1999; Langbehn 2022). In gesunden 

humanen Gehirnzellen liegt die Anzahl der Glutaminreste unter 36 Glutaminen, ab 40 Glutaminen ist 

der Ausbruch der Krankheit manifestiert, zwischen 36 und 39 Glutaminresten besteht die Möglichkeit 

zu erkranken (MacDonald et al. 1993; Nørremølle et al. 1993; Rubinsztein et al. 1996; Agostinho et al. 

2012). Die Anzahl der Glutamine kann sich im Verlauf des Lebens (somatische Instabilität) und über 

Generationen hinweg (Antizipation) ändern. Dies ist auf eine Leserasterverschiebung der DNS-

Polymerase um drei Basen zurückzuführen, weil die DNS-Polymerase durch die ständigen 

Wiederholungen ins „Stottern“ geraten kann (Kacher et al. 2021). Je höher die Anzahl der 

Glutaminreste, desto jünger sind die Patienten beim Ausbruch der Krankheit und desto schneller 

verläuft die Erkrankung. 

Die pathologische Verlängerung der Polyglutamindomäne resultiert in einer Fehlfaltung, welche zu 

amyloid-ähnlichen Ablagerungen (Aggregaten) führt (Hoffner et al. 2007; Mangiarini et al. 1996). Mit 

einer steigenden Anzahl an Glutaminresten erhöht sich auch die Anzahl der Aggregate (Layburn et al. 

2022).  Diese Aggregate bestehen aus β-Strukturen (Poirier et al. 2005) und werden auch als 

Einschlusskörperchen (inclusion bodies) beschrieben. Sie können unter anderem mittels Ameisensäure 

gelöst werden (Hazeki et al. 2000; Iuchi et al. 2003) Huntingtinaggregate treten häufig perinukleär auf, 

was auf ihre Interaktion mit β-Tubulin zurückzuführen ist (Hoffner et al. 2002). Viele Publikationen 

gehen von einer Toxizität der Aggregate aus, welche die Erkrankung auslösen (gain of toxic function). 

Dies ist bisher jedoch nicht abschließend bewiesen, insbesondere da die genaue Funktion des 

physiologischen Proteins bisher nicht geklärt werden konnte (Tabrizi et al. 2019). 

Das Protein konnte in allen Geweben nachgewiesen werden, ist jedoch am höchsten im Corpus 

Striatum und dem Neocortex konzentriert (Young 2003; Blumenstock und Dudanova 2020). Dies 
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erklärt, dass Chorea Huntington Patienten vor allem unter Neurodegeneration leiden. Während die 

pathologische Form von Huntingtin zu einem Absterben der Neuronen führt, ist das physiologische 

Huntingtin lebensnotwendig. Mäuse, in denen kein Huntingtin produziert wird, sterben bereits im 

Embryonalstadium (Zeitlin et al. 1995), ältere Mäuse, bei denen Huntingtin merklich reduziert wurde, 

zeigten hingegen eine abnormale Hirnentwicklung sowie neuronale Dysfunktionen (Dietrich et al. 

2017). Demnach wird vermutet, dass das Protein Huntingtin eine wichtige Rolle bei der pränatalen 

Entwicklung des Gehirns spielt (Young 2003). Die Ausprägung einiger neurodegenerativen Symptome 

durch die Reduktion von Huntingtin lässt darauf schließen, dass auch ein Verlust der Proteinfunktion 

für die Erkrankung relevant sein kann. 

Die Aggregation des Proteins ist altersabhängig, was zu einem altersabhängigen Ausbruch der 

Krankheit führt. Ein möglicher Grund ist die Veränderung der posttranslationalen Modifikation sowie 

die bereits oben erwähnte sinkende proteolytische Kapazität des Proteinqualitätskontrollsystems mit 

zunehmendem Alter. In einigen Publikationen konnte eine Beeinträchtigung des Proteasoms 

beobachtet werden, sodass ein Abbau des fehlgefalteten Huntingtins, aber auch anderer Proteine 

nicht mehr über das Ubiquitin-Proteasom-System möglich ist (Waelter et al. 2001; Seo et al. 2004). Bei 

einer Inhibition des Ubiquitin-Proteasom-Systems wurde eine erhöhte Aggregation detektiert (Martín-

Aparicio et al. 2001). Diese Hypothese wird durch die Publikation von Riguet et al. unterstützt (Riguet 

et al. 2021). Sie konnten Proteine des Ubiquitin-Proteasom-Systems in den Huntingtinaggregaten 

nachweisen. Yang et al. zeigten weiterhin, dass HR23B in den Aggregaten gebunden ist (Yang et al. 

2018). Der genaue Mechanismus ist jedoch ungeklärt, insbesondere weil Schipper-Krom et al. 

beobachteten, dass Teile des Ubiquitin-Proteasom-Systems zwar in den Aggregaten auftraten, diese 

jedoch aktiv waren (Schipper-Krom et al. 2014). Weiterhin untersuchten Díaz-Hernández et al., wie 

Huntingtin über das Proteasom abgebaut werden sollten und fanden heraus, dass die drei Peptidasen 

des Proteasoms Huntingtin nicht degradieren (Díaz-Hernández et al. 2003). Demnach wurde die 

Beeinträchtigung des Proteasoms mit einem „Verstopfen des Proteasoms“ erklärt. Dies konnte jedoch 

widerlegt werden (Hipp et al. 2012; Juenemann et al. 2013). DiFiglia et al. und Sieradzan et al. 

detektierten eine Polyubiquitinierung von postmortem isolierten Huntingtinaggregaten (DiFiglia et al. 

1997; Sieradzan et al. 1999). Diese Polyubiquitinierung findet an den Lysinresten der N-terminalen 

Domäne des pathologisch verlängerten Huntingtins statt (Juenemann et al. 2015), sodass dieses für 

einen Abbau markiert wurde, während das lösliche Huntingtin nicht ubiquitiniert vorlag (Hipp et al. 

2012).  
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1.8 Extrazelluläre Vesikel 

Im frühen Stadium der Erkrankung sind die Huntingtinaggregate im Corpus Striatum detektierbar 

(Tabrizi et al. 2013). Im Verlauf der Krankheit breiten sich die Aggregate sowie die Neurodegeneration 

weiter im Gehirn aus (Costanzo et al. 2013; Pecho-Vrieseling et al. 2014). Bis heute gibt es keine genaue 

Erklärung dieser Ausbreitung. Eine Hypothese vermutet die Verbreitung der Huntingtinaggregate über 

extrazelluläre Vesikel (Pink et al. 2021). Extrazelluläre Vesikel sind membranumschlossene Partikel, 

welche von Zellen sezerniert und aufgenommen werden können. Sie können Proteine und 

Nukleinsäuren enthalten und dienen der Informationsweitergabe, des Transportes, der Ausschleusung 

von Zellorganellen und der interzellulären Kommunikation im Gewebe (Budnik et al. 2016; Rajendran 

et al. 2014). 

Bei der Erforschung der Verbreitung von neurodegenerativen Erkrankungen konnten extrazelluläre 

Vesikel als mögliches Transportmittel identifiziert werden. Die Proteine Aβ (Rajendran et al. 2006; 

Vingtdeux et al. 2007; Gabrielli et al. 2022), Tau (Saman et al. 2012) und α-Synuclein (Emmanouilidou 

et al. 2010) wurden bereits in extrazellulären Vesikeln nachgewiesen. Weiterhin konnte Huntingtin 

extrazellulär detektiert werden (Cicchetti et al. 2014) und die Aufnahme des Proteins durch humane 

Zellen wurde von Ren et al. und Yang et al. gezeigt (Ren et al. 2009; Yang et al. 2002). Die Verbreitung 

von Huntingtin wurde von Jeon et al. und Pearce et al. als prionähnlich beschrieben (Jeon et al. 2016; 

Pearce et al. 2015). Prionen können wiederum in extrazellulären Vesikeln transportiert werden (Ecroyd 

et al. 2004; Fevrier et al. 2004; Robertson et al. 2006). Der Mechanismus konnte bisher jedoch nicht 

vollständig geklärt werden. 

Extrazelluläre Vesikel können die Blut-Hirn-Schranke passieren und sind daher für Therapien 

interessant. Sie bieten zum Beispiel die Möglichkeit RNS und Proteine als Impfung oder Medikament 

zielgerichtet zu verabreichen. Diese Therapiemöglichkeit wird aktuell in Autoimmunkrankheiten, 

Krebserkrankung sowie neurodegenerative Erkrankungen getestet (Ramos-Zaldívar et al. 2022). Für 

eine zielgerichtete Therapie der neurodegenerativen Erkrankungen einschließlich Chorea Huntington 

ist jedoch ein besseres Verständnis für die Abläufe in den Patienten notwendig. 

Aktuell sind drei verschiedene extrazelluläre Vesikel bekannt. Diese werden aufgrund ihrer Herkunft 

unterschieden. Exosomen sind mit einem Durchmesser von 40 bis 150 nm die kleinsten bekannten 

extrazellulären Vesikel. Sie werden aus multivesikulären Körpern gebildet und über die Exozytose 

ausgeschüttet (Bebelman et al. 2020). Die Mikrovesikel (auch Ektosomen genannt) werden hingegen 

direkt aus der Zellmembran abgeschnürt. Sie haben einen Durchmesser von 100 bis 1.000 nm (Laberge 

et al. 2018). Die letzte Gruppe bilden die apoptotischen Körperchen. Sie sind mit bis zu 5.000 nm im 
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Durchmesser die größten extrazellulären Vesikel und können neben Proteinen und RNS auch DNS und 

andere Zellbestandteile enthalten (Borges et al. 2013). 

Aufgrund ihrer unterschiedlichen Herkunft besitzen die extrazellulären Vesikel unterschiedliche 

Oberflächenproteine. Diese sind zelltypspezifisch (Garcia-Martin et al. 2022; Di Wu et al. 2019) und 

können eine Immunantwort auslösen (Buzas 2022). Als bekannteste Marker für extrazelluläre Vesikel 

gelten die Tetraspanine CD9, CD63 und CD81 (cluster of differentiation) (Crescitelli et al. 2013). Sie 

werden sowohl auf den Exosomen als auch auf den Mikrovesikeln exprimiert. Barranco et al. stellten 

jedoch fest, dass die Expression in Abhängigkeit der Art der extrazellulären Vesikel unterschiedlich 

stark auftritt (Barranco et al. 2019). Weiterhin gibt es Oberflächenproteine, wie Calnexin für 

Mikrovesikel, welche spezifisch für die einzelnen Gruppen der extrazellulären Vesikel sind (Haraszti et 

al. 2016; Mears et al. 2004). 

1.9 Immunsystem 

Die extrazellulären Vesikel sind unter anderem dafür bekannt Immunantworten auszulösen (Hu et al. 

2021). Das Immunsystem ist ein komplexes System zur Abwehr von körperfremden Stoffen und 

Krankheitserregern (Hirayama et al. 2017). Ein wichtiger Bestandteil des Immunsystems im zentralen 

Nervensystem sind Mikroglia, welche als Makrophagen fungieren (Bachiller et al. 2018). Makrophagen 

sind wiederum Leukozyten, die sowohl fremde Stoffe als auch gealterte oder abgestorbene, 

körpereigene Zellen phagozytieren können. Die Proteine der phagozytierten Zellen werden über das 

Proteinqualitätskontrollsystem zu Peptiden degradiert, welche an die Moleküle des 

Haupthistokompatibilitätskomplexes II binden und anschließend auf der Oberfläche präsentiert 

werden, sodass eine spezifische Immunantwort ausgelöst werden kann (Münz 2012). 

Makrophagen werden aus Monozyten differenziert und können grob in proinflammatorische M1-

Makrophagen und antiinflammatorische M2-Makrophagen unterschieden werden (Murray 2017). 

Demnach sind die M1-Makrophagen für die Auslösung der Immunantwort verantwortlich und die M2-

Makrophagen wirken regulierend entgegen. Dabei schütten sie spezifische Zytokine aus. Bekannte 

Zytokine für die M1-Makrophagen sind unter anderem IL-8, IL-1β, IL-6, TNF und IL-12p70. Ihre Aufgabe 

besteht sowohl aus einer lokalen Entzündung als auch aus der Rekrutierung und Aktivierung weiterer 

Immunzellen. Das Zytokin IL-10 wird hingegen von M2-Makrophagen ausgeschüttet und wirkt nach 

erfolgreicher Bekämpfung der Krankheitserreger entzündungshemmend, sodass die Immunantwort 

inhibiert wird (Yao et al. 2019).  
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In den neurodegenerativen Erkrankungen Morbus Alzheimer (Halle et al. 2008; Hüll et al. 1996; Ou et 

al. 2021) und Morbus Parkinson (Leal et al. 2013; Sterling et al. 2022) konnte bereits eine Erhöhung 

der proinflammatorischen Zytokine und somit eine Auslösung der Immunantwort beobachtet werden. 

1.10 Zielsetzung der Arbeit 

Chorea Huntington ist eine letal verlaufende Erkrankung, die für die Patienten und ihre Angehörigen 

eine große Belastung ist. Auslöser der Erkrankung ist nachweislich das fehlgefaltete Protein Huntingtin 

(Jimenez-Sanchez et al. 2017). Vieles in Bezug auf die Erkrankung Chorea Huntington ist jedoch noch 

ungeklärt, sodass bisher keine rationale Therapie dieser Erkrankung entwickelt werden konnte. 

Beim Abbau des fehlgefalteten Huntingtins spielt das Proteinqualitätskontrollsystem eine große Rolle. 

Ein Teil davon ist das Ubiquitin-Proteasom-System. In der folgenden Arbeit sollte untersucht werden, 

ob der Proteasomshuttlingfaktor HR23B einen positiven Einfluss auf den Abbau des fehlgefalteten 

Proteins Huntingtin haben.  

Die Degradation fehlgefalteter Proteine wird über Polyubiquitinierung reguliert (Wang et al. 2013). Da 

die Acetylierung wie die Ubiquitinierung an Lysinresten stattfindet, sind die beiden posttranslationalen 

Modifikation als konkurrierend zu betrachten (Olzscha et al. 2017). Demnach sollte untersucht werden, 

ob die Acetylierung einen Einfluss auf den Abbau von Huntingtin über das Ubiquitin-Proteasom-System 

hat. 

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Verbreitung von neurodegenerativen Erkrankungen und in diesem 

Kontext von Chorea Huntington im Gehirn. Eine Hypothese besagt, dass diese Verbreitung durch 

extrazelluläre Vesikel erfolgt (Pink et al. 2021). Ziel der Arbeit war deshalb auch, die Ausbreitung von 

Huntingtin durch extrazelluläre Vesikel nachzuweisen, indem die Menge und der Inhalt der 

extrazellulären Vesikel untersucht wurde. Eine weitere Fragestellung war, ob diese Merkmale durch 

den Proteasomshuttlingfaktor HR23B verändert werden können. Zur genaueren Untersuchung des 

Mechanismus der Verbreitung von Chorea Huntington wurden die Oberflächenproteine der 

extrazellulären Vesikel detektiert und Immunzellen mit den sezernierten extrazellulären Vesikeln 

behandelt, sodass eine Veränderung der ausgeschütteten Zytokine analysiert werden konnte. 

 



Material und Methoden 

 
17 

 

2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien 

5-Sulfosalicylsäure-Dihydrat Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Acrylamid-, Bisacrylamid-Stammlösung, 

30 % in H2O (Verhältnis 37,5:1) 

Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

β-Mercaptoethanol Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Bovines Serumalbumin (BSA) Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Bromphenolblau SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 

Desoxycholat Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 

(Na2HPO4*2 H2O) 

Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Dithiothreitol (DTT) AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Ethanol Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-

N,N,N′,N′-tetraessigsäure (EGTA) 

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Glycerin Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Glycin Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Isopropanol Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Kaliumchlorid (KCl) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

MG-132 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumorthovanadat Bio-Techne® Corporation, Minneapolis, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

N-Lauroylsarcosin Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Nonylphenoxypolyethoxyethanol (NP-40) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
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Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Polysorbat 20 (Tween® 20) Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Ponceau S Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Protease Inhibitor Cocktail (PIC) P8340 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Ribonuklease (RNase A) Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Saccharose Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

SAHA Hölzel Diagnostika Handels GmbH, Köln, 

Deutschland 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 

Trichloressigsäure Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Xylencyanol Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

2.1.2 Zellbiologische Reagenzien 

2.1.2.1 Chemikalien und Reagenzien 

Doxycyclin Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

(DMEM), Gibco™ 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Eindeckmittel Dako Mounting Medium Agilent Technologies Inc., Santa Clara, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Fetales Kälberserum (FKS), Gibco™ Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Geneticin (G-418) Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Hoechst H33258 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Hydroxyurea Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Hygromycin B Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Immersionsöl Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

Interferon-γ (IFN-γ; human rekombinant) ImmunoTools GmbH, Friesoythe, Deutschland 

Lipopolysaccharid (LPS) von Escherichia coli 

(E. coli) O111:B4 

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
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Natriumazid (NaN3) SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 

Nocodazol Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Octoxinol 9 (Triton™ X-100) SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 

Opti-MEM™, Gibco™ Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Paraformaldehyd Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml, 

10.000 µg/ml), Gibco™ 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Polyethylenimin Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Propidiumiodid Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 

1640 Medium, Gibco™ 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

RPMI 1640 Medium ohne Phenolrot, 

Gibco™ 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Thymidin Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Transfektionsreagenz GeneJuice® Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Trypanblaulösung (0,4 %) Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Trypsin-EDTA Biozym® Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, 

Deutschland 

2.1.2.2 Zelllinien 

iPS Zellen (induzierte pluripotente 

Stammzellen) (HTT17Q/HTT17Q) 

Dr. Pawel Lisowski, Max-Delbrück-Centrum für 

Molekulare Medizin, Berlin 

iPS Zellen (HTT70Q/HTT70Q) Dr. Pawel Lisowski, Max-Delbrück-Centrum für 

Molekulare Medizin, Berlin 

iPS Zellen (HTT70Q/HTT17Q) Dr. Pawel Lisowski, Max-Delbrück-Centrum für 

Molekulare Medizin, Berlin 

iPS Zellen (HTT0Q/HTT0Q) Dr. Pawel Lisowski, Max-Delbrück-Centrum für 

Molekulare Medizin, Berlin 

THP-1 Zellen (Monozyten von Patienten 

mit akuter Leukämie) 

Dr. J. Lehmann, Fraunhofer Institut für Zelltherapie 

und Immunologie, Leipzig 
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U2OS Zellen (Epithelzellen von Patienten 

mit Osteosarkom; ATCC-Nummer: 

HTB-96) (U2OS) 

ATCC, Manassas, Vereinigte Staaten von Amerika 

U2OS Zellen mit CRISPR/Cas9-generiertem 

HR23AKO (HR23AKO) 

Diana Panfilova, Institut für Physiologische Chemie, 

Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 

U2OS Zellen mit CRISPR/Cas9-generiertem 

HR23BKO (HR23BKO) 

Diana Panfilova, Institut für Physiologische Chemie, 

Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 

U2OS Zellen mit HR23B-Überexpression 

durch ein Tet-on System (HR23B↑) 

Prof. Dr. Heidi Olzscha, Institut für Biochemie, 

Medical School Hamburg 

U2OS Zellen mit Tet-on System ohne Gen 

als Kontrolle (Tre) 

Prof. Dr. Heidi Olzscha, Institut für Biochemie, 

Medical School Hamburg 

2.1.2.3 Hergestellte Lösungen 

Zellkulturmedium zur Kultivierung von 

U2OS, HR23AKO und HR23BKO Tre und HR23B↑ THP-1 

DMEM DMEM RPMI 1640 

10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 

1 % Penicillin-Streptomycin 1 % Penicillin-Streptomycin 1 % Penicillin-Streptomycin 

 0,1 mg/ml Hygromycin B  

 0,1 mg/ml G-418  

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) pH 7,4 Kryomedium 

Wasser FKS 

137 mM NaCl 10 % DMSO 

2,7 mM KCl  

10 mM Na2HPO4*2 H2O  

1,8 mM KH2PO4  

Färbepuffer Färbelösung 

1x PBS 1x PBS 

1 % BSA 4,4 % (v/v) Propidiumiodid 

0,09 % NaN3 100 µg RNase A 

  

  

Fixierlösung Permeabilisierungslösung Blockierlösung 

1x PBS 1x PBS 1x PBS 

4 % (w/v) Paraformaldehyd 0,5 % (v/v) Triton™ X-100 1 % (w/v) BSA 
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Differenzierungsmedium Polarisierungsmedium 

RPMI 1640 RPMI 1640 

10 % FKS 10 % FKS 

1 % Penicillin-Streptomycin 1 % Penicillin-Streptomycin 

100 ng/ml PMA 100 ng/ml LPS 

50 µM β-Mercaptoethanol 20 ng/ml IFN-γ 

2.1.2.4 Kits  

Cytometric Bead Array (CBA) Human 

Inflammatory Cytokine Kit  

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland 

MACS Exosome Isolation Kit Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch Gladbach, 

Deutschland 

MACSPlex Exosome Kit Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch Gladbach, 

Deutschland 

Minute™ High-Efficiency Exosome 

Precipitation Reagent 

Invent Biotechnologies Inc., Plymouth, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Proteostat® Protein Aggregation Kit Enzo Life Sciences Inc., Lausen, Schweiz 

2.1.2.5 Antikörper 

Tabelle 1: Übersicht über die in den zellbiologischen Methoden verwendeten Primär- und 

Sekundärantikörpern 

Antikörper Spezies Verdünnung Hersteller 

Primär 

anti-CD63-Phycoerythrin 

(anti-CD63-PE) 

(12-0639-42) 

Maus (monoklonal) 

Immunglobulin1, κ 

(IgG1, κ), Klon H5C6 

1:20  Thermo Fisher 

Scientific Inc., 

Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

anti-Flag (F1804) Maus (monoklonal) 

IgG1, Klon M2 

1:50 Merck KGaA, 

Darmstadt, 

Deutschland 

anti-Hemaglutinin 

(anti-HA) (2367) 

Maus (monoklonal) 

IgG1, Klon 6E2 

1:50  Cell Signaling 

Technology®, 

Danvers, Vereinigte 

Staaten von Amerika 
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anti-HA (H6908) Kaninchen 

(polyklonal) 

1:50  Merck KGaA, 

Darmstadt, 

Deutschland 

anti-HR23B (ab86781) Kaninchen 

(polyklonal) 

1:100  Abcam®, Cambridge, 

Großbritannien 

IgG Kontrollen   dianova Gesellschaft 

für biochemische, 

immunologische und 

mikrobiologische 

Diagnostik mbH, 

Hamburg, 

Deutschland 

Sekundär 

anti-Kaninchen-

Dylight 649 

(611-143-122) 

Ziege (polyklonal) IgG 1:100 Biomol GmbH, 

Hamburg, 

Deutschland 

anti-Kaninchen-

Fluoresceinisothiocyanat 

(anti-Kaninchen-FITC) 

(65-6111)  

Ziege (polyklonal) IgG 1:800  Thermo Fisher 

Scientific Inc., 

Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

anti-Maus-FITC (A16067) Ziege (polyklonal) IgG 1:800  Thermo Fisher 

Scientific Inc., 

Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

2.1.3 Molekularbiologische Reagenzien 

2.1.3.1 Chemikalien und Reagenzien 

Agarose Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Ampicillin Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Essigsäure Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Ethidiumbromid AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

GeneRuler™ 1 kb DNS-Leiter Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 
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GeneRuler™ 100 bp DNS-Leiter Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Kanamycin Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Lysogeny Broth (LB) Bouillonbasis Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Natriumacetat Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Super Optimal broth with Catabolite 

repression (SOC) Outgrowth Medium 

New England Biolabs®, Ipswich, Vereinigte Staaten 

von Amerika 

2.1.3.2 Bakterien 

DH5α New England Biolabs®, Ipswich, Vereinigte Staaten 

von Amerika 

2.1.3.3 Hergestellte Lösungen 

LB-Medium Verdauungspuffer pH 8 

Wasser Wasser 

2 % (w/v) LB Bouillonbasis 100 mM NaCl 

 10 mM TRIS 

 25 mM EDTA 

 0,5 % (w/v) SDS 

 frisch hinzugeben: 

 0,1 mg/ml Proteinase K 

10x Ladepuffer TRIS-Acetat-EDTA(TAE)-Puffer Agarosegel 

Wasser Wasser TAE-Puffer 

50 % (v/v) Glycerin 40 mM TRIS 1,5 % bzw. 2 % (w/v) Agarose 

50 mM EDTA 20 mM Essigsäure  

0,05 % (w/v) Xylencyanol 1 mM EDTA  

0,05 % (w/v) Bromphenolblau   

2.1.3.4 Kits 

DreamTaq Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Master Mix (2x) 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Mycoplasma Detection Kit Venor® GeM 

OneStep 

Minerva Biolabs® GmbH, Berlin, Deutschland 

Mykoplasmen-PCR Test Biotool AG, Kirchberg, Schweiz 
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PureLink® HiPure Plasmid Filter DNA 

Purification Kit 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

2.1.3.5 Plasmide 

Tabelle 2: Übersicht über die verwendeten Plasmide, ihre Fusionsproteine und ihre Antibiotikaresistenz 

Plasmid Fusionsprotein Antibiotikaresistenz Hersteller 

pcDNA3 HA Ampicillin Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

Vereinigte Staaten von Amerika 

Htt20Q HA Ampicillin Prof. Dr. Heidi Olzscha, Institut für 

Biochemie, Medical School Hamburg 

Htt97Q HA Ampicillin Prof. Dr. Heidi Olzscha, Institut für 

Biochemie, Medical School Hamburg 

Htt23Q-HA HA Ampicillin Addgene, Watertown, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Htt74Q-HA HA Ampicillin Addgene, Watertown, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

peGFP grün fluoreszieren-

des Protein (GFP) 

Kanamycin Clontech Laboratories Inc., Mountain 

View, Vereinigte Staaten von Amerika 

Htt23Q GFP Kanamycin Addgene, Watertown, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Htt74Q GFP Kanamycin Addgene, Watertown, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Htt97Q-GFP GFP Kanamycin Prof. Dr. Heidi Olzscha, Institut für 

Biochemie, Medical School Hamburg 

2.1.3.6 Primer 

PCR-Primer Microsynth AG, Balgach, Schweiz 

Sequenzierungsprimer Eurofins Scientific SE, Luxemburg, Luxemburg 

Name des Oligonukleotids Basensequenz des Oligonukleotids 5’→3’ 

PCR-Primer 

HR23B Typ A forward  ATG CAG GTC ACC CTG AAG ACC CTC CAG C 

HR23B Typ A reverse  TTA CCA ACT CTG GGA ACT AAG CGG CTA ACC 

HR23B Typ B forward  GCT ATC ATA ACT AGT AAT ATG AGT TAA TG 

HR23B Typ B reverse  AGA TAA AAC AAA ACT AAT ACC ATT TGA TGG 

HR23B Typ C forward  GTG TTT AGC CCA AAG CAG TGT CCA CAC C 

HR23B Typ C reverse  CCA AAT CAA CAG AGT ACA GAA ATC TGA TTA TG 
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HR23A Typ A forward  GTG TTT AGT ATA AGT AAA TAC TGT GTT GAA TGG 

HR23A Typ A reverse  GGA TTC CTC TGA TGG GCT CTT GTC CTC TCT GG 

HR23A Typ B forward  ATG GCC GTC ACC ATC ACG CTC AAA ACG C 

HR23A Typ B reverse  CCA GTC TTG GAG AGC TTG GCC TG 

HR23A Typ C forward  CCA GCC ATC AGC TGG GCC TTG TCT GG 

HR23A Typ C reverse CTG TTT AGT TCT AAT GCA CAG ACC TCC 

Sequenzierungsprimer 

HR23B Typ A  CCA CAA AGC CCA CGG CCA AGA CAG G 

HR23B Typ B  CCA TTA TTT ATT CAG ATT CTG GAT TGT CAT TTT TT 

HR23B Typ C  CTT CTG AAC CTG CAC CTG CTA GTG C 

HR23A Typ A  CCT CCC GTT GGG ATT CTA GCC TCC 

HR23A Typ B  CCT GTT CAC AGC TAA TCT CTC CTG G 

HR23A Typ C  CCA AAG GCT TTT CAG GGC AGG TTT TGC 

2.1.4 Proteinbiochemische Reagenzien 

2.1.4.1 Chemikalien und Reagenzien 

Ameisensäure Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Diethylpyrocarbonat(DEPC)-behandeltes 

Wasser 

Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

HiMark™ vorgefärbter Proteinstandard Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Luminol Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Milchpulver Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Novex™ WedgeWell™ Gradientengele (4 bis 

12 %) 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

PageRuler™ Plus vorgefärbter 

Proteinstandard 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

2.1.4.2 Hergestellte Lösungen 

Radio-Immunpräzipitations-

assay(RIPA)-Puffer pH 7,4 

TRIS-gepufferte 

Kochsalzlösung (TBS) pH 7,6 

5x Probenpuffer 

Wasser Wasser TBS-T 

150 mM NaCl 137 mM NaCl 12,5 % (w/v) SDS 

50 mM TRIS 7,7 mM TRIS 0,3 M TRIS 

0,5 % (w/v) Desoxycholat hinzugeben für TBS-T: 50 % (v/v) Glycerin 

1 % (v/v) NP40 0,1 % (v/v) Tween 20 0,05 % Bromphenolblau 
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1 mM EDTA  14 % (v/v) β-Mercaptoethanol 

frisch hinzugeben:   

0,2 % (v/v) PIC    

0,5 mM PMSF   

1 mM Natriumorthovanadat   

1 µM MG-132   

10 µM SAHA   

Laufpuffer pH 8,5 Blotpuffer pH 8,5 Ponceau S-Lösung 

Wasser Wasser Wasser 

25 mM TRIS 20 mM TRIS 0,2 % (v/v) Ponceau S 

192 mM Glycerin 150 mM Glycerin 3 % (v/v) Trichloressigsäure 

0,1 % (w/v) SDS 10 % Ethanol 3 % (v/v) 5-Sulfosalicylsäure-

Dihydrat 

Puffer 1 Puffer 3 Saccharosegradient 

Wasser Wasser Wasser 

10 mM TRIS 10 mM TRIS 10 mM TRIS 

1 mM EGTA 1 mM EGTA 1 mM EGTA 

80 mM NaCl 80 mM NaCl 80 mM NaCl 

10 % (w/v) Saccharose 10 % (w/v) Saccharose 50 % bzw. 20 % (w/v)  

0,1 % (v/v) Triton™ X-100 frisch hinzugeben: Saccharose 

frisch hinzugeben: 2 mM PMSF  

2 mM PMSF   

Trenngel Sammelgel 

Wasser Wasser 

10 % Acrylamid-, Bisacrylamid-Stammlösung 4 % Acrylamid-, Bisacrylamid-Stammlösung 

124 mM TRIS pH 8,8 377 mM TRIS pH 6,8 

0,05 % (w/v) SDS 0,05 % (w/v) SDS 

0,4 % (v/v) APS 0,8 % (v/v) APS 

0,1 % (v/v) TEMED 0,08 % (v/v) TEMED 

Blockierlösung Strippingpuffer pH 6,7  

TBS Wasser  

5 % (w/v) Milchpulver 63 mM TRIS  

 2 % (w/v) SDS  

 frisch hinzugeben:  
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 100 mM β-Mercaptoethanol  

2.1.4.3 Kits 

Amersham™ Enhanced Chemiluminescence 

(ECL) Kit 

GE Healthcare, Chicago, Vereinigte Staaten von 

Amerika 

Micro Bicinchoninic Acid (BCA)™ Protein 

Assay Kit 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

2.1.4.4 Antikörper 

Tabelle 3: Übersicht über die in den proteinbiochemischen Methoden verwendeten Primär- und 

Sekundärantikörpern 

Antikörper Spezies Verdünnung Hersteller 

Primär 

anti-Aktin Ab5 

(612656) 

Maus (monoklonal) 

IgG1, Klon C4 

1:5.000  Becton Dickinson 

GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 

anti-CD63 (10628D) Maus (monoklonal) 

IgG1, Klon Ts63 

1:1.000 Thermo Fisher 

Scientific Inc., 

Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

anti-CD81 (PA5-85150) Kaninchen (polyklonal) 

IgG 

1:500 Thermo Fisher 

Scientific Inc., 

Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

anti-Flag (F1804) Maus (monoklonal), 

IgG1, Klon M2 

1:1.000 Merck KGaA, 

Darmstadt, 

Deutschland 

anti-GFP 

(1181446001) 

Maus (monoklonal) 

IgG1, κ, Klone 7.1, 13.1 

1:1.000 Roche Holding AG, 

Basel, Schweiz 

anti-HA (2367) Maus (monoklonal) 

IgG1, Klon 6E2 

1:1.000 Cell Signaling 

Technology®, Danvers, 

Vereinigte Staaten von 

Amerika 
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anti-HA (H6908) Kaninchen (polyklonal) 1:1.000 Merck KGaA, 

Darmstadt, 

Deutschland 

anti-HR23A 

(sc-365669) 

Maus (monoklonal) 

IgG1, κ, Klon D-6 

1:500 Santa Cruz 

Biotechnology Inc., 

Dallas, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

anti-HR23B (ab86781) Kaninchen (polyklonal) 1:1.000 Abcam®, Cambridge, 

Großbritannien 

anti-Htt (ab109115) Kaninchen (monoklonal) 

IgG, Klon EPR5526 

1:1.000 Abcam®, Cambridge, 

Großbritannien 

Sekundär 

anti-Kaninchen 

(ab6721) 

Ziege (polyklonal) IgG, 

Meerrettichperoxidase 

(englisch: horseradish 

peroxidase, HRP)-

konjugiert 

1:20.000 Abcam®, Cambridge, 

Großbritannien 

anti-Kaninchen 

TrueBlot (18-8816-33) 

Maus (monoklonal) IgG, 

Klon eB182, HRP-

konjugiert 

1:1.000 Biomol GmbH, 

Hamburg, 

Deutschland 

anti-Maus (ab6789) Ziege (polyklonal) IgG, 

HRP-konjugiert 

1:10.000 Abcam®, Cambridge, 

Großbritannien 

anti-Maus TrueBlot 

(18-8817-33) 

Ratte (monoklonal) IgG, 

Klon eB144, HRP-

konjugiert 

1:1.000 Biomol GmbH, 

Hamburg, 

Deutschland 

2.1.5 Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

µ Säulen für MACS™ Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch Gladbach, 

Deutschland 

µMACS™ Separator Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch Gladbach, 

Deutschland 

BD Plastipak™ (1 ml), BD Discardit™ (10 ml) Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Zelluloseacetatmembran (0,22 µm) Steriltech Corporation, Auburn, Vereinigte Staaten 

von Amerika 
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Deckgläser Menzel™-Gläser 24x60 mm VWR International, Radnor, Vereinigte Staaten von 

Amerika 

Einweg-Wägeschiffchen VWR International, Radnor, Vereinigte Staaten von 

Amerika 

Entsorgungsbeutel SEKUROKA® Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Erlenmeyerkolben DURAN® 500 ml Schott AG, Mainz, Deutschland 

Filter EASYstrainer™ für 50 ml Röhrchen 

(40 µm) 

Greiner Bio-One International GmbH, 

Kremsmünster, Österreich 

Filter Filtropur S (0,22 µm) Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland 

Gelmesser Invitrogen™ Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Gelreaktionsgefäße Phase Lock Gel™ 2 ml VWR International, Radnor, Vereinigte Staaten von 

Amerika 

gentleMACS™ M Röhrchen Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch Gladbach, 

Deutschland 

Glasflaschen KIMAX™ (50 ml, 100 ml, 

250 ml, 500 ml, 1 l) 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Glaspipetten Precicolor (2 ml, 5 ml, 10 ml, 

20 ml) 

HBG Henneberg-Sander GmbH, Gießen-Lützellinden, 

Deutschland 

Handschuhe Vasco® Nitril B. Braun SE, Melsungen, Deutschland  

Hebelschneider IDEAL 1046 Krug & Priester GmbH & Co. KG, Balingen, 

Deutschland 

Inkubationsschalen für Western Blot Labcor™, Contagem, Brasilien 

Kanüle BD Microlance™ 3 (27G);  Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Kanüle Sterican® (20G) B. Braun SE, Melsungen, Deutschland 

Kryo-Röhrchen Nunc™ (1 ml) Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Lagerungsboxen Nalgene® VWR International, Radnor, Vereinigte Staaten von 

Amerika 

Magnet-Rührstäbchen VWR International, Radnor, Vereinigte Staaten von 

Amerika 

Mehrkanalpipette Transferpipette® S-12 Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland 

Mikrotiterplatten (96-Well) Greiner Bio-One International GmbH, 

Kremsmünster, Österreich 
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Mikrotiterplattendeckel Greiner Bio-One International GmbH, 

Kremsmünster, Österreich 

Mikrotiterplatten für Operetta® CLS™ 

PhenoPlate™ (96-Well) 

PerkinElmer Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von 

Amerika 

Multiwellplatten Cellstar™ (6-Well, 

12-Well, 24-Well, 96-Well) 

Greiner Bio-One International GmbH, 

Kremsmünster, Österreich 

Nitrozellulosemembran Amersham™ 

Protran™ (0,45 µm) 

Cytiva, Marlborough, Vereinigte Staaten von 

Amerika 

Objektträger Nunc™ Lab-Tek™ Chamber 

Slide System 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Parafilm™ M Bemis™ Curwood Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Pasteurpipetten aus Glas (230 mm) Dr. Ilona Schubert Laborfachhandel, Leipzig, 

Deutschland 

PCR-Reaktionsgefäße (200 µl) Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland 

PCR-Ständer A. Hartenstein GmbH, Würzburg, Deutschland 

Petrischale (9,4 cm) Greiner Bio-One International GmbH, 

Kremsmünster, Österreich 

Pipetten (10 µl, 100 µl, 1 ml) Brand GmbH, Wertheim, Deutschland 

Pipettenkarussell A. Hartenstein GmbH, Würzburg, Deutschland 

Pipettenspitzen (10 µl, 200 µl, 1 ml) A. Hartenstein GmbH, Würzburg, Deutschland 

Pipettenspitzen Gelloader (200 µl) Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland 

Pipettenspitzen SafeSeal (10 µl, 200 µl, 

1 ml) 

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, 

Deutschland 

Pipettierhilfe Automatic-Sarpette® Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland 

Pipettierhilfe Pipet-Aid® XP Drummond Scientific Company, Broomall, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Polyvinylidenfluorid(PVDF)-Membran 

Amersham™ Hybond™ (0,45 µm) 

Cytiva, Marlborough, Vereinigte Staaten von 

Amerika 

Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml) Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland 

Reaktionsgefäß-Ständer A. Hartenstein GmbH, Würzburg, Deutschland 

Schlauchfolie A. Hartenstein GmbH, Würzburg, Deutschland 

Teströhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner Bio-One International GmbH, 

Kremsmünster, Österreich 
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Ultrazentrifugenröhrchen für SW40 Ti 

(14 ml) 

Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland  

Wecker Timer ROTILABO® Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Whatman™-Papier (3 mm) Cytiva, Marlborough, Vereinigte Staaten von 

Amerika 

Zählkammer Countess™ Cell Counting 

Chamber Slides 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Zellkulturflaschen Cellstar™ (250 ml, 

650 ml) 

Greiner Bio-One International GmbH, 

Kremsmünster, Österreich 

Zellkulturröhrchen (14 ml) Greiner Bio-One International GmbH, 

Kremsmünster, Österreich 

Zellkulturschale Cellstar™ (10 cm) Greiner Bio-One International GmbH, 

Kremsmünster, Österreich 

Zellschaber (28 cm) Greiner Bio-One International GmbH, 

Kremsmünster, Österreich 

Zentrifugenröhrchen-Ständer A. Hartenstein GmbH, Würzburg, Deutschland 

2.1.6 Geräte 

Gerät Hersteller 

Absaugsystem neoVAQ Maxi  neoLab® Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Analysenwaage AC AC210 S Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 

Autoklaven VE-120 & VX-150 Systec GmbH, Linden, Deutschland 

Bakterienbank AURA-2000 MAC Euroclone S.p.A., Mailand, Italien 

Bio-Dot® Apparatur Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Blot-Dokumentationsgerät ChemiDoc™ MP 

Imaging System 

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Blottingsystem C.B.S. Scientific EBX-700 Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Durchflusszytometer BD Accuri™ C6 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Durchflusszytometer BD LSRFortessa™ Cell 

Analyzer 

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Eisbereiter UFP 0388 A Manitowoc Ice Inc., Manitowoc, Vereinigte Staaten 

von Amerika 
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Elektrophoresesystem C.B.S. Scientific 

DCX-700 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Fluoreszenzmikroskop Axio Imager M1 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

Fluoreszenzmikroskop Axio Observer 7 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

Folienschweißgerät ES-300 Geho Pack Service GmbH, Heidgraben, Deutschland 

Gefrierschrank GP 1376 Premium (-20 °C) Liebherr-International S.A., Bulle, Schweiz 

Gefrierschrank MDF-C2156VAN (-150 °C) Sanyo Denki K.K., Moriguchi, Japan 

Gefrierschrank MDF-U3386S (-80 °C) Sanyo Denki K.K., Moriguchi, Japan 

Geldokumentationssystem Gel Doc XR Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Dissoziator gentleMACS™ Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch Gladbach, 

Deutschland 

High-Content-Analysesystem Operetta® 

CLS™ 

PerkinElmer Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von 

Amerika 

Inkubationsschüttler New Brunswick™ I26 Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland 

Inkubator Heraeus® HERAcell™ Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Konzentrator Plus Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland 

Kühlschrank FKvsl 3613 (4 °C) Liebherr-International S.A., Bulle, Schweiz 

Kühlschrank KU 407 2-G LED (4 °C) NordCap® GmbH & Co. KG, Bremen, Deutschland 

Laborwaage MXX-2001 Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 

Magnetrührer FB15001 Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Magnetrührer Hei-Mix L Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, 

Deutschland 

Magnetrührer lab disc white IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland 

Membran-Vakuumpumpe N035.3AN18 neoLab® Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Mikroplattenreader CLARIOstar® BMG Labtech GmbH, Ortenberg, Deutschland 

Mikroskop Axiovert 100 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

Mikroskop Telaval 31 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

Mikrowelle KOR-6305 DAEWOO, Seoul, Südkorea 

Minigel-Elektrophoresesysteme Owl™ 

EasyCast™ B1A  

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 
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Minizentrifuge Sprout® Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, 

Deutschland 

Multi-Mixer MyLab SLRM-3 NanoEntek, Seoul, Südkorea 

Multiplattenreader Multiskan EX Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Netzgerät BluePower™ 500 SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 

Netzgerät PowerPac™ 300 Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

pH-Meter HI2210 Hanna® Instruments Inc., Woonsocket, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Rollenmischer RS-TR 5 Phoenix Instrument GmbH, Garbsen, Deutschland 

Rotationsmischer Tube Rotator L29 Labinco BV, Breda, Niederlande 

Spektralphotometer NanoDrop™ 1000 Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Sterilbank AURA-2000 MAC Euroclone S.p.A., Mailand, Italien 

Thermocycler Mastercycler® Gradient Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland 

Thermoschüttler Pro CellMedia GmbH & Co. KG, Elsteraue, Deutschland 

Thermoschüttler ThermoMixer® F1.5 Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland 

Trockenschrank Heraeus® Kelvitron T Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Ultrazentrifuge OPTIMA™ L-100XP Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland  

Vakuumierer für Mikrotiterplatten Pall®  Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Vortexmischer MS-2 IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland 

Wasserbad GFL 1003 GFL Gesellschaft für Labortechnik GmbH, Burgwedel, 

Deutschland 

Wippschüttler Biometra Rocking Platform 

WT15 

Analytik Jena GmbH, Jena, Deutschland 

Wippschüttler Duomax 2030 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, 

Deutschland 

Wippschüttler Polymax 2040 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, 

Deutschland 
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Zellzähler Countess™ Automated Cell 

Counter 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Zentrifuge 5415 R Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge 5425 Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge 5425 R Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge Heraeus™ Biofuge® Fresco Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Zentrifuge Heraeus™ Biofuge® Pico Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Zentrifuge Hettich Mikro 200 Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, 

Deutschland 

Zentrifuge Hettich Universal 320 Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, 

Deutschland 

Zentrifuge ZK380 Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Deutschland 

2.1.7 Software 

BD Accuri™ C6 Analysis Software, Version 

1.0.264.21 

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland 

BD FACSDiva™ Software, Version 9.2 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Citavi 6, Version 6.11.0.0 Swiss Academic Software GmbH, Wädenswil, 

Schweiz 

Image Lab™, Version 6.0.1 Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Chromas, Version 2.6.6 Technelysium Pty Ltd, Brisbane, Australien 

Harmony® High-Content Imaging and 

Analysis Software, Version 4.8 

PerkinElmer Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von 

Amerika 

ImageJ, Version 1.53a National Institutes of Health, Bethesda, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

MARS Analysis Software, Version 3.20 R2 BMG Labtech GmbH, Ortenberg, Deutschland 

Microsoft Office 365 (Excel, PowerPoint, 

Word), Version 16.0.15601.20148 

Microsoft® Corporation, Redmond, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

NanoDrop™ 1000, Version 3.3 Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

Origin 2019, Version 9.60.172 Originlab Corporation, Northampton, Vereinigte 

Staaten von Amerika 
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Quantity One®, Version 4.6.2 Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte 

Staaten von Amerika 

ZEN (blue edition), Version 2.3 SP1 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

2.2 Methoden 

2.2.1 Zellbiologische Methoden 

2.2.1.1 Kultivierung adhärenter Zelllinien 

Die verwendete Zelllinie U2OS wurde ursprünglich als 2T Zelllinie bezeichnet. Die Zellen wurden aus 

einem mesenchymalen Tumor (Osteosarkom), welcher sich in den Schienbeinen eines 15-jährigen 

Mädchen befand, isoliert. Die Zelllinie wurde 1964 etabliert und weist eine epithelial adhärente 

Morphologie auf (Pontén und Saksela 1967). Aus den U2OS Zellen wurden von Diana Panfilova mittels 

CRISPR/Cas9 die Knockoutzelllinien HR23AKO und HR23BKO erfolgreich generiert und charakterisiert. 

Die Überexpression von HR23B erfolgte mit Hilfe eines Tet-on Systems. Dabei wird die Genexpression 

in Gegenwart eines Tetrazyklins (z.B. Doxycyclin) reversibel induziert (Das et al. 2016; Gossen et al. 

1995). Die mit einem Tet-on System stabil transfizierten Zelllinien Tre (ohne Gen als Kontrolle) und 

HR23B↑ (Überexpression von HR23B) wurden freundlicherweise in der Arbeitsgruppe Olzscha 

hergestellt.  

Die U2OS, HR23AKO und HR23BKO Zellen wurden in DMEM, welches 10 % FKS und 1 % Penicillin-

Streptomycin enthielt (s. 2.1.2.3), bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Zur Selektion der Tet-on System 

enthaltenden Zellen, wurde das Medium der Tre und HR23B↑ Zellen zusätzlich mit 0,1 mg/ml 

Hygromycin B und 0,1 mg/ml G-418 (s. 2.1.2.3) versetzt. Die Induktion des Tet-on Systems erfolgte 

mittels 1 µg/ml Doxycyclin. 

Die adhärenten Zellen wurden bei einer Konfluenz von circa 80 % passagiert. Dazu wurden die Zellen 

in einer 250 ml Zellkulturflasche zunächst mit 10 ml 1x PBS (s. 2.1.2.3) gewaschen und anschließend 

für 5 min mit 2,5 ml einer Trypsin-EDTA Lösung bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Trypsin spaltet dabei 

die Adhäsionsmembranproteine (Brown et al. 2007). Nach der Ablösung der Zellen von der 

Flaschenoberfläche wurde die enzymatische Reaktion durch die Zugabe von 2,5 ml des jeweiligen 

Mediums gestoppt. Die Zellen wurden 1:5 gesplittet und zur weiteren Kultivierung in 10 ml Medium 

aufgenommen. Zur Kontrolle auf Verunreinigungen wurde regelmäßig eine Mykoplasmen-PCR 

durchgeführt (s. 2.2.2.5).  

2.2.1.2 Kultivierung von nicht-adhärenten Zellen 

THP-1 Zellen sind Monozyten, welche aus dem Blut eines Einjährigen mit akuter myeloischer Leukämie 

isoliert wurden (Tsuchiya et al. 1980). Die Kultivierung der THP-1 Zellen erfolgte in RPMI 1640 mit 10 % 
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FKS und 1 % Penicillin-Streptomycin (s. 2.1.2.3). Die Zellen wurden bei einer Dichte zwischen 

1*105 Zellen/ml und 1*106 Zellen/ml 1:5 geteilt und in frischem Medium aufgenommen.  

2.2.1.3 Kryokonservierung mammalischer Zellen 

Zur Konservierung der einzelnen Zelllinien wurden die adhärenten Zellen analog zu 2.2.1.1 in 

Suspension gebracht. Diese bzw. die Suspensionskultur der THP-1 Zellen wurden bei 360 g für 5 min 

zentrifugiert und das Pellet in 2 ml Kryomedium (s. 2.1.2.3) pro 650 ml Zellkulturflasche resuspendiert. 

In einem sterilen Kryo-Röhrchen wurden die Zellen zunächst für 2 bis 3 h bei -20 °C eingefroren, 

anschließend über Nacht bei -80 °C und zur dauerhaften Lagerung bei -150 °C. Zur Revitalisierung der 

Zellen wurden diese aufgetaut und für 5 min bei 360 g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml des 

jeweiligen Mediums aufgenommen und in eine 250 ml Zellkulturflasche überführt. 

2.2.1.4 Zellzahlbestimmung 

Für die Bestimmung der Zellzahl wurden die adhärenten Zellen wie unter 2.2.1.1 beschrieben in 

Suspension gebracht, die THP-1 Zellen konnten ohne weitere Behandlung entnommen werden. 10 µl 

der jeweiligen Zellsuspension wurde mit 10 µl einer 0,4%igen Trypanblaulösung versetzt und die 

Zellzahl mit Hilfe eines automatischen Zellzählers bestimmt. Trypanblau kann nicht durch eine intakte 

Zellmembran diffundieren, sodass lebende Zellen nicht angefärbt werden, während abgestorbene 

Zellen den Farbstoff aufnehmen (Strober 2015). Das benötigte Volumen für die Aussaat der Zellen 

wurde wie folgt berechnet: 

𝑉𝑍𝑒𝑙𝑙𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠𝑖𝑜𝑛 =
𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝑔𝑒𝑤ü𝑛𝑠𝑐ℎ𝑡𝑒𝑛 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛

𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒𝑛 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑜 𝑚𝑙
 

2.2.1.5 Synchronisation mammalischer Zellen 

Zur Untersuchung der HR23B-Expression in den einzelnen Zellzyklusphasen wurde ein Protokoll zur 

Synchronisation von U2OS und HR23BKO Zellen etabliert (Apraiz et al. 2017). Die Zellen konnten nach 

der Behandlung mit Hydroxyurea in der G1- bzw. S-Phase detektiert werden, für den Proliferationsstop 

in der G2-Phase wurde ein Thymidin-Nocodazol-Block durchgeführt. Für beide untersuchten Zelllinien 

wurden eine ungefärbte Probe, die einzelnen Farbstoffe, eine IgG Kontrolle und eine asynchrone Probe 

mit allen Farbstoffen mitgeführt.  

Sowohl für die Behandlung mit Hydroxyurea als auch für die Behandlung mit Thymidin und Nocodazol 

wurden zunächst 2,5*105 Zellen pro Well in einer 6-Well Platte ausgesät (s. 2.2.1.4) und über Nacht in 

2 ml Medium bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert.  

Für die Analyse der Zellen in der G1- und S-Phase wurden die Zellen mit 2 ml 1x PBS (s. 2.1.2.3) 

gewaschen und für 24 h bei 5 % CO2 und 37 °C unter Nährstoffmangel in 2 ml FKS-freiem Medium 

kultiviert. Es erfolgte ein weiterer Inkubationsschritt bei 37 °C und 5 % CO2 für 24 h in 2 ml komplettem 

Medium, welches 4 mM Hydroxyurea enthielt. Hydroxyurea inhibiert das Enzym 
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Ribonukleotidreduktase, welches die Reduktion von Ribose in Desoxyribose katalysiert. Dadurch sinkt 

die Produktion der Deoxynukleosidtriphosphate und die DNS-Synthese wird unterbrochen (Apraiz et 

al. 2017). Anschließend wurden die Zellen erneut mit 2 ml 1x PBS gewaschen und in 2 ml normales 

Medium entlassen, sodass sie den Zellzyklus synchron weiter durchlaufen konnten. Nach 3 h wurde 

die Probe für die G1-Phase entnommen, nach 9 h die Probe für die S-Phase. 

Für den Proliferationsstop in der G-2 Phase wurden die ausgesäten Zellen mit 2 mM Thymidin 

behandelt. Thymidin blockiert die DNS-Replikation während der S-Phase (Chen und Deng 2018). Nach 

20 h bei 37 °C und 5 % CO2 wurden die Zellen für 5 h wieder in 2 ml normalem Medium inkubiert. 

Danach erfolgte die Behandlung mit 50 ng/ml Nocodazol, welches die Polymerisation der Mikrotubuli 

inhibiert (Blajeski et al. 2002). Nach einer Inkubation von 8 h bei 37 °C und 5 % CO2 wurden die Zellen 

erneut in 2 ml normales Medium überführt und nach 1 h für die Analyse in der Durchflusszytometrie 

(s. 2.2.1.6) geerntet. 

2.2.1.6 Analyse der synchronisierten Zellen mittels Durchflusszytometrie 

Die Analyse der synchronisierten Zellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Bei dieser Methode 

passieren die vereinzelten Partikel eine monochromatische Lichtquelle. Anhand der daraus 

resultierenden Streuung und Fluoreszenz können die physikalischen sowie molekularen Eigenschaften 

dieser Partikel analysiert werden (McKinnon 2018). Dazu wurden die synchronisierten Zellen von 

2.2.1.5 mit 2 ml 1x PBS (s. 2.1.2.3) gewaschen und mit 300 µl einer Trypsin-EDTA Lösung von der 6-

Well Platte abgelöst. Anschließend wurden die trypsinierten Zellen in 1 ml Medium aufgenommen, in 

ein 15 ml Teströhrchen überführt und bei 300 g für 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml kalten 

70%igen Ethanol (in 1x PBS) fixiert und für 15 min auf Eis inkubiert bevor es bei 4 °C für die 

Durchflusszytometrie gelagert wurde.  

Zur Messung der Zellen wurden diese zunächst für 1 min bei 360 g zentrifugiert und das Pellet mit 

100 µl Färbepuffer (s. 2.1.2.3) gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation wurde das Pellet für 1 h 

mit dem Primärantikörper anti-HR23B bzw. der IgG Kontrolle 1:50 in Färbepuffer bei Raumtemperatur 

inkubiert. Nach erneutem Waschen mit 100 µl Färbepuffer wurde der Ansatz für 30 min mit dem 

Dylight 649-markierten Sekundärantikörper anti-Kaninchen (1:300 in Färbepuffer) bei 

Raumtemperatur im Dunklen behandelt. Die Zellen wurden abermals bei 1.000 rpm für 1 min 

zentrifugiert und das Pellet mit 1 ml Färbelösung (s. 2.1.2.3) für 20 min im Dunklen bei 4 °C inkubiert. 

Nach einem letzten Zentrifugationsschritt wurden die Zellen mit 250 µl 1x PBS gewaschen und jeweils 

20.000 Partikel in der Durchflusszytometrie gemessen. Der Ausschluss von Zelltrümmern erfolgte 

dabei über das Vorwärtstreulicht (FSC; englisch für forward scatter), über welches die Partikelgröße 

bestimmt werden kann und über das Seitwärtsstreulicht (SSC; englisch für sideward scatter), welches 

Auskunft über die Granularität der Zellen gibt (McKinnon 2018). Des Weiteren wurden die 
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Fluoreszenzsignale von Propidiumiodid (FL-2: λex=488 nm, λem=585 nm) und Dylight 649 (FL-4: 

λex=633 nm, λem=675 nm) in den Zellen gemessen. Der prozentuale Anteil der Zellen in den einzelnen 

Zellzyklusphasen konnte über die Auftragung der gezählten Zellen gegen das FL-2-Signal bestimmt 

werden. Außerdem konnte die Signalintensität von HR23B über den Kanal FL-4 gemessen 

übernommen werden. Die statistische Auswertung erfolgte entsprechend 2.2.4 in Origin. 

2.2.1.7 Transiente Transfektion mammalischer Zellen mittels GeneJuice® 

Bei der transienten Transfektion wird kurzfristig fremde DNS in eukaryotische Zellen eingebracht 

(Chong et al. 2021). Die Transfektion der adhärenten Zellen erfolgte mit Hilfe des Transfektionsreagenz 

GeneJuice®. Dieses basiert entsprechend der Herstellerangaben nicht auf Lipofektion und ist somit 

weniger toxisch. Weiterhin besticht es durch eine hohe Transfektionseffizienz. Die verwendeten 

Plasmide enthielten Exon 1 von Huntingtin mit unterschiedlicher Anzahl von Glutaminresten (Htt20Q, 

Htt97Q, Htt23Q-HA, Htt74Q-HA, Htt23Q, Htt74Q, Htt97Q-GFP). Als Negativkontrolle für Htt20Q, 

Htt97Q, Htt23Q-HA und Htt74Q-HA diente der leere Vektor pcDNA3, für die GFP-gekoppelten 

Plasmide Htt23Q, Htt74Q und Htt97Q-GFP wurde peGFP (leerer Vektor mit GFP) eingesetzt.  

Bei der Durchführung der transienten Transfektion wurde sich weitestgehend am Herstellerprotokoll 

orientiert. Die Zellen wurden gemäß 2.2.1.4 so ausgesät, dass sie am Tag der Transfektion 70 % bis 

90 % Konfluenz aufwiesen. Das nach Herstellerprotokoll angegebene Volumen Opti-MEM™ wurde in 

ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, bevor das Transfektionsreagenz GeneJuice® darin 1:25 

(v/v) tropfenweise verdünnt wurde. Der Ansatz wurde mittels Vortexmischer vermengt und für 5 min 

bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die DNS in einem Verhältnis 1:50 (w/v) eingesetzt 

und der Ansatz vorsichtig gemischt. Nach einer 15-minütigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde 

der komplette Ansatz tropfenweise zu den ausgesäten Zellen gegeben und diese für 48 h bei 37 °C und 

5 % CO2 inkubiert. 

Zur Optimierung der Transfektion wurden weitere Bedingungen getestet. Darunter zählte die analoge 

Behandlung mit 1 mg/ml Polyethylenimin, eine verlängerte Inkubationszeit mit dem 

Transfektionsansatz auf 72 h und eine sechsstündige Behandlung mit Serum-freien Medium nach der 

Transfektion, bevor erneut normales Medium hinzugegeben wurde. Die Optimierung wurde mittels 

Immunfluoreszenzmikroskopie (s. 2.2.1.8) sowie Western Blot (s. 2.2.3.4) überprüft. 

2.2.1.8 Detektion von Huntingtin und HR23B in der Immunfluoreszenzmikroskopie 

Bei der Immunfluoreszenzmikroskopie werden fluoreszierende Antikörper verwendet, um bestimmte 

Strukturen oder Moleküle sichtbar zu machen (Im et al. 2019). Für die Detektion von Huntingtin und 

HR23B unter dem Fluoreszenzmikroskop wurden 1,5*104 Zellen, wie unter 2.2.1.4 beschrieben, in 

einem Objektträger Nunc™ Lab-Tek™ Chamber Slide System ausgesät. Nach erfolgreicher Transfektion 

mit pcDNA3, Htt20Q und Htt97Q bzw. Htt23Q-HA und Htt74Q-HA (s. 2.2.1.7) und optionaler Induktion 
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mittels Doxycyclin (s. 2.2.1.1) wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 150 µl 1x PBS 

(s. 2.1.2.3) gewaschen. Die Fixierung der Zellen erfolgte durch eine 45-minütige Behandlung mit 150 µl 

4%igem Paraformaldehyd (Fixierlösung s. 2.1.2.3) bei Raumtemperatur. Die Zellen wurden erneut mit 

150 µl 1x PBS gewaschen und durch Zugabe von 150 µl 0,5%igen Triton™ X-100 

(Permeabilisierungslösung s. 2.1.2.3) permeabilisiert. Nach einer Inkubation von 30 min bei 

Raumtemperatur erfolgten zwei Waschschritte mit 150 µl 1x PBS und ungewünschte Bindestellen 

wurden mit einer 1%igen BSA-Lösung (s. 2.1.2.3) für 30 min bei Raumtemperatur blockiert. Die Zellen 

wurden mit dem primären Antikörper anti-HA zur Detektion von Huntingtin (1:50 in 1%igem BSA) und 

optional mit anti-HR23B (1:100 in 1%igem BSA) für 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 

wurden die Zellen dreimal 10 min mit 150 µl 1x PBS gewaschen und der sekundäre FITC-markierte 

Antikörper anti-Kaninchen bzw. anti-Maus (1:800 in 1x PBS) hinzugegeben. Weiterhin wurde auch der 

Kernfarbstoff Hoechst 1:2.000 hinzugefügt und optional der Dylight 649-markierte 

Sekundärantikörper anti-Kaninchen 1:300. Nach einer Inkubationszeit von 1,5 h im Dunkeln bei 

Raumtemperatur wurden die Zellen erneut dreimal für jeweils 15 min mit 1x PBS gewaschen und mit 

4%igem Paraformaldehyd 15 min behandelt. Nach einem letzten Waschschritt mit 1x PBS wurde die 

Kammer entfernt und der Objektträger mehrmals in destilliertes Wasser getaucht und getrocknet. 

Zuletzt wurde das Deckglas mit Mounting Medium auf dem Objektträger fixiert, sodass Huntingtin und 

HR23B unter dem Fluoreszenzmikroskop detektiert werden konnten. Das dafür verwendete 

Ölimmersionsobjektiv hatte eine Vergrößerung von 63x und die verwendeten Kanäle wurden anhand 

der Farbstoffe ausgewählt (Hoechst: λex=350 nm, λem=461 nm; FITC: λex=491 nm, λem=516 nm; 

Dylight 649: λex=655 nm, λem=670 nm).  

Zur Analyse der Htt97Q-Strukturen wurde das Proteostat® Protein Aggregation Kit verwendet. Der 

Farbstoff interkaliert in β-Strukturen und färbt somit Aggregate (Oshinbolu et al. 2018; Navarro und 

Ventura 2014). Diese können unter dem Fluoreszenzmikroskop (λex=500 nm, λem=600 nm) sichtbar 

gemacht werden. Dazu wurden die Zellen nach der Behandlung mit dem Sekundärantikörper dreimal 

kurz mit 1x PBS gewaschen und für 30 min bei Raumtemperatur mit Proteostat® (1:2.000 in 1x PBS) 

inkubiert. 

Zur Überprüfung der erfolgreichen Fixierung mit Ethanol, welche für die Analyse der synchronisierten 

Zellen in der Durchflusszytometrie verwendet wurde (s. 2.2.1.6), wurden die ausgesäten Zellen 

anstelle von Paraformaldehyd und Triton™ X-100 durch eine 10-minütige Inkubation bei -20 °C mit 

96%igem Ethanol fixiert und permeabilisiert. Die weiteren Schritte erfolgten wie oben beschrieben 

unter der Verwendung des Primärantikörpers anti-HR23B, des Sekundärantikörpers anti-Kaninchen-

Dylight 649 und Hoechst.  
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Die Quantifizierung der Htt97Q-Aggregate in Tre und HR23B↑ Zellen erfolgte unter Verwendung des 

High-Content-Analysesystem Operetta® CLS™. Dazu wurden 1*104 Zellen in einer 96-Well Corning Flat 

Bottom Zellkulturplatte ausgesät. Die Transfektion erfolgte analog zu 2.2.1.7 und die Fixierung, 

Permeabilisierung, Blockierung und Färbung wurde wie oben beschrieben durchgeführt. Die Zellen 

konnten anschließend ohne Eindecken mit einem 40er Objektiv dargestellt werden. Im Anschluss an 

die Messung wurden mit Hilfe der Harmony® High-Content Imaging and Analysis Software die Fläche 

der einzelnen Nuklei und des Zytoplasmas detektiert, sowie die Anzahl der Aggregate über die Funktion 

„find spots“ bestimmt. Die Verhältnisse von Nukleus zu Zytoplasma und der Aggregate zu den Zellen 

wurden mittels Excel berechnet. Die statistische Auswertung erfolgte über Origin (s. 2.2.4).  

2.2.1.9 Isolation der extrazellulären Vesikel  

Extrazelluläre Vesikel können über ihre Größe und Dichte mit Hilfe von Ultrazentrifugation isoliert 

werden (Brás et al. 2022; Wang et al. 2021). Dazu wurden zunächst 3*106 Zellen ausgesät (s. 2.2.1.4), 

optional wurde die Überexpression von HR23B mit Doxycyclin induziert und anschließend wurden die 

Zellen analog zu 2.2.1.7 transfiziert. Das extrazelluläre Vesikel enthaltende Zellkulturmedium wurde 

abgenommen und bei 300 g für 10 min zentrifugiert, um tote Zellen zu entfernen. Im Anschluss wurde 

der Überstand zur Beseitigung von Zelltrümmern bei 2.000 g für 20 min zentrifugiert. Die im Überstand 

befindlichen extrazellulären Vesikel wurden für 90 min bei 100.000 g pelletiert, das Pellet mit 1x PBS 

(s. 2.1.2.3) gewaschen und der Zentrifugationsschritt wiederholt. Der Überstand wurde dekantiert und 

das Pellet im verbliebenen 1x PBS resuspendiert. Um mehrfaches Einfrieren und Auftauen zu 

vermeiden, wurden die extrazellulären Vesikel aliquotiert und bei -80 °C gelagert. 

Für eine Differenzierung zwischen Mikrovesikeln und Exosomen wurde der Überstand vor der 

Zentrifugation bei 100.000 g für 90 min bei 20.000 g zentrifugiert. Die im Pellet befindlichen 

Mikrovesikel wurden mit 1x PBS gewaschen und abermals zentrifugiert, die im Überstand befindlichen 

Exosomen wurden wie oben beschrieben bei 100.000 g pelletiert, gewaschen und erneut pelletiert. 

Neben der Aufreinigung mittels Ultrazentrifugation wurden das MACS Exosome Isolation Kit CD63 und 

das Minute™ High-Efficiency Exosome Precipitation Reagent zur Isolation der extrazellulären Vesikel 

entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Bei dem MACS Exosome Isolation Kit CD63 werden 

die extrazellulären Vesikel mittels anti-CD63, welches an Kleinstpartikel gekoppelt ist, magnetisch 

markiert und in einer Säule in einem magnetischen Feld festgehalten, während Verunreinigungen 

weggespült werden. Durch das Entfernen des magnetischen Feldes können die aufgereinigten 

extrazellulären Vesikel anschließend eluiert werden.  

2.2.1.10 Bestimmung der Menge der extrazellulären Vesikel mittels Durchflusszytometrie 

Die semiquantitative Bestimmung der Menge der extrazellulären Vesikel erfolgte über die Detektion 

von CD63 im Durchflusszytometer. Dafür wurden die Zellen analog zu 2.2.1.9 behandelt und nach 
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erfolgreicher Transfektion 190 µl des extrazellulären Vesikel enthaltenden Überstandes mit 10 µl anti-

CD63-PE gemischt. Nach einer einstündigen Inkubation bei Raumtemperatur im Dunklen wurden 

180 µl der Probe im Durchflusszytometer gemessen.  

Für die Bestimmung der ausgeschütteten Zytokine von Immunzellen nach Zugabe der extrazellulären 

Vesikel (s. 2.2.1.13) sollte die gleiche Menge an extrazellulären Vesikeln eingesetzt werden. Dafür 

wurden 20 µl der aufgereinigten extrazellulären Vesikel mit 10 µl anti-CD63-PE für 1 h bei 

Raumtemperatur im Dunklen inkubiert und vor der Messung 170 µl 1x PBS (s. 2.1.2.3) hinzugegeben. 

Es wurden 150 µl gemessen.  

Das Fluoreszenzsignal von Phycoerythrin (PE) konnte in dem Kanal FL-2 (λex=488 nm, λem=585 nm) 

detektiert werden. Zum Ausschluss von unspezifischen Signalen wurde eine IgG Kontrolle mitgeführt, 

welche vom gemessenen Fluoreszenzsignal abgezogen wurde. Die statistische Auswertung erfolgte 

entsprechend 2.2.4 in Origin. 

2.2.1.11 Bestimmung des Huntingtingehalts in extrazellulären Vesikeln mittels 

Durchflusszytometrie 

Da sich die semiquantitative Bestimmung des Huntingtingehalts im Western Blot als sehr schwierig 

erwies, wurde der Proteingehalt des GFP-gekoppelten Huntingtins in extrazellulären Vesikeln über die 

Durchflusszytometrie bestimmt. Dazu wurden die extrazellulären Vesikel mittels Ultrazentrifugation 

(s. 2.2.1.9) isoliert und CD63 analog zu 2.2.1.10 mit Hilfe von einem PE-gekoppelten Antikörper 

markiert. Die Proteingehaltbestimmung von Huntingtin erfolgte in den CD63-positiven extrazellulären 

Vesikel über das gekoppelte GFP im Kanal FL-1 (λex=488 nm, λem=530 nm). Die Signale wurden auf die 

jeweilige Kontrolle mit peGFP in Excel normalisiert und in Origin entsprechend 2.2.4 statistisch 

ausgewertet. 

2.2.1.12 Analyse der Oberflächenproteine von extrazellulären Vesikeln mittel MACSPlex 

Die Oberflächenproteine der extrazellulären Vesikel wurden über das MACSPlex Exosome Kit 

entsprechend dem Herstellerprotokoll bestimmt. Dabei wurden die extrazellulären Vesikel zunächst 

wie unter 2.2.1.9 beschrieben über das MACS Exosome Isolation Kit CD63 isoliert und ihre 

Proteinkonzentration über ein Micro BCA™ Protein Assay Kit bestimmt (s. 2.2.3.2). Zur Bestimmung 

der Oberflächenproteine wurde ein Detektionsreagenz mit verschiedenen, gegen diese Proteine 

gerichteten, Antikörper, hinzugegeben. Die Messung in der Durchflusszytometrie erfolgte mit 

folgenden Einstellungen: sample flow rate = 2 µl/s, sample volume = 140 µl, mixing volume = 100 µl, 

mixing speed = 250 µl/s, no. of mixes = 4, wash volume = 400 µl. 

Die Signalwerte für die einzelnen Populationen wurden aus der BD FACSDiva™ Software in Excel 

exportiert und der Blindwert wurden von den Werten subtrahiert. Anschließend wurden die Werte auf 
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die Marker CD9, CD63 und CD81 sowie auf die Negativkontrolle (pcDNA3) normalisiert und die 

Veränderungen jedes Oberflächenproteins in Origin statistisch ausgewertet (s. 2.2.4).  

2.2.1.13 Detektion der von Immunzellen ausgeschütteten Zytokine unter Zugabe von 

extrazellulären Vesikeln 

Mit Hilfe des CBA Human Inflammatory Cytokine Kit wurde untersucht, ob sich die 

Zytokinausschüttung von Immunzellen durch die Zugabe der isolierten extrazellulären Vesikel 

verändert. Die dafür verwendete Monozyten-Zelllinie THP-1 kann zunächst zu nicht-aktivierten 

Makrophagen (M0) differenziert werden und anschließend zu proinflammatorischen Makrophagen 

(M1) polarisiert werden (Baxter et al. 2020). Dazu wurden 1*105 THP-1 Zellen in einer 24-Well Platte 

ausgesät (s. 2.2.1.4) und in Differenzierungsmedium (s. 2.1.2.3) kultiviert. Die differenzierten 

Makrophagen (M0) adhärieren und proliferieren nicht mehr. Die Zellen wurden anschließend für 48 h 

mit Hilfe des entsprechenden Mediums zum Phänotypen M1 polarisiert (s. 2.1.2.3) und mit der 

gleichen Anzahl an extrazellulären Vesikeln für 24 h behandelt. 

Für die Analyse der ausgeschütteten Zytokine wurde der Überstand entnommen und dieser 

entsprechend den Herstellerangaben mit dem CBA Human Inflammatory Cytokine Kit behandelt und 

im Durchflusszytometer gemessen. Nach Erstellen einer Standardkurve konnte die Konzentration der 

Zytokine in Excel berechnet werden und in Origin statistisch ausgewertet werden (s. 2.2.4). 

2.2.1.14 Hyperacetylierung adhärenter Zellen 

Zur Untersuchung des Einflusses der Acetylierung wurde der HDAC-Inhibitor SAHA verwendet. Er 

verhindert die Deacetylierung der Proteine und sorgt somit für eine Hyperacetylierung des Proteoms 

(Gediya et al. 2005). Dazu wurden die Zellen mit 10 µM SAHA für 24 h behandelt. 

2.2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.2.1 Transformation chemisch kompetenter Bakterien mit Plasmiden  

Zur Vervielfältigung der verwendeten Plasmide (s. 2.2.1.7) wurden chemisch kompetente E. coli 

Bakterien des Stammes DH5α mittels Hitzeschock transformiert. Es wird davon ausgegangen, dass 

dabei sich dabei die Poren der Zellen weiten und die DNS leichter aufgenommen wird (Froger und Hall 

2007). Dazu wurden jeweils 50 µl der Bakterien mit 10 ng Plasmid versetzt und für 30 min auf Eis 

inkubiert. Danach erfolgte der Hitzeschock für 45 s bei 42 °C. Die Bakterien wurden nach Zugabe von 

500 µl vorgewärmtem SOC-Medium für 1 h bei 37 °C und 300 rpm geschüttelt. Abschließend wurden 

20 µl des Ansatzes auf vorgewärmte Agarplatten mit der jeweiligen Antibiotikaresistenz ausplattiert 

(s. 2.1.3.5) und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Die entstandenen Kolonien konnten dann für die 

Plasmidpräparation (s. 2.2.2.2) gepickt werden. 
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2.2.2.2 Plasmidpräparation 

Bei der Plasmidpräparation wird die Plasmid-DNS ähnlich zur DNS-Extraktion aus Zellen aufgereinigt. 

Für eine möglichst hohe Ausbeute wurde eine Maxi-Plasmidpräparation verwendet. Dafür wurde 

zunächst eine Vorkultur angesetzt, bei der 4 ml LB-Medium (s. 2.1.3.3) mit 4 µl Antibiotika (s. 2.1.3.5) 

und einer transformierten Kolonie (s. 2.2.2.1) versetzt wurde. Die Vorkultur wurde für 6 h bei 37 °C 

und 170 rpm geschüttelt. Im Falle einer gewünschten Glycerolstammlösung wurden 500 µl der 

Vorkultur mit 500 µl 50%igem Glycerol bei -80 °C eingefroren. Für die Maxi-Plasmidpräparation 

wurden 200 µl der Vorkultur in einen Erlenmeyerkolben mit 200 ml LB-Medium und 200 µl Antibiotika 

überführt und über Nacht bei 37 °C und 170 rpm inkubiert. 

Die Plasmidpräparation erfolgte nach den Herstellerangaben des PureLink® HiPure Plasmid Filter DNA 

Purification Kits. Das Plasmid wurde zunächst in 200 µl Wasser aufgenommen und die Konzentration 

photometrisch bestimmt (s. 2.2.2.4). Für die weitere Verwendung im Rahmen einer Transfektion 

(s. 2.2.1.7) wurde das Plasmid mit Wasser auf 1 µg/µl eingestellt und bei -20 °C eingefroren. 

2.2.2.3 Isolation genomischer DNS  

Die genomische DNS der von Diana Panfilova generierten CRISPR/Cas9-basierte 

Doppelknockoutzelllinie HR23A/BKO wurde mittels Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion von 

den Proteinen und der RNS getrennt und anschließend durch Ethanol gefällt. Dazu wurde bei der 

Zellernte die Zellzahl bestimmt (s. 2.2.1.4). Die Zellen wurden für 5 min bei 500 g zentrifugiert und das 

Pellet zunächst in 4 ml eiskaltem 1x PBS (s. 2.1.2.3) resuspendiert. Der Zentrifugations- sowie der 

Waschschritt wurden mit 1 ml 1x PBS wiederholt. Ehe das Pellet in 1 Volumen Verdauungspuffer (1 ml 

Verdauungspuffer / 108 Zellen, mindestens jedoch 300 µl, s. 2.1.3.3) aufgenommen wurde, wurden die 

Zellen erneut pelletiert. Anschließend wurden die Zellen bei 50 °C und 200 rpm für 12 bis 18 h 

geschüttelt, bis die Probe viskos und klar war. Für eine bessere Auftrennung wurden 

Gelreaktionsgefäße verwendet und das Gel zuvor für 1 min bei 16.000 g herunterzentrifugiert. Die 

Extraktion der Nukleinsäuren erfolgte durch die Zugabe von 300 µl 

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol. Die Probe wurde für 10 min bei 1.700 g zentrifugiert. Zur 

Reinigung der Nukleinsäuren wurde die obere wässrige Schicht in ein neues Reaktionsgefäß überführt 

und 30 µl einer 3 M Natriumacetatlösung sowie 600 µl 99,8%iger Ethanol hinzugegeben. Die dadurch 

präzipitierten Nukleinsäuren wurden für 2 min bei 1.700 g zentrifugiert und mit 500 µl 70%igem 

Ethanol gewaschen. Das luftgetrocknete Pellet wurde in 300 µl Wasser resuspendiert. Eine bessere 

Lösung der Nukleinsäuren konnte durch 45-minütiges Schütteln bei 65 °C erzielt werden. Die RNS 

wurde durch Zugabe von 1 µg/µl DNase-freier RNase A entfernt und anschließend die organische 

Extraktion und die Ethanolpräzipitation wiederholt. Die DNS wurde daraufhin in 50 µl Wasser 
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aufgenommen, ihre Konzentration bestimmt (s. 2.2.2.4) und in einer Arbeitskonzentration von 1 µg/µl 

eingestellt. Bis zur weiteren Analyse in der PCR (s. 2.2.2.5) wurde die DNS bei 4 °C gelagert. 

2.2.2.4 Photometrische Quantifizierung der DNS 

Die Konzentration und Reinheit der genomischen DNS (s. 2.2.2.3) sowie der Plasmide (s. 2.2.2.2) wurde 

spektralphotometrisch mit dem NanoDrop™ bestimmt. Dabei wurde die Absorption im 

Spektralbereich zwischen λ=230 nm und λ=280 nm gemessen. Die DNS besitzt ihr 

Absorptionsmaximum bei λ=260 nm und einen Extinktionskoeffizienten von ε260 nm=0,02 (µg/ml)-1*cm-

1. Somit entspricht die DNS-Konzentration bei einer Schichtdicke von d=1 cm und einer Absorption von 

A260 nm=1 nach dem Lambert-Beerschen Gesetz c=50 µg/ml (Arndt 2018).  

𝐴𝜆 = 𝜀𝜆 ∗ 𝑐 ∗ 𝑑 

𝐴260 𝑛𝑚 = 𝜀260 𝑛𝑚 ∗ 𝑐 ∗ 𝑑 

𝑐 =
𝐴260 𝑛𝑚

𝜀260 𝑛𝑚 ∗ 𝑑
=

1

0,02 (
µ𝑔
𝑚𝑙

)
−1

∗ 𝑐𝑚−1 ∗ 1 𝑐𝑚
= 50 

µ𝑔

𝑚𝑙
 

2.2.2.5 Polymerase Kettenreaktion 

Zur Amplifikation der genomischen DNS aus 2.2.2.3 bzw. zur regelmäßigen Überprüfung der 

adhärenten Zellen auf Mykoplasmenbefall wurde eine Polymerase Kettenreaktion (PCR) durchgeführt. 

Dabei verdoppelt die DNS-Polymerase die zu untersuchende DNS in jedem Zyklus (Canene-Adams 

2013). Ein Zyklus ist durch unterschiedliche Temperaturschritte gekennzeichnet. Im Folgenden wurde 

der DreamTaq PCR Master Mix entsprechend dem Pipettierschema in Tabelle 4 verwendet. Die 

genutzten Primer sind unter 2.1.3.6 aufgelistet. Als DNS-Matrize fungierte entweder die in 2.2.2.3 

isolierte genomische DNS oder 1 ml Medium der adhärenten Zellen, welches bei 300 g für 5 min 

zentrifugiert und anschließend in 100 µl Wasser für 5 min bei 95 °C gekocht wurde. Bei der 

Mykoplasmen-PCR wurden zusätzlich eine Negativ- und eine Positivkontrolle mitgeführt. Da die 

CRISPR/Cas9-basierte Doppelknockoutzelllinie HR23A/BKO mit einem Plasmidgemisch (Typ A, Typ B 

und Typ C) hergestellt wurde, wurden alle drei Genfragmente amplifiziert. Die Analyse der PCR-

Produkte erfolgte über eine Agarose-Gelelektrophorese (s. 2.2.2.6). 
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Tabelle 4: Pipettierschema für die Polymerase Kettenreaktion 

Reagenz Volumen (genomische DNS) Volumen (Mykoplasmen-PCR) 

5‘-Primer (10 µM) 1 µl 1 µl 

3‘-Primer (10 µM) 1 µl 1 µl 

DreamTaq PCR Master Mix 10 µl 12,5 µl 

Wasser 6 µl 6 µl 

DNS 1 µl 5 µl 

DMSO 1 µl  

Anschließend wurde die genomische DNS mittels folgenden Programms amplifiziert: 

 2 min @ 95 °C 

30 s @ 95 °C 

45 s @ 55 °C bzw. 61,4 °C 35x 

45 s @ 72 °C 

5 min @ 72 °C 

∞ @ 12 °C 

Die Mykoplasmen-PCR wurde wie folgt durchgeführt: 

 2 min @ 95°C 

30 s @ 95°C 

1 min @ 55°C   35x 

1 min @ 72°C 

2 min @ 72°C 

∞ @ 4°C 

2.2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese 

Die Analyse der PCR-Produkte aus 2.2.2.5 erfolgte mittels Auftrennung in einer Agarose-

Gelelektrophorese bei 100 V. Dabei wird die Probe anhand ihrer Größe durch die Agarosematrix 

aufgetrennt (Lee et al. 2012). Für die DNS der HR23A/BKO Zellen wurde ein 2%iges Agarosegel 

verwendet, für die PCR-Produkte der Mykoplasmen-PCR ein 1,5%iges. Dazu wurde die Agarose in 

100 ml TAE-Puffer (s. 2.1.3.3) unter Wärmezufuhr gelöst und 2 µl Ethidiumbromid hinzugegeben. Die 

PCR-Produkte wurden mit 10x Ladepuffer (s. 2.1.3.3) versetzt und auf das Gel aufgetragen. Als Marker 

diente die GeneRuler™ 100 bp DNS-Leiter für das 2%ige Gel bzw. der GeneRuler™ 1 kb DNS-Leiter für 

das 1,5%ige Gel. Wenn die Mykoplasmen-PCR kein Signal aufzeigte, wurde von keiner Verunreinigung 

der Zellen ausgegangen. Bei einer erfolgreichen Detektion der PCR-Produkte von HR23A/BKO wurden 

diese sequenziert (s. 2.2.2.7).  
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2.2.2.7 Sequenzierung 

Zur Überprüfung der Sequenzen wurden 12 µl der präparierten Plasmide (100 ng/µl) aus 2.2.2.2 bzw. 

12 µl der PCR-Produkte (15 ng/µl) von 2.2.2.5 durch die Firma SeqLab analysiert. Die Sequenzierung 

erfolgte mittels der Didesoxymethode nach Sanger (Sanger et al. 1977). Für die Sequenzierung der 

PCR-Produkte wurden die unter 2.1.3.6 aufgelisteten Primer verwendet. Die Auswertung der 

Sequenzierung erfolgte mittels Chromas. 

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden 

2.2.3.1 Aufreinigung der Proteine 

Für die Analyse der Proteine wurde die Zellmembran chemisch und mechanisch zerstört. Dazu wurden 

zunächst 1,5*106 Zellen ausgesät (s. 2.2.1.4) und am nächsten Tag bzw. nach erfolgter Transfektion 

(s. 2.2.1.7) mit einem Zellschaber geerntet. Durch eine 5-minütige Zentrifugation bei 360 g wurden die 

Zellen pelletiert und anschließend in 1 ml 1x PBS (s. 2.1.2.3) aufgenommen. Die Zellen wurden bei 

2.000 g erneut für 5 min zentrifugiert und das Pellet lysiert. Die Ernte der iPS Zellen wurde bereits 

durchgeführt und die Zellen wurden pelletiert von Dr. Pawel Lisowski zur Verfügung gestellt. Die Pellets 

wurden in 100 µl RIPA-Puffer (s. 2.1.4.2) resuspendiert und die Suspension für 1 h bei 4 °C rotiert. 

Weiterhin wurden die Zellen durch das mehrmalige Aufziehen der Lösung durch eine Kanüle (27G) 

Scherkräften ausgesetzt. Zur Trennung des löslichen Überstandes von den Zelltrümmern wurde der 

Ansatz für 10 min bei 16.000 g und 4 °C zentrifugiert. Die Proteinkonzentration der löslichen Proteine 

wurde bestimmt (s. 2.2.3.2) und die Proteinanalyse erfolgte in der SDS-PAGE (s. 2.2.3.3) mit 

anschließendem Western Blot (s. 2.2.3.4) bzw. im Filterretardationsassay (s. 2.2.3.6). 

Für eine effektivere Lyse von Huntingtin wurden die unlöslichen Pellets in 10 µl 98,5%iger 

Ameisensäure resuspendiert und 40 min bei 37 °C und 1.000 rpm geschüttelt. Die Verdunstung der 

Ameisensäure erfolgte mittels Konzentrators bei 30 °C über Nacht (Programm V-AQ). Das Pellet wurde 

anschließend in 50 µl RIPA-Puffer resuspendiert, die Proteinkonzentration bestimmt (s. 2.2.3.2) und 

seine Proteine mittels Western Blot analysiert (s. 2.2.3.4).  

2.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem BCA-Assay. Dieser Assay wurde 1985 von 

Smith et al. auf der Grundlage des Lowry-Tests (Lowry et al. 1951) entwickelt. Dabei werden 

zweiwertige Kupferionen unter alkalischen Bedingungen bei der Bindung an Peptidbindungen zu 

einwertige Kupferionen reduziert. Diese bilden mit Bicinchoninsäure (BCA) einen blau-violetten 

Farbkomplex, welcher bei λ=562 nm kolorimetrisch detektierbar ist (Smith et al. 1985). Die 

Durchführung erfolgte nach dem Protokoll des Pierce™ BCA Protein Assay Kits. Die Proben wurden 1:10 

bzw. 1:5 verdünnt. Die Berechnung der Konzentrationen erfolgte über die Standardkurven in Excel. 
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Für die Proteinkonzentrationsbestimmung der über das MACS Exosome Isolation Kit CD63 

aufgereinigten extrazellulären Vesikel wurde das Micro BCA™ Protein Assay Kit verwendet, da sie unter 

der Detektionsgrenze des Pierce™ BCA Protein Assay Kits lagen.  

2.2.3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

Die SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamidgelelektrophorese) ist eine Methode, bei der Proteine unter denaturierenden 

Bedingungen der Größe nach aufgetrennt werden (Laemmli 1970).  

Für den Nachweis der Huntingtinproteine in den iPS Zellen wurden Gradientengele (4 bis 12 %) 

verwendet, für die restlichen Proteinanalysen wurden 10%ige Gele wie unter 2.1.4.2 beschrieben 

hergestellt. Die Zugabe von APS und TEMED erfolgte dabei erst, wenn eine Polymerisierung erwünscht 

war. Für eine glatte Gelgrenze wurde das Trenngel nach dem Gießen mit 1 ml Isopropanol 

überschichtet, welches vor der Zugabe des Sammelgels wieder dekantiert wurde.  

Für die Analyse wurden 20 bis 40 µg Protein aufgetragen. Dazu wurde die Proteinkonzentration der 

Proben entsprechend 2.2.3.2 bestimmt. Lediglich bei den Proben der extrazellulären Vesikel wurde auf 

eine Konzentrationsbestimmung verzichtet, da diese unter der Detektionsgrenze liegt. Die Proben 

wurden vor der SDS-PAGE mit 5x Probenpuffer (s. 2.1.4.2) versetzt und für 5 min bei 95 °C denaturiert. 

Bei der Detektion von CD63 wurde dabei auf β-Mercaptoethanol im Probenpuffer verzichtet und die 

Proben für 10 min bei 70 °C erhitzt. Die abzentrifugierten Proben wurden neben dem Marker 

(PageRuler™ Plus für 10%iges Gel bzw. HiMark™ für Gradientengel) auf das Gel aufgetragen und in 

1x Laufpuffer (s. 2.1.4.2) bei 160 V für 80 bis 100 min aufgetrennt. Im Anschluss wurden die Proteine 

mittels Western Blot auf eine Membran übertragen (s. 2.2.3.4). 

2.2.3.4 Western Blot 

Der Western Blot ist eine Methode, bei der Proteine aus einem SDS-Gel auf eine Membran durch das 

Anlegen eines elektrischen Feldes übertragen werden. Die mit SDS gebundenen negativ geladenen 

Proteine wandern dabei zur Anode. Beim Aufbau des Western Blots muss demnach darauf geachtet 

werden, dass die Membran auf der zur Anode gewandten Seite liegt und keine Luftblasen zwischen 

dem Gel und der Membran auftreten. Dabei können unterschiedliche Membranen 

(Nitrozellulosemembran, PVDF-Membran) und Systeme verwendet werden. Es wird unterschieden in 

Dry-, Semi-Dry- und Tank-Blot (Kurien und Scofield 2015; Goldman et al. 2015). 

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine (s. 2.2.3.3) wurden mittels Western Blot auf eine 

Nitrozellulosemembran (bzw. PVDF-Membran für den Nachweis von CD63) transferiert. Das Blotten 

erfolgte im Tank-Blot bei 300 mA für 90 min unter Kühlung in Blotpuffer (s. 2.1.4.2). Als Ladekontrolle 

wurde die Membran mit Ponceau S-Lösung (s. 2.1.4.2) gefärbt, welches reversibel an die positiv 

geladenen Aminogruppen der Proteine bindet (Ni et al. 2017). Die Färbung wurde mit dem Blot-
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Dokumentationsgerät ChemiDoc™ MP Imaging System dokumentiert und die Membran mit Wasser 

entfärbt. Bei der Analyse der extrazellulären Vesikel wurde auf diesen Schritt verzichtet, da die Färbung 

für die geringen Konzentrationen nicht sensitiv genug war. Anschließend wurden die unspezifische 

Bindestellen auf der Membran mit 5 % Milchpulver in TBS (s. 2.1.4.2) für 1 h blockiert. Die 

verwendeten Primärantikörper wurden entsprechend der Tabelle 3 (s. 2.1.4.4) in Blockierlösung 

verdünnt und die Membran über Nacht bei 4 °C schwenkend inkubiert. Die Membran wurde zweimal 

für 10 min mit TBS-T (s. 2.1.4.2) und einmal für 10 min mit TBS unter Schwenken gewaschen bevor die 

Membran für 2 h mit dem entsprechenden Sekundärantikörper (Tabelle 3, s. 2.1.4.4) bei 

Raumtemperatur geschwenkt wurde. Abschließend wurde die Membran erneut zweimal für 10 min 

mit TBS-T und einmal für 10 min mit TBS gewaschen. Die Detektion der Antikörper erfolgte mittels ECL-

Kit. Dabei katalysiert die an den Sekundärantikörper gekoppelte Meerrettichperoxidase (HRP) die 

Oxidation der beiden Komponenten Luminol und Wasserstoffperoxid. Die dadurch entstehende 

Lumineszenz kann mit Hilfe des Blot-Dokumentationsgerätes ChemiDoc™ MP Imaging System 

detektiert werden (Ni et al. 2017). Die Ponceau S-Färbung wurde unter Autoexposition als einzelnes 

Bild aufgenommen. Die mit Antikörper behandelten Western Blots wurden als Multiple Bilder unter 

Autoexposition aufgenommen. Es besteht die Möglichkeit bestimmte Intensitäten mit Hilfe der 

Vorschau zu fokussieren. 

Wenn die Membran mehrfach verwendet werden sollte, wurden die Antikörper mittels Strippingpuffer 

(s. 2.1.4.2) entfernt und wie oben beschrieben erneut blockiert und mit Primär- und 

Sekundärantikörper behandelt. Dazu wurde der Puffer auf 55 °C erhitzt und das entsprechende 

Volumen β-Mercaptoethanol hinzugeben. Die Membran wurde 45 min unter Schwenken mit dem 

Puffer inkubiert und anschließend zweimal für 5 min mit TBS gewaschen, bevor sie wiederverwendet 

werden konnte. 

2.2.3.5 Dot Blot 

Für den semiquantitativen Vergleich des CD63- und des Huntingtingehalts wurde ein Dot Blot 

durchgeführt. Dabei werden Proteine unter Vakuum auf eine Membran transferiert und anschließend 

mit Antikörpern behandelt. Damit ähnelt die Methode dem Western Blot, sie erfolgt jedoch ohne 

vorherige Elektrophorese (Jansohn und Rothhämel 2012).  

Die verwendete Nitrozellulosemembran wurde unter Schwenken für 10 min in 1x PBS (s. 2.1.2.3) 

rehydriert und die Apparatur von BioRad wurde entsprechend den Herstellerangaben 

zusammengebaut. Nach einmaligem Waschen der Wells mit 200 µl 1x PBS wurden verschiedene 

Volumina des Zellkulturüberstandes der transfizierten Zellen (s. 2.2.1.7) auf die Membran aufgetragen. 

Anhand der Ergebnisse wurden letztlich 500 µl des Überstandes der U2OS, HR23AKO und HR23BKO 

Zellen verwendet und 100 µl des Überstandes der Tre und HR23B↑ Zellen. Im Anschluss wurden die 
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Wells zweimal mit 200 µl 1x PBS gewaschen und die Membran getrocknet. Zur Analyse der 

aufgetragenen Proben wurde die Membran analog zum Western Blot blockiert und mit den 

entsprechenden Antikörpern behandelt. Die Detektion erfolgte ebenfalls mit Hilfe des Blot-

Dokumentationsgerätes ChemiDoc™ MP Imaging System unter Zugabe von ECL-Lösung. Die 

Signalintensität wurde mit der Software Image Lab™ bestimmt und das CD63-Signal bzw. der Quotient 

aus GFP zu CD63 wurde jeweils auf die GFP-Probe normalisiert. Die statistische Auswertung erfolgte 

wie unter 2.2.4 beschrieben mit Origin.  

2.2.3.6 Filterretardationsassay 

Der Filterretardationsassay wurde analog zum Dot Blot (s. 2.2.3.5) durchgeführt. Zur Bestimmung des 

Verhältnisses von Huntingtinaggregaten zu dem gesamten Proteingehalt von Huntingtin wurden 

jeweils 20 µg der Proben zusätzlich zu der Nitrozellulosemembran auf eine Zelluloseacetatmembran 

aufgetragen. Diese ist eine Filtermembran, welche nur aggregierte Proteine auffängt (Sin et al. 2018). 

Beide Membranen wurden wie bereits unter 2.2.3.4 beschrieben mit Blockierlösung und Antikörpern 

behandelt. Die Signale wurden mit dem Blot-Dokumentationsgerätes ChemiDoc™ MP Imaging System 

bei jeweils gleicher Exposition detektiert. Anschließend konnte der Quotient aus Huntingtinaggregaten 

zu dem gesamten Proteingehalt von Huntingtin mittels Excel berechnet werden und mittels Origin 

statistisch ausgewertet werden (s. 2.2.4). 

2.2.3.7 Aufreinigung der Huntingtinaggregate mittels Ultrazentrifugation 

Für die Isolierung der Huntingtinaggregate (Díaz-Hernández et al. 2004) wurden 1,5*106 Zellen 

entsprechen 2.2.1.4 ausgesät und über Nacht bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Anschließend wurden 

die Zellen transfiziert (s. 2.2.1.7) und bei 360 g für 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 6 ml Puffer 

1 (s. 2.1.4.2) homogenisiert und die resultierenden Zelltrümmer durch eine Zentrifugation für 20 min 

bei 27.000 g und 4 °C pelletiert. Der Überstand wurde auf 1 % (w/v) N-lauroylsarcosin und 1 % (v/v) β-

Mercaptoethanol eingestellt und für 2 h bei Raumtemperatur geschwenkt. Nach einer 45-minütigen 

Inkubation bei 100.000 g wurde das Pellet in 2 ml Puffer 3 (s. 2.1.4.2) homogenisiert und auf einen 

diskontinuierlichen Saccharosegradienten (s. 2.1.4.2, 4 ml 50%ige Saccharose und 4 ml 20%ige 

Saccharose) aufgetragen. Nach einer Zentrifugation für 2 h bei 150.000 g konnten die 

Huntingtinfilamente aus der Interphase entnommen werden und bei -80 °C gelagert werden. Die 

Analyse der Aggregate erfolgte analog zu 2.2.3.4 im Western Blot. 

2.2.4 Datenanalyse 

Die statistische Auswertung und das Erstellen der Graphen erfolgte mit Hilfe des Programmes Origin. 

Neben dem Student’s t-Test für zwei unabhängige Stichproben wurde eine einfaktorielle 

Varianzanalyse (ANOVA) mit anschließendem Tukey-Test genutzt. Die p-Werte wurden in den Graphen 

angegeben, ein p-Wert von p≤0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Nachweis der Expression von Huntingtin und HR23B 

3.1.1 Sequenzierung der verwendeten Plasmide 

Zur Überprüfung der für die Transfektion verwendeten Plasmide Htt20Q, Htt97Q, Htt23Q-HA, 

Htt74Q-HA, Htt23Q, Htt74Q und Htt97Q-GFP wurden diese sequenziert (Abbildung S1). Dabei konnten 

die Fusionsproteine HA bzw. GFP, ein Teil des Exon 1 von Huntingtin und die entsprechende Anzahl 

der Glutaminreste erfolgreich nachgewiesen werden. Anhand der Sequenzierungsergebnisse konnten 

folgende Molekülmassen bestimmt werden: 

Tabelle 5: Theoretisch berechnete Molekülmassen der exprimierten Huntingtinproteine (Exon 1) 

Die Proteine Htt20Q, Htt97Q, Htt23Q-HA und Htt74Q-HA sind mit einem HA-Fusionsprotein gekoppelt, die 

Proteine Htt23Q, Htt74Q und Htt97Q-GFP mit einem GFP-Fusionprotein. 

Protein (HA-gekoppelt) Molekülmasse Protein (GFP-gekoppelt) Molekülmasse 

Htt20Q 11,27 kDa Htt23Q 34,71 kDa 

Htt97Q 21,16 kDa Htt74Q 41,26 kDa 

Htt23Q-HA 9,00 kDa Htt97Q-GFP 46,75 kDa 

Htt74Q-HA 15,55 kDa   

Die unterschiedlichen Molekülmassen bei ähnlicher Anzahl der Glutaminreste entstehen durch die 

unterschiedlichen Fusionsproteine HA und GFP. Da im Folgenden vor allem die HA-gekoppelten 

Proteine Htt20Q und Htt97Q sowie die GFP-gekoppelten Proteine Htt23Q und Htt74Q verwendet 

wurden, wurde zur besseren Übersichtlichkeit der Abbildungen auf die Kennzeichnung des 

Fusionsproteins verzichtet. Die Plasmide Htt23Q-HA, Htt74Q-HA und Htt97Q-GFP wurden lediglich zur 

Etablierung hinzugezogen und wurden dementsprechend extra hervorgehoben. 

3.1.2 Nachweis von überexprimiertem Huntingtin und den 

Proteasomshuttlingfaktoren HR23A und HR23B 

Die Überexpression des Exon 1 von Huntingtin in U2OS Zellen wurde unter verschiedenen 

Bedingungen optimiert. Es wurden unterschiedliche Transfektionsreagenzien (GeneJuice® und 

Polyethylenimin), verschiedene Inkubationszeiten nach der Transfektion (48 und 72 h) und zwei 

Antikörper gegen das Fusionsprotein HA (Cell Signaling Technology® #2367 und Merck #H6908) 

getestet. Des Weiteren erfolgte ein Ansatz unter sechsstündigem Serumentzug im Anschluss an die 

Transfektion (Abbildung S2). Die besten Ergebnisse wurden dabei mit dem Transfektionsreagenz 

GeneJuice®, einer Inkubationszeit von 48 h und ohne Serumentzug erzielt. Die Detektion des HA-
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gekoppelten Exon 1 von Huntingtin erfolgte mit dem Antikörper anti-HA von Cell Signaling 

Technology®. Abbildung 4A zeigt die Überexpression von Htt20Q und Htt97Q in U2OS Zellen unter den 

optimierten Bedingungen. 

 

Abbildung 4: Nachweis der Expression von Exon 1 von Huntingtin in U2OS Zellen 

U2OS Zellen wurden mit pcDNA3, Htt20Q und Htt97Q (A) bzw. pcDNA3 und Htt97Q-GFP (B) transfiziert und 

lysiert. Die aufgereinigten Proteine wurden in einer SDS-PAGE mit anschließendem Western Blot analysiert. 

Exon 1 von Huntingtin wurde über das jeweilige Fusionsprotein mit Hilfe der Antikörper anti-HA (Cell Signaling 

Technology®) (A) bzw. anti-GFP (B) nachgewiesen. Die Banden für Htt97Q und Htt97Q-GFP lagen dabei circa 

25 kDa höher als erwartet. Die Ladekontrolle erfolgte mittels Ponceau S-Färbung bzw. durch die Inkubation mit 

anti-Aktin. Als Marker diente der PageRuler™ Plus Proteinstandard. 

Für eine gleichmäßige Beladung der SDS-Gele wurde die Proteinkonzentration der lysierten Zellen 

mittels Pierce™ BCA Protein Assay Kit bestimmt und die Proben so verdünnt, dass der gleiche 

Proteingehalt aufgetragen wurde (Daten nicht gezeigt). Die Ponceau S-Färbung und die Detektion der 

Ladekontrolle Aktin bestätigten dies. Der Nachweis des HA-gekoppelten Exon 1 von Huntingtin erfolgte 

mittels anti-HA (Cell Signaling Technology®). Dabei war die Htt20Q-Bande gut detektierbar, Htt97Q 

war jedoch im Vergleich viel schwächer exprimiert. Außerdem war die Bande mit circa 53 kDa in etwa 

32 kDa höher als unter Tabelle 5 berechnet. Da dieses Ergebnis unter anderen Bedingungen in der 

Optimierung ebenfalls auftrat (Abbildung S2), wurde das Plasmid Htt97Q-GFP für die Transfektion 

verwendet und im Western Blot mit anti-GFP detektiert (Abbildung 4B). Auch hier war eine 

Verschiebung der Bande um circa 32 kDa beobachtbar.  

Für eine vollständigere Lyse des pathologisch verlängerten Huntingtins (Exon 1) wurde die unlösliche 

Fraktion mit Ameisensäure behandelt und erneut im Western Blot analysiert (Abbildung 5).  
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Abbildung 5: Nachweis der Expression von 

Exon 1 von Huntingtin in der unlöslichen 

Fraktion 

U2OS Zellen wurden mit pcDNA3, Htt20Q und 

Htt97Q transfiziert und lysiert. Die unlösliche 

Fraktion wurde mit Ameisensäure behandelt 

und in einer SDS-PAGE mit anschließendem 

Western Blot analysiert. Exon 1 von Huntingtin 

wurde über sein Fusionsprotein mit Hilfe des 

Antikörpers anti-HA (Cell Signaling 

Technology®) nachgewiesen. Es traten bei 

Htt97Q zwei Banden auf. Die untere entsprach 

der erwarteten Bande, die obere lag analog zu 

Abbildung 4 circa 32 kDa höher als erwartet. 

Die Ladekontrolle erfolgte mittels Ponceau S-

Färbung bzw. durch die Inkubation mit anti-

Aktin. Als Marker diente der PageRuler™ Plus 

Proteinstandard. 

In der Ponceau S-Färbung waren die Proteine kaum detektierbar, bei der Kontrolle mit anti-Aktin 

konnte in der Htt97Q-Probe kein Aktin nachgewiesen werden. Dafür waren zwei Banden mit anti-HA 

sichtbar, die bereits in der löslichen Fraktion detektierte Bande bei circa 53 kDa und eine weitere 

Bande bei circa 33 kDa. Beim Vergleich der unteren Bande von Htt97Q in der unlöslichen Fraktion mit 

der Htt20Q-Bande in der löslichen Fraktion war eine Differenz von circa 10 kDa ersichtlich. Dies 

entspricht der theoretisch berechneten Differenz aus Tabelle 5.  

Die Verschiebung der Bande des pathologisch verlängerten Huntingtins (Exon 1) im Vergleich zu dem 

nicht-pathologischen Huntingtin (Exon 1) wurde bei der Verwendung von Htt23Q und Htt74Q nicht 

festgestellt (Abbildung 6). Dies zeigte sowohl die Behandlung mit anti-GFP als auch die Detektion 

mittels anti-Htt. Der optimale Huntingtinantikörper (Abcam® #ab109115) wurde zuvor mit 

Unterstützung des Forschungsgruppenpraktikanten Alexander Braig aus folgenden Antikörpern 

identifiziert: Abcam® #ab109115; Merck #MAB5374; Enzo Life Science #PW0595A; Cell Signaling 

Technology® #2773 (Daten nicht gezeigt).  
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Abbildung 6: Nachweis der Expression von Exon 1 von Huntingtin sowie der Proteasomshuttlingfaktoren 

HR23A und HR23B in weiteren Zelllinien 

Die Tet-on System enthaltenen Zellen Tre und HR23B↑ wurden mit Doxycyclin behandelt (B). Anschließend 

wurden alle Zellen mit peGFP, Htt23Q und Htt74Q transfiziert und lysiert. Die aufgereinigten Proteine wurden in 

einer SDS-PAGE mit anschließendem Western Blot analysiert. Exon 1 von Huntingtin wurde sowohl über sein 

Fusionsprotein GFP mit Hilfe des Antikörpers anti-GFP als auch mit anti-Htt auf der erwarteten Höhe 

nachgewiesen. Der Nachweis des HR23AKO bzw. HR23BKO erfolgte mittels anti-HR23A bzw. anti-HR23B (A). Die 

Überexpression von HR23B konnte über die Antikörper anti-Flag und anti-HR23B (B) bestätigt werden. Die 

Ladekontrolle erfolgte mittels Ponceau S-Färbung bzw. durch die Inkubation mit anti-Aktin. Als Marker diente 

der PageRuler™ Plus Proteinstandard. 

Neben den U2OS Zellen konnten die HR23AKO, HR23BKO, Tre und HR23B↑ Zellen mit den Plasmiden 

erfolgreich transfiziert werden. Des Weiteren wurde der Knockout von HR23A und HR23B mittels anti-
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HR23A und anti-HR23B sowie die Überexpression von HR23B in HR23B↑ Zellen unter Verwendung 

von anti-Flag und anti-HR23B verifiziert. Bei der Verwendung von anti-HR23B war auch die Detektion 

von HR23B in den U2OS, HR23AKO und Tre Zellen möglich.  

3.1.3 Nachweis von geneditiertem endogenen Huntingtin in iPS Zellen 

Nachdem die Detektion des Exon 1 von Huntingtin im Western Blot etabliert wurde (s. 3.1.2), wurden 

die Lysate der geneditierten iPS Zellen im Gradientengel (4 bis 12 %) aufgetrennt und im Western Blot 

untersucht (Abbildung 7). Die Zellen des 50-jährigen Spenders enthielten 17 Glutaminreste auf dem 

Huntingtin-codierenden Gen (HTT17Q/HTT17Q) und die Arbeitsgruppe von Dr. Pawel Lisowski 

editierte die Gene zu HTT0Q/HTT0Q, HTT17Q/HTT70Q und HTT70Q/HTT70Q.  

 

Abbildung 7: Nachweis des geneditierten Huntingtins aus iPS Zellen 

Die zu untersuchenden iPS Zellen wurden lysiert, in einem Gradientengel (4 bis 12 %) mittels SDS-PAGE 

aufgetrennt und anschließend im Western Blot analysiert. Der Nachweis von Huntingtin erfolgte mit Hilfe von 

anti-Htt. Dieser zeigte abhängig von der Anzahl der Glutaminreste unterschiedlich hohe Banden. Die 

Ladekontrolle erfolgte mittels Ponceau S-Färbung bzw. durch die Inkubation mit anti-Aktin. Als Marker diente 

der HiMark™ Proteinstandard. 

Die Ponceau S-Färbung und die Kontrolle mit anti-Aktin zeigten einen geringeren Gesamtproteingehalt 

in der Kontrolle (Htt17Q/Htt17Q), der Huntingtingehalt war jedoch höher als in den geneditierten 

Proben. Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass Htt0Q/Htt0Q eine geringere Proteinmasse und 

Htt70Q/Htt70Q eine höhere Proteinmasse als die Kontrolle Htt17Q/Htt17Q aufwies. Die Bande der 

heterozygoten Probe Htt17Q/Htt70Q verlief auf der gleichen Höhe wie die Bande von Htt70Q/Htt70Q.  
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3.1.4 Vergleich der Aggregation von Huntingtin in neuronalen Vorläuferzellen 

und Organoiden  

Neben den neuronalen Vorläuferzellen (NPC) wurden von der Arbeitsgruppe von Dr. Pawel Lisowski 

Organoide mit HTT17Q/HTT17Q und HTT70Q/HTT70Q entwickelt. Organoide sind in der Zellkultur 

organähnliche Strukturen und stellen somit ein Modell für die differenzierten Gehirnstrukturen dar. 

Ihre Aggregation wurde unter der Verwendung eines Filterretardationsassays untersucht. Dazu 

wurden sowohl die Huntingtinaggregate als auch der Gesamthuntingtingehalt detektiert (Abbildung 8) 

und anschließend der Quotient ihrer Signale analysiert (Abbildung 9). 

Abbildung 8: Detektion der Huntingtinaggregate und des 

Gesamthuntingtingehalts in neuronalen Vorläuferzellen und Organoiden 

mit Htt17Q/Htt17Q bzw. Htt70Q/Htt70Q 

Die zu untersuchenden neuronalen Vorläuferzellen (NPC) und die Organoide 

mit Htt17Q/Htt17Q bzw. Htt70Q/Htt70Q wurden lysiert und im 

Filterretardationsassay analysiert. Für die Detektion der Huntingtinaggregate 

wurde eine Zelluloseacetatmembran (Filter 0,22 µm) verwendet, durch die 

nicht-aggregierte Proteine diffundieren können. Der Nachweis des 

Gesamthuntingtingehalts erfolgte mittels Nitrozellulosemembran. Durch die 

Inkubation mit anti-Htt konnten die Huntingtinaggregate und der 

Gesamthuntingtingehalt auf den Membranen sichtbar gemacht werden. 

  

Zunächst konnte beobachtet werden, dass Htt70Q/Htt70Q sowohl in den neuronalen Vorläuferzellen 

(Abbildung 9A, p=0,024) als auch in den Organoiden (Abbildung 9B, p=0,239) eine höhere Aggregation 

als Htt17Q/Htt17Q aufwies. Weiterhin zeigten die Organoide sowohl mit Htt17Q/Htt17Q 

(Abbildung 9C, p≤0,04) als auch mit Htt70Q/Htt70Q (Abbildung 9D, p≤0,200) eine höhere Aggregation 

im Vergleich zu den jeweiligen neuronalen Vorläuferzellen.  
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Abbildung 9: Quantifizierung des Verhältnisses von Huntingtinaggregaten zu dem Gesamthuntingtingehalt in 

neuronalen Vorläuferzellen und Organoiden mit Htt17Q/Htt17Q bzw. Htt70Q/Htt70Q 

Die in Abbildung 8 detektierten Signale wurden analysiert und der Quotient der Huntingtinaggregate zu dem 

Gesamthuntingtingehalt bestimmt. Die dabei berechneten Mittelwerte und ihre Standardfehler wurden hier 

dargestellt (n=3). Die p-Werte wurden mit Hilfe eines unabhängigen Zwei-Stichproben-t-Test ermittelt. Zunächst 

wurden Htt17Q/Htt17Q und Htt70Q/Htt70Q in den neuronalen Vorläuferzellen (NPC, A) bzw. Organoiden (B) 

miteinander verglichen, anschließend erfolgte der Vergleich der neuronalen Vorläuferzellen und Organoiden 

unter der Expression von Htt17Q/Htt17Q (C) bzw. Htt70Q/Htt70Q (D). Dabei wurde eine Erhöhung der 

Aggregation mit Htt70Q/Htt70Q im Vergleich zu Htt17Q/Htt17Q beobachtet, sowie ein Anstieg der Aggregation 

in den Organoiden im Vergleich zu den neuronalen Vorläuferzellen. 

3.1.5 Verteilung von Huntingtin in U2OS Zellen 

Neben dem Western Blot (s. 3.1.2) wurde die Überexpression des Exon 1 von Huntingtin mittels 

Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Dazu wurden die U2OS Zellen mit den HA-gekoppelten 

Plasmiden transfiziert und das überexprimierte Exon 1 von Huntingtin mittels anti-HA (Merck KGaA) 

detektiert. Zur Optimierung der Transfektion wurden analog zu 3.1.2 verschiedene Bedingungen 

getestet (Abbildung S3, S4 und S5). Dabei trug eine Inkubationszeit von 48 h mit dem 

Transfektionsreagenz GeneJuice® ohne Serumentzug zu einer optimalen Expression von Exon 1 von 

Huntingtin bei (Abbildung 10 und 11).  
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Abbildung 10: Verbreitung des exprimierten Exon 1 von Huntingtin in mit pcDNA3, Htt20Q und Htt97Q 

transfizierten U2OS Zellen 

U2OS Zellen wurden mit pcDNA3, Htt20Q und Htt97Q transfiziert und mittels Immunfluoreszenz 

(Ölimmersionsobjektiv 63x) visualisiert. Die Nuklei wurden mit Hoechst angefärbt (blau), das in den Zellen 

exprimierte Exon 1 von Huntingtin wurde mit Hilfe von anti-HA (Merck KGaA) sichtbar gemacht (grün). Die 

Selektivität des Antikörpers wurde mittels IgG Kontrollen nachgewiesen. Htt20Q war gleichmäßig im Zytoplasma 

und Nukleus der Zellen exprimiert, während Htt97Q perinukleäre Ringstrukturen formte. 

Die IgG Kontrollen sowie die Transfektion mit pcDNA3 bestätigten eine spezifische Färbung von Exon 1 

von Huntingtin, da kein grün fluoreszierendes Signal detektierbar war. Es konnte beobachtet werden, 

dass Htt20Q und Htt23Q gleichmäßig in den Zellen im Zytoplasma und Nukleus exprimiert waren. Die 

pathologisch verlängerten Huntingtinproteine Htt74Q und Htt97Q wiesen hingegen Ringstrukturen 

auf, welche häufig perinukleär lokalisiert vorlagen. 
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Abbildung 11: Verbreitung des exprimierten Exon 1 von Huntingtin in mit pcDNA3, Htt23Q-HA und Htt74Q-HA 

transfizierten U2OS Zellen 

U2OS Zellen wurden mit pcDNA3, Htt23Q-HA und Htt74Q-HA transfiziert und mittels Immunfluoreszenz 

(Ölimmersionsobjektiv 63x) visualisiert. Die Nuklei wurden mit Hoechst angefärbt (blau), das in den Zellen 

exprimierte Exon 1 von Huntingtin wurde mit Hilfe von anti-HA sichtbar gemacht (grün). Htt23Q-HA war 

gleichmäßig im Zytoplasma und Nukleus der Zellen exprimiert, während Htt74Q-HA perinukleäre Ringstrukturen 

formte. 

3.1.6 Nachweis der Aggregation von Huntingtin 

Um zu überprüfen, ob die beobachteten perinukleären Ringstrukturen des pathologischen Exon 1 von 

Huntingtin Aggregate sind, wurde das Proteostat® Protein Aggregation Kit verwendet (Abbildung 12). 

Der darin enthaltene Farbstoff färbt Aggregate unabhängig von ihrer Proteinsequenz an, indem er in 

β-Strukturen interkaliert. 

Sowohl die mit pcDNA3 transfizierten Zellen als auch die Htt20Q-exprimierenden Zellen zeigten mit 

Proteostat® keine Färbung. Die Expression von Htt20Q konnte analog zu 3.1.5 gleichmäßig im 

Zytoplasma und Nukleus der Zellen detektiert werden, während die perinukleären Ringstrukturen von 

Htt97Q als Aggregate mit Proteostat® nachgewiesen werden konnten.  
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Abbildung 12: Nachweis der Htt97Q-Strukturen als Aggregate mittels Proteostat® Protein Aggregation Kit in 

U2OS Zellen 

U2OS Zellen wurden mit pcDNA3, Htt20Q und Htt97Q transfiziert und mittels Immunfluoreszenz 

(Ölimmersionsobjektiv 63x) visualisiert. Die Nuklei wurden mit Hoechst angefärbt (blau), das in den Zellen 

exprimierte Exon 1 von Huntingtin wurde mit Hilfe von anti-HA (Merck KGaA) sichtbar gemacht (grün), die 

Färbung der Aggregate erfolgte mittels Proteostat® Protein Aggregation Kit (orange). Htt20Q war weiterhin 

gleichmäßig im Zytoplasma und Nukleus der Zellen exprimiert und zeigte keine Aggregate, während die 

perinukleären Ringstrukturen von Htt97Q mit Proteostat® als Aggregate identifiziert werden konnten. 

3.2 Einfluss von HR23B auf Huntingtinaggregate 

3.2.1 Verteilung von Huntingtin in HR23B-überexprimierenden Zellen 

Für die Detektion von Exon 1 von Huntingtin unter HR23B-Überexpression wurden die Tet-on System 

enthaltenden Zellen Tre und HR23B↑ verwendet und analog zu den U2OS Zellen (s. 3.1.5) mit pcDNA3, 

Htt20Q und Htt97Q transfiziert. Die Überexpression von HR23B wurde mittels Doxycyclin induziert und 

ihr Erfolg sollte mit Hilfe von anti-Flag oder anti-HR23B nachgewiesen werden. Da die Detektion von 

HR23B mit dem verwendeten Primärantikörper anti-Flag in der Immunfluoreszenzmikroskopie nicht 

erfolgreich war (Daten nicht gezeigt), wurde anti-HR23B verwendet. Sowohl anti-HR23B als auch der 

unter 3.1.5 verwendete Antikörper anti-HA (Merck KGaA) wurden im Kaninchen erzeugt. Um eine 

spezifische Färbung zu ermöglichen, wurde im Folgenden anti-HA von Cell Signaling Technologies®, 

welcher aus der Maus stammt, genutzt. 
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Abbildung 13: Verbreitung des exprimierten Exon 1 von Huntingtin unter HR23B Überexpression 

Tre und HR23B↑ Zellen wurden mit Doxycyclin behandelt, mit pcDNA3, Htt20Q und Htt97Q transfiziert und 

mittels Immunfluoreszenz (Ölimmersionsobjektiv 63x) visualisiert. Die Nuklei wurden mit Hoechst angefärbt 

(blau), das in den Zellen exprimierte Exon 1 von Huntingtin wurde mit Hilfe von anti-HA (Cell Signaling 

Technologies®) sichtbar gemacht (grün), der Nachweis der HR23B Expression erfolgte mit anti-HR23B. Htt20Q 

war sowohl in Tre als auch in HR23B↑ Zellen gleichmäßig im Zytoplasma und Nukleus der Zellen exprimiert. 

Htt97Q trat in den Tre Zellen als perinukleäre Aggregate auf (A), während es in HR23B-überexprimierenden 

Zellen analog zu Htt20Q gleichmäßig im Zytoplasma und Nukleus der Zellen verteilt war (B). 

In den Tre Zellen wurde Htt20Q gleichmäßig im Zytoplasma und Nukleus der Zellen exprimiert, 

während Htt97Q als perinukleäre Aggregate auftrat (Abbildung 13). Weiterhin konnte ein schwaches 

Signal von HR23B in der ganzen Zelle beobachtet werden, wobei innerhalb der Huntingtinaggregate 

kein HR23B detektierbar war. Die HR23B↑ Zellen zeigten ein stärkeres HR23B-Signal, welches für eine 

erfolgreiche Überexpression von HR23B spricht. Htt20Q war wie in den Tre Zellen gleichmäßig im 
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Zytoplasma und Nukleus der Zellen exprimiert, jedoch lag Htt97Q nicht aggregiert vor, sondern war 

analog zu Htt20Q ebenfalls in der ganzen Zelle verbreitet.  

3.2.2 Einfluss von HR23B auf das Verhältnis von Huntingtinaggregaten pro Zelle 

Die unter 3.2.1 gemachten Beobachtungen wurden mit Hilfe des High-Content-Analysesystem 

Operetta® CLS™ quantifiziert. Dazu wurde die Anzahl der Huntingtinaggregate (Htt97Q) und der Zellen 

bestimmt und anschließend das Aggregat-Zell-Verhältnis berechnet (Abbildung 14).  

Abbildung 14: Quantifizierung der Huntingtinaggregate pro 

Zelle in Tre und HR23B↑ Zellen 

Die Anzahl der Htt97Q-Aggregate in Tre und HR23B↑ Zellen 

sowie die Anzahl der Tre und HR23B↑ Zellen wurden mit 

dem High-Content-Analysesystem Operetta® bestimmt und 

ihr Quotient berechnet. Es wurden die Mittelwerte und ihr 

Standardfehler dargestellt (n=10). Dabei war eine Reduktion 

des Aggregat-Zell-Verhältnisses in den HR23B↑ Zellen 

beobachtbar. Die statistische Auswertung erfolgte über 

einen unabhängigen Zwei-Stichproben-t-Test.  

Dabei konnte im Vergleich zu der Kontrollzelllinie Tre eine statistisch signifikante Reduktion des 

Aggregat-Zell-Verhältnisses in HR23B↑ beobachtet werden (p≤0,005).  

3.2.3 Einfluss von HR23B auf das Nukleus-Zytoplasma-Verhältnis 

Unter der Verwendung des High-Content-Analysesystem Operetta® CLS™ konnte ebenfalls das 

Nukleus-Zytoplasma-Verhältnis bestimmt werden. Dazu wurden die Flächen der Kompartimente 

analysiert und ihr Quotient berechnet (Abbildung 15). 

Abbildung 15: Quantifizierung des Nukleus-Zytoplasma-

Verhältnis von Tre und HR23B↑ Zellen 

Die Flächen der Nuklei und des Zytoplasmas von Tre und 

HR23B↑ Zellen wurden mit dem High-Content-

Analysesystem Operetta® bestimmt und ihr Quotient 

berechnet. Es wurden die Mittelwerte und ihr Standardfehler 

dargestellt (n>3200). Dabei war ein Anstieg des Nukleus-

Zytoplasma-Verhältnisses in den HR23B↑ Zellen 

beobachtbar. Die statistische Auswertung erfolgte über 

einen unabhängigen Zwei-Stichproben-t-Test.  

Die Auswertung zeigte, dass das Nukleus-Zytoplasma-Verhältnis in HR23B↑ im Vergleich zu den 

Kontrollzellen Tre statistisch signifikant erhöht ist (p≤0,005). 

3.2.4 Expression von HR23B in einzelnen Zellzyklusphasen 

Aufgrund des veränderten Nukleus-Zytoplasma-Verhältnisses wurde eine mögliche Korrelation 

zwischen dem Zellzyklus und der Expression von HR23B untersucht. Dazu wurde ein Protokoll für die 
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Synchronisation der Zellen etabliert. Da die Fixierung der Zellen für die Durchflusszytometrie mit 

Ethanol erfolgte, wurde mittels Immunfluoreszenz der Einfluss von Ethanol auf die HR23B-Expression 

und Detektion überprüft (Abbildung 16). 

 

Abbildung 16: Überprüfung des Einflusses der Ethanolfixierung auf die Expression von HR23B  

U2OS und HR23BKO Zellen wurden mit Ethanol für 10 min bei -20 °C fixiert und permeabilisiert und mittels 

Immunfluoreszenz (Ölimmersionsobjektiv 63x) visualisiert. Die Nuklei wurden mit Hoechst angefärbt (blau), 

HR23B wurde mit Hilfe von anti-HR23B sichtbar gemacht (rot). Die Selektivität des Antikörpers wurde mittels IgG 

Kontrollen nachgewiesen. HR23B war nur in den U2OS Zellen exprimiert, in den HR23BKO Zellen wurde kein 

HR23B detektiert.  

Dabei konnte weder in den IgG Kontrollen noch im HR23BKO HR23B detektiert werden, jedoch war eine 

Expression von HR23B in den U2OS Zellen sichtbar. Demnach schien die Fixierung für die 

Durchflusszytometrie keinen Einfluss auf die Expression oder Detektion von HR23B zu haben.  

Für die Synchronisation der Zellen wurden die U2OS Zellen und die HR23BKO Zellen, welche in diesem 

Kontext als Kontrolle dienten, mit Hydroxyurea oder Thymidin/Nocodazol behandelt. Nach der 

Behandlung wurden die Zellen in DMEM mit 10 % FKS, 1 % Penicillin-Streptomycin kultiviert und nach 

unterschiedlichen Zeitpunkten Proben entnommen. Die Zellzyklusphasen konnten erfolgreich durch 

Propidiumiodid in der Durchflusszytometrie bestimmt werden. Die meisten Zellen befanden sich 3 h 

(71,39 %) nach der Hydroxyureabehandlung in der G1-Phase und nach 9 h (55,3 %) in der S-Phase. Der 

prozentuale Anteil der Zellen in der sub-G1-Phase zeigte, dass die Thymidin/Nocodazol-Behandlung 

für die Zellen sehr toxisch war. Für die G2-Phase wurde sich für eine einstündige Inkubation mit 

normalen Medium nach der Nocodazolbehandlung (62,86 %) entschieden (Abbildung S8).  
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Abbildung 17: Verteilung der U2OS und HR23BKO Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen 

Die U2OS Zellen wurden synchronisiert und ihre Verteilung in den einzelnen Zellzyklusphasen mittels 

Propidiumiodid in der Durchflusszytometrie detektiert. In Abbildung (A) sind die Ergebnisse exemplarisch 

dargestellt. Als Kontrolle dienten unbehandelte U2OS und HR23BKO Zellen. Die berechneten Mittelwerte (B) und 

ihre Standardabweichungen (n=4) zeigten die meisten unbehandelten Zellen in der G1-Phase, gefolgt von der 

G2-Phase, der S-Phase und der sub-G1-Phase. 3 h nach der Hydroxyureabehandlung befanden sich noch mehr 

Zellen in der G1-Phase, 9 h nach der Hydroxyureabehandlung waren die meisten Zellen in der S-Phase. Die 

Thymidin/Nocodazol(Thymidin)-Behandlung zeigte einen Anstieg der Zellen in der sub-G1-Phase, jedoch waren 

die meisten Zellen in der G2-Phase. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von ANOVA und 

anschließendem Tukey-Test (C). Die p-Werte wurde zur besseren Übersicht in einer extra Tabelle dargestellt und 

bestätigen statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Phasen nach den jeweiligen Behandlungen. 
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Die Expression von HR23B in den einzelnen Zellzyklusphasen wurde mittels anti-HR23B detektiert, 

nachdem eine unspezifische Bindung ausgeschlossen werden konnte (Abbildungen S6 und S7). 

Abbildung 17 weist die Verteilung der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen nach, während 

Abbildung 18 die Expression von HR23B in den Zellzyklusphasen darstellt. 

 

Abbildung 18: HR23B Expression in den einzelnen Zellzyklusphasen von U2OS Zellen 

Die U2OS Zellen wurden synchronisiert und ihre HR23B-Expression mit Hilfe von anti-HR23B in der 

Durchflusszytometrie detektiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte U2OS und HR23BKO Zellen. Die berechneten 

Mittelwerte und ihre Standardfehler (n=4) zeigten die höchste Expression von HR23B in der S-Phase und die 

niedrigste Expression in der G1-Phase. In HR23BKO Zellen war kaum HR23B exprimiert. Die statistische 

Auswertung erfolgte mit Hilfe von ANOVA und anschließendem Tukey-Test. 

Die HR23BKO Zellen dienten als Kontrolle und zeigten wie erwartet kein HR23B-Signal. In den U2OS 

Zellen war der Gehalt von HR23B 9 h nach der Hydroxyureabehandlung am höchsten. Dabei befanden 

sich die meisten Zellen in der S-Phase. In der G1-Phase (3 h nach der Hydroxyureabehandlung) war die 

Expression von HR23B am niedrigsten. Die in der G2-Phase befindlichen Zellen (1 h nach der 

Thymidin/Nocodazol-Behandlung) zeigten eine HR23B-Expression, welche zwischen der HR23B-

Expression der G1-Phase und der S-Phase lag.  

3.3 Einfluss der Proteasomshuttlingfaktoren auf extrazelluläre 

Vesikel in einem Huntingtinmodell 

3.3.1 Relative Menge der extrazellulären Vesikel und ihr Huntingtingehalt in 

Abhängigkeit der Expression der Proteasomshuttlingfaktoren im Überstand 

Eine Hypothese besagt, dass Chorea Huntington über extrazelluläre Vesikel verbreitet wird. Für die 

Untersuchung dieser Aussage wurde zunächst der Überstand semiquantitativ auf die Menge an 

extrazellulären Vesikeln untersucht. Dafür wurden U2OS, HR23AKO, HR23BKO, Tre und HR23B↑ Zellen 
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mit den GFP-gekoppelten Plasmiden peGFP, Htt23Q und Htt74Q transfiziert und unterschiedliche 

Volumina des Überstandes mittels Dot Blot auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der Nachweis 

der extrazellulären Vesikel erfolgte mit Hilfe der Antikörper anti-CD63 bzw. anti-CD81 (Abbildung S9). 

Anhand der Ergebnisse im Vorversuch wurde im Folgenden für U2OS, HR23AKO und HR23BKO ein 

Volumen von 500 µl verwendet und bei Tre und HR23B↑ 100 µl. Für die Detektion der extrazellulären 

Vesikel wurde sich für anti-CD63 entschieden (Abbildung 19). Die Signale des Dot Blots wurden 

ausgewertet und in Abbildung 20 dargestellt. 

Abbildung 19: Detektion von CD63 im Überstand in Abhängigkeit der 

Expression von HR23A bzw. HR23B und Htt23Q bzw. Htt74Q 

Tre und HR23B↑ wurden mit Doxycyclin behandelt und alle Zellen wurden mit 

peGFP, Htt23Q und Htt74Q transfiziert. Der Überstand wurde mittels Dot Blot auf 

eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit anti-CD63 analysiert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 20: Quantifizierung des CD63-Signals im Überstand in Abhängigkeit der Expression von HR23A bzw. 

HR23B und Htt23Q bzw. Htt74Q 

Die CD63-Signale der Dot Blots wurden analysiert und auf peGFP normalisiert. Die dargestellten Mittelwerte und 

dazugehörigen Standardfehler (n=7) zeigten einen Anstieg des CD63-Signals in den Überständen der Htt74Q-

exprimierenden U2OS und Tre Zellen im Vergleich zu ihrer Kontrolle. Sowohl der Knockout der 

Proteosomshuttlingfaktoren HR23A und HR23B als auch die Überexpression von HR23B führten zu einem 

reduzierten Anstieg des CD63-Signals. Die statistische Analyse erfolgte mittels ANOVA und anschließendem 

Tukey Test und zeigte keine statistische Signifikanz.  



Ergebnisse 

 
66 

 

Diese zeigte einen tendenziellen Anstieg des CD63-Signals im Überstand der Htt74Q-exprimierenden 

U2OS Zellen gegenüber ihrer Kontrolle (p=0,063). Im Vergleich dazu war das Signal von CD63 im 

Überstand in Htt74Q-exprimierenden HR23AKO und HR23BKO Zellen eher reduziert. Die Tre Zellen 

zeigten ähnlich wie die U2OS Zellen einen möglichen Anstieg des CD63-Signals im Überstand bei 

Htt74Q-Expression (p=0,112). Die Überexpression von HR23B resultierte ebenfalls eher in eine 

Reduktion des CD63-Signals im Überstand bei Htt74Q-Expression.  

Da bei HR23BKO und HR23B↑ ein komplementäres Ergebnis erwartet wurde und keines der Ergebnisse 

eine statische Signifikanz aufwies, wurde eine weitere Methode zur Bestimmung der Anzahl der Vesikel 

verwendet. Dazu wurden die Vesikel aus dem Überstand mit anti-CD63-PE behandelt und die 

markierten Partikel in der Durchflusszytometrie gezählt (Abbildung 21). 

 

Abbildung 21: Menge der extrazellulären Vesikel im Überstand in Abhängigkeit der Expression von HR23A bzw. 

HR23B und Htt23Q bzw. Htt74Q 

Tre und HR23B↑ wurden mit Doxycyclin behandelt und alle Zellen wurden mit peGFP, Htt23Q und Htt74Q 

transfiziert. Der Überstand wurde mit anti-CD63-PE markiert und die markierten Partikel mittels 

Durchflusszytometrie gezählt. Die auf peGFP normalisierten Mittelwerte und dazugehörigen Standardfehler 

(n=4) zeigten einen Anstieg des CD63-Signals in allen Überständen der Htt74Q-exprimierenden Zellen im 

Vergleich zu ihrer Kontrolle. Die statistische Analyse erfolgte mittels ANOVA und anschließendem Tukey Test und 

zeigte keine statistische Signifikanz.  

Eine Zunahme der extrazellulären Vesikel im Überstand der Htt74Q-exprimierenden Zellen im 

Vergleich zu dem Überstand der GFP-exprimierenden Zellen konnte bei allen Zelllinien detektiert 

werden, wobei HR23BKO eine höhere und HR23AKO und HR23B↑ eine geringere relative Menge an 

extrazellulären Vesikeln im Vergleich zu ihren Kontrollzelllinien aufwies. Des Weiteren konnte auch ein 

erhöhter Anstieg an extrazellulären Vesikeln im Überstand der Htt23Q-exprimierenden HR23BKO Zellen 

beobachtet werden. Diese Ergebnisse zeigten jedoch keine statistische Signifikanz.  
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Da kein statistisch signifikanter Einfluss von HR23A und HR23B auf die Menge der extrazellulären 

Vesikel nachgewiesen werden konnte, wurde das GFP-Signal im Überstand mittels Dot Blot detektiert 

(Abbildung 22) und das GFP-CD63-Verhältnis wurde analysiert (Abbildung 23).  

Abbildung 22: Detektion von GFP-gekoppeltem Huntingtin (Exon 1) im 

Überstand in Abhängigkeit der Expression von HR23A bzw. HR23B und Htt23Q 

bzw. Htt74Q 

Tre und HR23B↑ wurden mit Doxycyclin behandelt und alle Zellen wurden mit 

peGFP, Htt23Q und Htt74Q transfiziert. Der Überstand wurde mittels Dot Blot auf 

eine Nitrozellulosemembran transferiert und das GFP-gekoppelte Huntingtin 

(Exon 1) mit anti-GFP detektiert. 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 23: Quantifizierung des GFP-CD63-Verhältnisses im Überstand in Abhängigkeit der Expression von 

HR23A bzw. HR23B und Htt23Q bzw. Htt74Q 

Die GFP-Signale und CD63-Signale der Dot Blots wurden analysiert und ihr Quotient gebildet. Die auf peGFP 

normalisierten Mittelwerte und dazugehörigen Standardfehler (n=7) zeigten einen Anstieg des GFP-CD63-

Verhältnisses in allen Überständen von Htt74Q-exprimierenden Zellen im Vergleich zu ihrer Kontrolle. Dieser war 

im Überstand der HR23BKO Zellen stärker erhöht. Die statistische Analyse erfolgte mittels ANOVA und 

anschließendem Tukey Test und zeigte ausschließlich bei dem Überstand der HR23BKO Zellen einen p-Wert 

p≤0,005.  

Alle Zelllinien zeigten einen Anstieg des GFP-CD63-Verhältnisses im Überstand der Htt74Q-

exprimierenden Zellen im Vergleich zu dem Überstand der GFP-exprimierenden Zellen. Im Überstand 

der HR23BKO Zellen war dieser Anstieg am höchsten und als einziges statistisch signifikant (p<0,005). 
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Bei HR23AKO und HR23B↑ konnten hingegen keine Unterschiede im Vergleich zu ihren 

Kontrollzelllinien festgestellt werden. 

3.3.2 Einfluss der Proteasomshuttlingfaktoren auf den Huntingtingehalt in 

aufgereinigten extrazellulären Vesikeln 

Zur Analyse des Huntingtingehalts in den extrazellulären Vesikeln wurden verschiedene Methoden der 

Aufreinigung untersucht (Abbildung S10). Dabei wurde zunächst das Western Blot Protokoll angepasst, 

indem die Denaturierung der Proteine bei 70 °C für 10 min erfolgte und eine PVDF-Membran 

verwendet wurde. Die extrazellulären Vesikel wurden mittels anti-CD63 nachgewiesen. Während mit 

dem Minute™ High-Efficiency Exosome Precipitation Reagent keine extrazellulären Vesikel detektiert 

werden konnten, war die Aufreinigung der extrazellulären Vesikel mit Hilfe des MACS Exosome 

Isolation Kit und mittels Ultrazentrifugation erfolgreich. CD63 zeigte dabei über mehrere Größen 

verlaufende Banden. Für den Nachweis des Huntingtingehalts in den extrazellulären Vesikeln wurde 

letztendlich die Ultrazentrifugation bevorzugt, da die mittels MACS Exosome Isolation Kit isolierten 

Vesikel an anti-CD63 gekoppelt waren.  

 

Abbildung 24: Expression von Exon 1 von Huntingtin in den aufgereinigten extrazellulären Vesikeln der U2OS 

Zellen 

Die U2OS Zellen wurden mit peGFP, Htt23Q und Htt74Q transfiziert und ihre extrazellulären Vesikel aus dem 

Überstand mittels Ultrazentrifugation isoliert. Die erfolgreiche Aufreinigung wurde im Western Blot mit anti-

CD63 bestätigt. Dabei waren über mehrere Größen verlaufende Banden zu erkennen. Für den Nachweis des GFP-

gekoppelten Huntingtins (Exon 1) in den aufgereinigten extrazellulären Vesikeln wurde anti-Htt und anti-GFP 

verwendet. Dabei konnten Htt23Q und Htt74Q mit anti-Htt detektiert werden, mit anti-GFP nicht. Die 

Ladekontrolle erfolgte über eine Ponceau S-Färbung, war jedoch nicht sensitiv genug. Als Marker diente der 

PageRuler™ Plus Proteinstandard. 
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Im Anschluss wurde der Huntingtingehalt in den aufgereinigten extrazellulären Vesikeln überprüft. 

Dazu wurden zunächst U2OS Zellen mit den GFP-gekoppelten Plasmiden peGFP, Htt23Q und Htt74Q 

transfiziert, ihre extrazellulären Vesikel durch Ultrazentrifugation aufgereinigt und diese anschließend 

im Western Blot untersucht (Abbildung 24). 

Dabei wurde festgestellt, dass sowohl die Ponceau S-Färbung als auch anti-GFP nicht sensitiv genug für 

dieses Experiment sind. Das in den extrazellulären Vesikeln vorliegende Huntingtin (Exon 1) konnte 

jedoch mit anti-Htt detektiert werden. 

 

Abbildung 25: Expression von Exon 1 von Huntingtin in den aufgereinigten extrazellulären Vesikeln weiterer 

Zelllinien 

Die Tre und HR23B↑ Zellen wurden mit Doxycyclin behandelt. Anschließend wurden alle Zellen mit peGFP, 

Htt23Q und Htt74Q transfiziert und ihre extrazellulären Vesikel aus dem Überstand mittels Ultrazentrifugation 

isoliert. Die erfolgreiche Aufreinigung wurde im Western Blot mit anti-CD63 bestätigt. Dabei waren über mehrere 

Größen verlaufende Banden zu erkennen. Der Nachweis von Huntingtin (Exon 1) in den aufgereinigten 

extrazellulären Vesikeln erfolgte mit anti-Htt. Dabei konnte Htt74Q in den extrazellulären Vesikeln von U2OS, 

HR23BKO, Tre und HR23B↑ Zellen detektiert werden, Htt23Q wurde immer in den extrazellulären Vesikeln von 

HR23BKO und Tre nachgewiesen und in zwei von vier Experimenten in den extrazellulären Vesikeln der U2OS 

Zellen. Als Marker diente der PageRuler™ Plus Proteinstandard. 

Daraufhin wurden die extrazellulären Vesikel der anderen Zelllinien analog isoliert und analysiert 

(Abbildung 25). Neben den extrazellulären Vesikeln der U2OS Zellen zeigten auch die extrazellulären 

Vesikel von HR23BKO, Tre und HR23B↑ eine Expression des pathologischen Htt74Q. Des Weiteren 

konnte manchmal Htt23Q detektiert werden. Während die extrazellulären Vesikel von HR23BKO und 

Tre immer Htt23Q enthielten, konnte dieses in den extrazellulären Vesikeln von HR23B↑ nie detektiert 

werden. In den extrazellulären Vesikeln der U2OS Zellen wurden in 50 % der Fälle Htt23Q 

nachgewiesen. Lediglich die extrazellulären Vesikel von HR23AKO zeigten weder Htt23Q noch Htt74Q.  
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Aufgrund der schwierigen Quantifizierung der Western Blot wurden die extrazellulären Vesikel erneut 

mit anti-CD63-PE markiert und der GFP-Gehalt in den CD63-positiven extrazellulären Vesikeln über die 

Durchflusszytometrie bestimmt.  

 

Abbildung 26: Expressionslevel von Exon 1 von Huntingtin in den aufgereinigten extrazellulären Vesikeln in 

der Durchflusszytometrie 

Die Tre und HR23B↑ Zellen wurden mit Doxycyclin behandelt. Anschließend wurden alle Zellen mit peGFP, 

Htt23Q und Htt74Q transfiziert und ihre extrazellulären Vesikel aus dem Überstand mittels Ultrazentrifugation 

isoliert. Die aufgereinigten extrazellulären Vesikel wurden mit anti-CD63-PE markiert und in der 

Durchflusszytometrie analysiert. Das GFP-Signal der markierten Partikel wurde gemessen und auf peGFP 

normalisiert. Die dargestellten Mittelwerte und ihre Standardfehler (n=3) zeigten in allen Zelllinien einen Anstieg 

des GFP-Signals in den extrazellulären Vesikeln der Htt74Q-exprimierenden Zellen. Dabei konnte bei HR23BKO ein 

leichter Anstieg im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden, während die Überexpression von HR23B zu einer 

signifikanten Reduktion von Htt74Q in den extrazellulären Vesikeln führte (p<0,005). Die statistische Analyse 

erfolgte mittels ANOVA und anschließendem Tukey Test. 

Alle Zelllinien zeigten dabei einen Anstieg der Huntingtinexpression (GFP-Signal) in den extrazellulären 

Vesikeln der Htt74Q-exprimierenden Zellen. Der Knockout von HR23B resultierte dabei in einen 

stärkeren Anstieg als seine Kontrolle. Die Überexpression von HR23B führte zu einer signifikanten 

Reduktion von Htt74Q in den extrazellulären Vesikeln im Vergleich zu der Htt74Q-Expression in den 

von Tre ausgeschütteten extrazellulären Vesikeln (p<0,005).  

3.3.3 Expression der Oberflächenproteine auf den extrazellulären Vesikeln 

Nachdem Exon 1 von Huntingtin in den extrazellulären Vesikeln nachgewiesen werden konnte, wurden 

die Oberflächenproteine der extrazellulären Vesikel analysiert. Dazu wurden die Zellen mit pcDNA3, 

Htt20Q und Htt97Q transfiziert und der Erfolg der Transfektion mittels Zelllyse und anschließendem 

Western Blot überprüft (Daten nicht gezeigt). Die Aufreinigung der extrazellulären Vesikel erfolgte 

mittels magnetischer Trennung und ihre Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des Micro BCA™ Protein 

Assay Kits bestimmt (Daten nicht gezeigt). Anschließend wurden die Oberflächenproteine der 
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extrazellulären Vesikel unter Verwendung des MACSPlex Exosome Kits detektiert und ihre Auswertung 

in den Abbildungen 27 und 28 dargestellt. 

 

Abbildung 27: Expression der Oberflächenproteine auf den extrazellulären Vesikeln von U2OS, HR23AKO und 

HR23BKO Zellen in Abhängigkeit ihrer Expression von Huntingtin (Exon 1) 

Die Zellen wurden mit pcDNA3, Htt20Q und Htt97Q transfiziert und ihre extrazellulären Vesikel aus dem 

Überstand mittels MACS Exosome Isolation Kit isoliert. Die Analyse der Oberflächenproteine erfolgte mit dem 

MACSPlex Exosome Kit unter Verwendung der Durchflusszytometrie und die Mittelwerte der vier biologischen 

Replikate wurden dargestellt. Die statistische Auswertung für die einzelnen Oberflächenproteine erfolgte mittels 

ANOVA und anschließendem Tukey-Test, jedoch konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede in 

Abhängigkeit der Huntingtinexpression oder der HR23A- bzw. HR23B-Expression festgestellt werden. Zum 

direkten Vergleich wurden die Ergebnisse der von U2OS Zellen ausgeschütteten extrazellulären Vesikel in beiden 

Diagrammen gezeigt. 

Keines der Oberflächenproteine der extrazellulären Vesikel zeigte eine statistisch signifikante 

Veränderung in Abhängigkeit der Huntingtinexpression der U2OS, HR23AKO oder HR23BKO Zellen. Bei 

den extrazellulären Vesikeln der HR23AKO Zellen fiel jedoch ein leichter Anstieg der 

Oberflächenproteine bei Htt23Q-Expression auf im Vergleich zu der Kontrolle und zu der Htt97Q-

Expression. Der Knockout von HR23B zeigte hingegen weitestgehend keine Veränderungen der 

Expression der Oberflächenproteine der extrazellulären Vesikel im Vergleich zu den extrazellulären 

Vesikeln der U2OS Zellen.  
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Abbildung 28: Expression der Oberflächenproteine auf den extrazellulären Vesikeln von Tre und HR23B↑ 

Zellen in Abhängigkeit ihrer Expression von Huntingtin (Exon 1) 

Die Tre und HR23B↑ Zellen wurden mit Doxycyclin behandelt. Anschließend wurden sie mit pcDNA3, Htt20Q 

und Htt97Q transfiziert und ihre extrazellulären Vesikel aus dem Überstand mittels MACS Exosome Isolation 

Kit isoliert. Die Analyse der Oberflächenproteine erfolgte mit dem MACSPlex Exosome Kit unter Verwendung der 

Durchflusszytometrie und die Mittelwerte der vier biologischen Replikate wurden dargestellt. Die statistische 

Auswertung für die einzelnen Oberflächenproteine erfolgte mittels ANOVA und anschließendem Tukey-Test, 

jedoch konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede in Abhängigkeit der Huntingtinexpression oder 

HR23B-Expression festgestellt werden.  

Auch bei der Analyse der Oberflächenproteine der extrazellulären Vesikel von Tre und HR23B↑ Zellen 

konnte keine statistisch signifikante Veränderung beobachtet werden. Jedoch zeigten die 

extrazellulären Vesikel der Htt20Q-exprimierenden Tre Zellen eine vergleichsweise höhere Expression 

der Oberflächenproteine als ihre Kontrolle und die Htt97Q-enthaltenen extrazellulären Vesikel. Diese 

Tendenz war bei der HR23B-Überexpression invers. Hier exprimierten die extrazellulären Vesikel der 

Htt20Q-exprimierenden Zellen weniger Oberflächenproteine und die der Htt97Q-exprimierenden 

Zellen wiesen ein ähnliches Level an Oberflächenproteinen auf wie die Kontrolle.  

3.3.4 Bestimmung der Zytokinausschüttung von Immunzellen nach der 

Behandlung mit den extrazellulären Vesikeln 

Da die veränderten Oberflächenproteine in der Immunantwort eine Rolle spielen, wurden THP-1 Zellen 

zu Makrophagen differenziert und mit den extrazellulären Vesikeln behandelt. Anschließend wurde 

die Zytokinausschüttung mittels CBA Human Inflammatory Cytokine Kit gemessen. Im Medium 

konnten die Zytokine IL-1β, IL-6 und TNF detektiert werden (Abbildungen 29, 30 und 31). IL-8 lag 
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außerhalb des Messbereiches, IL-10 und IL-12p70 wurden nicht von den Immunzellen ausgeschüttet 

(Abbildung S11). 

 

Abbildung 29: Bestimmung der Ausschüttung von IL-1β durch Immunzellen nach Behandlung mit 

extrazellulären Vesikeln in Abhängigkeit der Expression der Zellen von HR23A bzw. HR23B und Htt23Q bzw. 

Htt74Q 

Die THP-1 Zellen wurden zu M1-Makrophagen differenziert und polarisiert, bevor sie mit den aufgereinigten 

extrazellulären Vesikel versetzt wurden. Die Analyse der ausgeschütteten Zytokine erfolgte mit dem CBA Human 

Inflammatory Cytokine Kit und ihre Mittelwerte und dazugehörigen Standardfehler (n=3) wurden dargestellt. Die 

statistische Analyse erfolgte mittels ANOVA und anschließendem Tukey Test und zeigte keine statistische 

Signifikanz.  

 

Abbildung 30: Bestimmung der Ausschüttung von IL-6 durch Immunzellen nach Behandlung mit extrazellulären 

Vesikeln in Abhängigkeit der Expression der Zellen von HR23A bzw. HR23B und Htt23Q bzw. Htt74Q 

Die THP-1 Zellen wurden zu M1-Makrophagen differenziert und polarisiert, bevor sie mit den aufgereinigten 

extrazellulären Vesikel versetzt wurden. Die Analyse der ausgeschütteten Zytokine erfolgte mit dem CBA Human 

Inflammatory Cytokine Kit und ihre Mittelwerte und dazugehörigen Standardfehler (n=3) wurden dargestellt. Die 

statistische Analyse erfolgte mittels ANOVA und anschließendem Tukey Test und zeigte keine statistische 

Signifikanz.  



Ergebnisse 

 
74 

 

 

Abbildung 31: Bestimmung der Ausschüttung von TNF durch Immunzellen nach Behandlung mit 

extrazellulären Vesikeln in Abhängigkeit der Expression der Zellen von HR23A bzw. HR23B und Htt23Q bzw. 

Htt74Q 

Die THP-1 Zellen wurden zu M1-Makrophagen differenziert und polarisiert, bevor sie mit den aufgereinigten 

extrazellulären Vesikel versetzt wurden. Die Analyse der ausgeschütteten Zytokine erfolgte mit dem CBA Human 

Inflammatory Cytokine Kit und ihre Mittelwerte und dazugehörigen Standardfehler (n=3) wurden dargestellt. Die 

statistische Analyse erfolgte mittels ANOVA und anschließendem Tukey Test und zeigte keine statistische 

Signifikanz.  

Die detektierten Zytokine IL-1β, IL-6 und TNF zeigten keine signifikanten Unterschiede durch die 

Behandlung mit extrazellulären Vesikeln der verschiedenen Zelllinien und ihrer Huntingtinexpression. 

Es konnte jedoch ein möglicher Anstieg der drei Zytokine nach Behandlung mit den Htt74Q-

enthaltenen extrazellulären Vesikeln von U2OS und HR23BKO Zellen im Vergleich zu den Htt23Q-

enthaltenen extrazellulären Vesikeln beobachtet werden. Ein Unterschied zwischen den U2OS Zellen 

und dem Knockout von HR23B war dabei nicht festzustellen. Die Behandlung mit Htt74Q-enthaltenen 

extrazellulären Vesikeln der Tre Zellen zeigte hingegen eine mögliche Reduktion der ausgeschütteten 

Zytokine im Vergleich zu den Htt23Q-enthaltenen extrazellulären Vesikeln. Diese Tendenz war bei 

HR23B Überexpression invers, sodass die Htt74Q-enthaltenen extrazellulären Vesikel zu einer 

stärkeren Zytokinausschüttung führten als die Htt23Q-enthaltenen extrazellulären Vesikel.  

3.3.5 Vergleich des Huntingtingehalts in Mikrovesikeln und Exosomen  

Extrazelluläre Vesikel werden in Mikrovesikel und Exosomen unterteilt. Da sie sich in der Größe 

unterscheiden, konnten sie mittels Ultrazentrifugation voneinander aufgetrennt werden und im 

Western Blot auf ihren Huntingtingehalt untersucht werden (Abbildung 32). 
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Abbildung 32: Expression von Exon 1 von Huntingtin in den aufgereinigten Mikrovesikeln und Exosomen in 

U2OS und HR23BKO Zellen 

Die U2OS und HR23BKO Zellen wurden mit peGFP, Htt23Q und Htt74Q transfiziert und ihre Mikrovesikel und 

Exosomen aus dem Überstand mittels Ultrazentrifugation voneinander getrennt. Der Nachweis von Huntingtin 

(Exon 1) in den aufgereinigten extrazellulären Vesikeln erfolgte mit anti-Htt. Dabei konnte sowohl Htt23Q als 

auch Htt74Q in den Mikrovesikeln von U2OS und HR23BKO Zellen detektiert werden, in den Exosomen jedoch 

nicht. Als Marker diente der PageRuler™ Plus Proteinstandard. 

Dieser zeigte sowohl ein Htt23Q- als auch Htt74Q-Signal in den Mikrovesikeln beider untersuchten 

Zelllinien, jedoch kein Signal in den Exosomen der Zellen.  

3.4 Analyse der Huntingtinaggregate 

3.4.1 Aufreinigung von Huntingtinaggregaten 

Die Aufreinigung der Aggregate erfolgte ebenfalls mittels Ultrazentrifugation. Anschließend wurden 

die Aggregate in einem Western Blot analysiert.  

Dabei konnte leider weder auf der Nitrozellulosemembran noch auf der PVDF-Membran ein Signal 

beobachtet werden (Abbildung S12). 

3.4.2 Einfluss der Acetylierung auf Huntingtin in HR23B-überexprimierenden 

Zellen 

Um den Einfluss der Acetylierung auf Huntingtin (Exon 1) zu untersuchen, wurde der HDAC-Inhibitor 

SAHA verwendet, welcher zu einer Hyperacetylierung führte. Die mit Htt97Q transfizierten Tre und 

HR23B↑ Zellen wurden erneut in der Immunfluoreszenz analysiert.  
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Abbildung 33: Einfluss der Acetylierung auf Huntingtin (Exon 1) in Tre und HR23B↑ Zellen  

Tre und HR23B↑ Zellen wurden mit SAHA und Doxycyclin behandelt, mit Htt97Q transfiziert und mittels 

Immunfluoreszenz (Ölimmersionsobjektiv 63x) visualisiert. Die Nuklei wurden mit Hoechst angefärbt (blau), das 

in den Zellen exprimierte Exon 1 von Huntingtin wurde mit Hilfe von anti-HA sichtbar gemacht (grün), der 

Nachweis der HR23B Expression erfolgte mit anti-HR23B. Htt97Q trat sowohl in Tre als auch in HR23B↑ Zellen 

als perinukleäre Aggregate auf. 

Die Abbildung 33 zeigt sowohl in Tre als auch in HR23B↑ Huntingtinaggregate. Außerdem konnte 

beobachtet werden, dass HR23B nicht mehr gleichmäßig in den Zellen verteilt ist, sondern mit den 

Huntingtinaggregaten kolokalisiert. Anschließend wurde das Aggregat-Zell-Verhältnis mit Hilfe des 

High-Content-Analysesystems Operetta® CLS™ quantifiziert und die Ergebnisse in Abbildung 34 

dargestellt.  

Abbildung 34: Quantifizierung der Huntingtinaggregate pro 

Zelle in hyperacetylierten Tre und HR23B↑ Zellen 

Die Anzahl der Htt97Q-Aggregate in hyperacetylierten Tre 

und HR23B↑ Zellen sowie die Anzahl der Tre und HR23B↑ 

Zellen wurden mit dem High-Content-Analysesystem 

Operetta® bestimmt und ihr Quotient berechnet. Es wurden 

die Mittelwerte und ihre Standardfehler dargestellt (n≥8). 

Dabei war ein Anstieg des Aggregat-Zell-Verhältnisses in den 

hyperacetylierten Zellen beobachtbar. Die statistische 

Auswertung erfolgte mittels ANOVA und anschließendem 

Tukey Test (p≤0,005).  

Diese zeigt einen statistisch signifikanten Anstieg des Aggregat-Zell-Verhältnisses in den Tre und 

HR23B↑ Zellen (p<0,005). Es wurde ebenfalls das Nukleus-Zytoplasma-Verhältnis bestimmt 

(Abbildung 35), jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied durch die SAHA-Behandlung 

festgestellt.  
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Abbildung 35: Quantifizierung des Nukleus-Zytoplasma-

Verhältnis von hyperacetylierten Tre und HR23B↑ Zellen 

Die Flächen der Nuklei und des Zytoplasmas von Tre und 

HR23B↑ Zellen wurden mit dem High-Content-

Analysesystem Operetta® bestimmt und ihr Quotient 

berechnet. Es wurden die Mittelwerte und ihre 

Standardfehler dargestellt (n>2800). Die statistische 

Auswertung erfolgte mittels ANOVA und anschließendem 

Tukey Test. Dabei war keine statistisch signifikante 

Veränderung des Nukleus-Zytoplasma-Verhältnisses durch 

die Acetylierung beobachtbar.  

 

 

3.5 Analyse der Doppelknockoutzelllinie HR23A/BKO  

3.5.1 Proteinnachweis der Doppelknockoutzelllinie HR23A/BKO  

Für die weitere Analyse des Einflusses von HR23A und HR23B wurden von Diana Panfilova 

Doppelknockouts hergestellt. Diese wurden zunächst auf ihren HR23A und HR23B Proteingehalt 

untersucht. 

 
Abbildung 36: Proteinexpression von HR23A und HR23B in durch CRISPR/Cas9-generierten HR23A/BKO Zellen 

Die Klone der CRISPR/Cas9-basierten Doppelknockoutzelllinie HR23A/BKO wurden lysiert und ihre Proteine 

mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Analyse der Proteinexpression erfolgte im anschließenden Western Blot mit 

anti-HR23A und anti-HR23B. Dabei zeigten die Klone 19, 26, 36 und 39 weder eine Expression von HR23A noch 

von HR23B. Die Ladekontrolle erfolgte über eine Ponceau S-Färbung und mit anti-Aktin. Als Marker diente der 

PageRuler™ Plus Proteinstandard. 

Laut Abbildung 36 konnten im Western Blot vier positive Klone detektiert werden (19, 26, 36 und 39). 

Klon 34 exprimierte zwar kein HR23B, jedoch weiterhin HR23A.  
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3.5.2 Nachweis des Doppelknockouts auf genetischer Ebene 

Im Anschluss an den Proteinnachweis der Doppelknockoutmutanten HR23A/BKO wurde die 

genomische DNS der positiven Klone isoliert und die drei durch CRISPR/Cas9-veränderten 

Genfragmente (Typ A, Typ B und Typ C) durch PCR vervielfältigt. 

 

Abbildung 37: Nachweis der amplifizierten durch CRISPR/Cas9-veränderten Genfragmente von HR23A/BKO 

Die genomische DNS der HR23A/BKO Klone wurde isoliert und die drei durch CRISPR/Cas9-veränderten 

Genfragmente (Typ A, Typ B und Typ C) mittels PCR amplifiziert. Der Erfolg der Amplifikation wurde mittels 

Agarose-Gelelektrophorese bestimmt. Während Typ C im Wildtyp und den Klonen 26, 36 und 39 immer 

erfolgreich amplifiziert werden konnte, musste die Hybridisierungstemperatur der Primer für Typ A (55 °C) und 

Typ B (61,4 °C) angepasst werden. Trotz der Anpassung war nur eine schwache Bande für Typ A im Wildtyp und 

den Klonen 26, 36 und 39 und für Typ C in den Klonen 36 und 39 erkennbar. Als Marker diente der GeneRuler™ 

100 bp DNS-Leiter. 

In der Abbildung 37 ist erkennbar, dass die Primer von Typ C sowohl bei einer 

Hybridisierungstemperatur von 55 °C als auch bei 61,4 °C im Wildtyp und in den Klonen 26, 36 und 39 

zu einer erfolgreichen Amplifikation führten. Eine schwächere Bande war für Typ A im Wildtyp und in 

den Klonen 26, 36 und 39 bei 55 °C erkennbar, während Typ B in den Klonen 36 und 39 bei einer 

Hybridisierungstemperatur von 61,4 °C nachgewiesen werden konnte. Die PCR-Produkte, welche eine 

Bande zeigten, wurden zur Sequenzierung geschickt. Dabei konnten nur die PCR-Produkte für Typ C 

erfolgreich sequenziert werden (Abbildung S13). Es war jedoch in keinem Fall eine genetische 

Veränderung nachweisbar (Tabelle 6). 

Tabelle 6: Genetische Veränderung der CRISPR/Cas9-generierten HR23A/BKO 

Die Tabelle zeigt, ob die PCR-Produkte nicht sequenziert werden konnten (?) oder ob die Sequenzierung 

erfolgreich war, jedoch keine genetische Veränderung detektierbar war (X).  

 Typ A Typ B Typ C 

Wildtyp ? ? X 

Klon 19 ? ? ? 

Klon 26 ? ? X 

Klon 36 ? ? X 

Klon 39 ? ? X 
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4 Diskussion 

4.1 Aggregationsverhalten von physiologischem und pathologischem 

Huntingtin  

4.1.1 Expression und Aggregation von endogenem Huntingtin in iPS Zellen 

Chorea Huntington ist eine autosomal-dominant vererbte, neurodegenerative Erkrankung, welche 

durch die Aggregation des Proteins Huntingtin charakterisiert ist (Sun et al. 2017). Huntingtin 

aggregiert, wenn es mindestens 36 CAG-Wiederholungen und somit mindestens 36 Glutaminreste in 

Exon 1 beinhaltet (MacDonald et al. 1993; Nørremølle et al. 1993; Rubinsztein et al. 1996). Nach 

Ausbruch der Krankheit leiden die Patienten unter Bewegungsstörungen, unkontrollierten 

Emotionsausbrüchen und Abbau der kognitiven Fähigkeiten, bis sie letztendlich an der Krankheit 

sterben (Stoker et al. 2022). Um neue und effizientere Therapiestrategien entwickeln zu können, ist es 

notwendig, die Pathogenese von Chorea Huntington besser zu erforschen. 

Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Alessandro Prigione und Dr. Pawel Lisowski reprogrammierte die Zellen 

eines 50-jährigen Spenders zu iPS Zellen. Diese enthalten die genetische Information für Huntingtin 

mit 17 Glutaminresten auf beiden Allelen (HTT17Q/HTT17Q). Mittels Geneditierung generierte die 

Arbeitsgruppe zwei homozygote Zelllinien (HTT70Q/HTT70Q und HTT0Q/HTT0Q) und eine 

heterozygote Zelllinie (HTT70Q/HTT17Q). Ihr Erfolg wurde auf Genebene nachgewiesen und sollte 

anschließend auf Proteinebene bestätigt werden (Publikation in Vorbereitung). 

Abbildung 7 zeigt die unterschiedlichen Proteinmassen von Huntingtin in den einzelnen Zelllinien. 

Während die Bande von Htt70Q/Htt70Q und Htt70Q/Htt17Q höher liegt als die Kontrolle 

Htt17Q/Htt17Q, ist die Bande von Htt0Q/Htt0Q tiefer. Dies bestätigt die erfolgreiche Geneditierung 

der Kontrollzelllinie (HTT17Q/HTT17Q) zu den homozygoten Zelllinien (HTT70Q/HTT70Q und 

HTT0Q/HTT0Q) auf Proteinebene, jedoch wurden entsprechend weiterer Publikationen zwei Banden 

bei der heterozygoten Zelllinie (HTT70Q/HTT17Q) erwartet (Aronin et al. 1995; Gutekunst et al. 1995). 

Da die detektierte Bande auf Höhe der Bande von Htt70Q/Htt70Q liegt, fehlt die Bande für Htt17Q. In 

der Publikation von Aronin et al. wurde eine analoge Beobachtung gemacht, wenn der Unterschied 

zwischen den Glutaminresten zu gering war. Dies lässt vermuten, dass bei einer längeren Laufzeit der 

SDS-PAGE zwei Banden detektierbar wären, konnte aufgrund von fehlendem Material jedoch nicht 

mehr überprüft werden. Weiterhin wäre eine Ladekontrolle mit einer höheren molekularen Masse 

erforderlich, da Aktin nicht mehr in dem Gel detektierbar wäre. Hier würde sich möglicherweise 

Vinculin eignen, welches eine molekulare Masse von 116 kDa aufweist und bereits als Ladekontrolle 

bei dem Nachweis von Huntingtin in neuronalen Stammzellen verwendet wurde (Bailus et al. 2021).  
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Da die Aggregation von Huntingtin ein Charakteristikum der Krankheit Chorea Huntington ist, wurde 

diese zwischen Htt17Q/Htt17Q und Htt70Q/Htt70Q verglichen. Dazu wurden die jeweiligen iPS Zellen 

von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Alessandro Prigione und Dr. Pawel Lisowski zu neuronalen 

Vorläuferzellen differenziert bzw. Organoide generiert. Jeweils 20 µg der lysierten Proteine wurden in 

einem Filterretardationsassay auf ihre Aggregation untersucht. Die dabei verwendete Filtermembran 

aus Zelluloseacetat hält nur aggregierte Proteine im Filter zurück, lösliche Proteine können die 

Membran passieren (Wanker et al. 1999; Scherzinger et al. 1997). In Abbildung 8 (oben) liegt der 

höchste Anteil an Aggregaten in Htt17Q/Htt17Q enthaltenen neuronalen Vorläuferzellen vor, gefolgt 

von den Htt70Q/Htt70Q enthaltenen neuronalen Vorläuferzellen, den Htt17Q/Htt17Q 

exprimierenden Organoiden und schlussendlich den Htt70Q/Htt70Q exprimierenden Organoiden. Dies 

widerspricht jedoch der mehrfach bewiesenen Aussage, dass die pathologisch verlängerten 

Huntingtinproteine aggregieren (Hoffner et al. 2007; Mangiarini et al. 1996) und der bereits 

beobachteten erhöhten Aggregation von Huntingtin in den postmitotischen Zellen (Scior et al. 2018).  

Da bereits in Abbildung 7 beobachtet werden konnte, dass die Kontrolle Htt17Q/Htt17Q trotz eines 

geringeren Gesamtproteingehalts (entsprechend der Ponceau S-Färbung und anti-Aktin) einen 

höheren Huntingtingehalt aufwies, wurde der Gesamthuntingtingehalt mit Hilfe eines Dot Blots 

nachgewiesen (Abbildung 8 unten). Dieser bestätigt eine höhere Menge an Huntingtin in den 

Htt17Q/Htt17Q enthaltenen neuronalen Vorläuferzellen, gefolgt von den Htt70Q/Htt70Q enthaltenen 

neuronalen Vorläuferzellen, den Htt17Q/Htt17Q exprimierenden Organoiden und schlussendlich den 

Htt70Q/Htt70Q exprimierenden Organoiden trotz gleichmäßiger Auftragung der Proteinlysate. 

Demnach wird vermutet, dass die Signalintensität der Huntingtinaggregate stark von der Expression 

von Huntingtin abhängig ist. 

Aus diesem Grund wurden bei der Quantifizierung der in Abbildung 8 gewonnen Ergebnisse, die 

Huntingtinaggregate ins Verhältnis zu ihrem Gesamthuntingtingehalt gesetzt (Abbildung 9). Dabei wird 

sowohl in den neuronalen Vorläuferzellen (Abbildung 9A), als auch in den Organoiden (Abbildung 9B) 

eine höhere Aggregation in den Htt70Q/Htt70Q enthaltenen Proben im Vergleich zu der Kontrolle 

Htt17Q/Htt17Q beobachtet. Dies entspricht den bereits publizierten Beobachtungen von Hoffner et 

al. und Mangiarini et al. (Hoffner et al. 2007; Mangiarini et al. 1996). Weiterhin konnte gezeigt werden, 

dass die Aggregation in den Organoiden im Vergleich zu den neuronalen Vorläuferzellen sowohl in den 

Htt17Q/Htt17Q als auch in den Htt70Q/Htt70Q enthaltenen Proben anstieg. Es wird vermutet, dass 

die erhöhte Aggregation auf die Differenzierung zurückzuführen ist. Die Aggregate werden während 

der Zellteilung der neuronalen Vorläuferzellen aufgelöst, in den postmitotischen Zellen der Organoide 

kommt es zu einer fortlaufenden Aggregation (Bufalino und van der Kooy 2014). Diese wird durch 
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Unterschiede in der Proteinqualitätskontrolle unterstützt (Higuchi-Sanabria et al. 2018; Zglinicki et al. 

2021). 

4.1.2 Expression und Aggregation von überexprimiertem Huntingtin in U2OS 

Zellen 

Mit circa 350 kDa ist das Protein Huntingtin ein sehr großes Protein. Für Chorea Huntington 

charakteristisch ist jedoch die erhöhte Anzahl an Glutaminresten in Exon 1 (MacDonald et al. 1993). Es 

wurde gezeigt, dass Exon 1 des pathologisch verlängerten Huntingtins ausreicht, um in einer 

transgenen Maus einen Chorea Huntington entsprechenden Phänotypen auszulösen (Mangiarini et al. 

1996; Yang et al. 2020). Weiterhin konnten Yang et al. nachweisen, dass Exon 1 des pathologischen 

Huntingtins altersabhängig im Corpus Striatum akkumuliert. Dieses gilt als der erste von Atrophie 

betroffene Bereich im Gehirn der Chorea Huntington Patienten (Tabrizi et al. 2013). Weiterhin wurden 

unterschiedliche N-terminale Huntingtinfragmente auf ihre Pathologie in Drosophila untersucht und 

das pathologische Exon 1 resultierte sowohl in einen Anstieg in der Proteinaggregation und 

Neurodegeneration als auch in einer signifikanten Reduktion der Langlebigkeit, der Eklosion und der 

motorischen Funktionen (Barbaro et al. 2015). Daraus hat sich die Verwendung des Exon 1 von 

Huntingtin in dem Forschungsfeld etabliert (Ghosh et al. 2020; Ceccon et al. 2022; Guan et al. 2022) 

und wurde für die folgenden Experimente verwendet.  

Die dafür verwendeten Plasmide wurden zunächst sequenziert und die Gene für die Fusionsproteine 

HA und GFP, ein Teil des Exon 1 sowie die entsprechende Anzahl der Glutaminreste konnten 

erfolgreich nachgewiesen werden (Abbildung S1). Die daraus resultierenden Molekülmassen wurden 

in Tabelle 5 dargestellt. Für die folgende Analyse der Proteine im Western Blot wurde sich daran 

orientiert und ein 10%iges SDS-Gel verwendet. 

Der Nachweis der erfolgreichen Transfektion der U2OS Zellen mit den HA-gekoppelten Plasmiden 

Htt20Q und Htt97Q unter Verwendung von anti-HA ist in Abbildung 4A dargestellt. Dabei liegt Htt20Q 

mit einer apparenten Größe von circa 23 kDa in etwa 10 kDa über der berechneten Proteinmasse. 

Diese Abweichung resultiert vor allem aus der prolinreichen Domäne. Die Aminosäure Prolin ist 

aufgrund ihrer Ringstruktur rigider als andere Aminosäuren. Somit haben Proteine mit einer 

prolinreichen Domäne einen höheren Stokesradius und erscheinen in der SDS-PAGE höher als ihre 

theoretische Masse (Rothe und Purkhanbaba 1982). Anhand der in Tabelle 5 berechneten Differenz 

wurde demnach für Htt97Q eine Bande bei circa 33 kDa erwartet, jedoch trat diese bei circa 53 kDa 

auf und war bei gleichmäßiger Beladung sehr viel schwächer exprimiert als Htt20Q. Die Verschiebung 

der Htt97Q-Bande ist während der Optimierung auch unter anderen getesteten Bedingungen 

(Abbildung S2) beobachtet worden. Aus diesem Grund wurde Htt97Q-GFP mittels anti-GFP untersucht, 
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dessen Größe laut Tabelle 5 bei 46,75 kDa liegen müsste (Abbildung 4B). Mit über 70 kDa liegt die 

Bande ebenfalls weit über der berechneten Proteinmasse. Dieses Phänomen wurde auch in HEK293 

Zellen (Li und Li 1998) und PC-12 Zellen (Li et al. 1999) beobachtet. Da der einzige Unterschied zwischen 

den Plasmiden Htt20Q und Htt97Q die Anzahl der Glutaminreste ist und diese das Laufverhalten des 

Proteins nicht behindert, wird vermutet, dass die Htt97Q-Aggregate nicht vollständig gelöst werden 

können (Kazantsev et al. 1999). 

Für eine bessere Lyse von Htt97Q wurde die unlösliche Fraktion mit Ameisensäure behandelt. Diese 

löst in SDS nicht-lösliche Aggregate (Mokrasch 1965) und bewiesenermaßen auch Huntingtinaggregate 

(Hazeki et al. 2000; Iuchi et al. 2003). Der anschließende Nachweis der Proteine ist in Abbildung 5 

dargestellt. Htt20Q zeigte keine Bande, sodass vermutet wird, dass es nicht in der unlöslichen Fraktion 

vorliegt. Htt97Q zeigt zwar keine Expression von Aktin, jedoch zwei Banden für Htt97Q. Die obere 

Bande liegt, wie in Abbildung 4, bei circa 53 kDa, während die untere Bande bei circa 33 kDa auftritt. 

Damit ist die Differenz zwischen der unteren Bande von Htt97Q in der unlöslichen Fraktion und der 

Bande von Htt20Q in der löslichen Fraktion in etwa 10 kDa und entspricht somit der in Tabelle 5 

theoretisch berechneten Differenz zwischen den beiden Proteinen. Diese Beobachtung bestätigt, dass 

eine erhebliche Menge des exprimierten Htt97Q in der aggregierten Form vorliegt. 

Neben den Plasmiden Htt20Q, Htt97Q und Htt97Q-GFP wurden die U2OS Zellen ebenfalls mit den GFP-

gekoppelten Plasmiden Htt23Q und Htt74Q transfiziert (Abbildung 6A). Die Proteine wurden sowohl 

mit anti-GFP als auch mit anti-Htt nachgewiesen. Dabei wird immer eine Doppelbande detektiert, die 

auf ein Spaltprodukt hinweist. Interessanterweise tritt die mit Htt97Q beobachtete Verschiebung nicht 

bei Htt74Q auf, sodass die Differenz zwischen Htt74Q und Htt23Q der in Tabelle 5 berechneten Größe 

entsprach. Layburn et al. wiesen nach, dass mit steigender Anzahl der Glutaminreste die Anzahl der 

Huntingtinaggregate zunimmt und dass die Patienten beim Ausbruch der Krankheit jünger sind 

(Layburn et al. 2022). Letzteres wurde bereits von Capiluppi et al und Duyao et al. gezeigt (Capiluppi 

et al. 2020; Duyao et al. 1993). Weiterhin ist die Lebenserwartung nach den ersten Symptomen 

geringer, je mehr Glutaminreste in Exon 1 auftreten (Foroud et al. 1999; Langbehn 2022). Die 

Beobachtung, dass Htt74Q in der löslichen Fraktion detektiert werden konnte und Htt97Q vor allem in 

der unlöslichen Fraktion auftrat, könnte ein weiterer Hinweis darauf sein, dass die Länge der 

Glutaminreste auch über dem Schwellenwert von 36 Glutaminresten relevant für die Charakteristika 

der Aggregate ist. 

Zusätzlich zu den U2OS Zellen wurden die Zelllinien HR23AKO, HR23BKO (Abbildung 6A), Tre und 

HR23B↑ (Abbildung 6B) mit den Plasmiden Htt23Q und Htt74Q transfiziert. Der Nachweis der 

exprimierten Huntingtinproteine erfolgte ebenfalls mit anti-GFP und anti-Htt. Des Weiteren wurde der 



Diskussion 

 
83 

 

Knockout von HR23A bzw. HR23B mit den entsprechenden Antikörpern nachgewiesen (Abbildung 6A). 

Die Überexpression des Flag-gekoppelten HR23B erfolgte mit Hilfe eines Tet-on Systems. Dieses wird 

durch die Zugabe von Doxycyclin induziert. Als Kontrollzelllinie dient Tre, welches das Tet-on System 

ohne Informationen für HR23B enthält. Die Zelllinien Tre und HR23B↑ wurden mittels anti-HR23B und 

anti-Flag auf ihre HR23B-Expression untersucht. Dabei konnte in beiden Zelllinien endogenes HR23B 

nachgewiesen werden, wobei HR23B↑ eine stärkere Expression aufwies. Die Expression des Flag-

gekoppelten HR23B konnte nur in den HR23B↑ Zellen detektiert werden (Abbildung 6B). 

Die Expression der Huntingtinkonstrukte wurde weiterhin in der Immunfluoreszenzmikroskopie 

untersucht (Abbildung 10 und 11). Zunächst bestätigen die IgG Kontrollen und die Transfektion mit 

pcDNA3 eine spezifische Färbung von Huntingtin. Htt20Q und Htt23Q-HA sind sowohl im Nukleus als 

auch im Zytoplasma exprimiert (Hoogeveen et al. 1993), während Htt97Q und Htt74Q-HA perinukleäre 

Ringstrukturen bilden. Dies zeigt, dass Htt74Q trotz seiner Löslichkeit in der Zelllyse (Abbildung 6) 

pathologische Eigenschaften aufweist. Die perinukleäre Lokalisation wurde auch von Iuchi et al. und 

Waelter et al. beobachtet, welche die Strukturen als Aggregate beschrieben (Iuchi et al. 2003; Waelter 

et al. 2001).  

Zur genaueren Bestimmung der perinukleären Strukturen wurde eine Färbung mit dem Proteostat® 

Protein Aggregation Kit durchgeführt (Abbildung 12). Der darin enthaltene Farbstoff interkaliert 

unabhängig von der Proteinsequenz in β-Strukturen (Shen et al. 2011). Poirier et al. identifizierte die 

Huntingtinaggregate als eben solche Strukturen (Poirier et al. 2005). Analog zu Abbildung 10 war 

Htt20Q im Zytoplasma und Nukleus der Zellen gleichmäßig verteilt, während Htt97Q perinukleäre 

Ringstrukturen aufwies. Die Htt97Q-Strukturen wurden ebenfalls mit Proteostat® angefärbt. In den 

mit pcDNA3 und Htt20Q-transfizierten Zellen konnte hingegen keine Färbung nachgewiesen werden. 

Damit wurde bestätigt, dass die perinukleären Ringstrukturen Aggregate sind.  

Zur weiteren Analyse der Huntingtinaggregate wurden diese mittels Ultrazentrifugation nach dem 

Protokoll von Díaz-Hernández et al. aufgereinigt (Díaz-Hernández et al. 2004). Das isolierte Huntingtin 

konnte jedoch nicht im Western Blot nachgewiesen werden. In der Publikation wurden ganze 

Vorderhirne oder 1 bis 2 g kortikaler Dissektionen von Mäusen verwendet, während im 

durchgeführten Versuch nur einen Zellansatz von wenigen Mikrogramm zur Verfügung stand, sodass 

die Proteinmenge möglicherweise zu gering war.  

Waelter et al. wiesen neben der perinukleären Lokalisation der Aggregate eine Beeinträchtigung des 

Ubiquitin-Proteasom-Systems nach (Waelter et al. 2001). Die perinukleäre Lokalisation wird auf die 

Bindung von Huntingtin an β-Tubulin zurückgeführt (Hoffner et al. 2002). Interessanterweise wurde in 
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einer massenspektrometrischen Analyse der HR23BKO Zellen von Mai-Binh Nguyen eine hochregulierte 

Untereinheit von β-Tubulin (TUBB3) identifiziert.  

4.2 Einfluss des Proteasomshuttlingfaktors HR23B 

4.2.1 Verbreitung von Huntingtin in Abhängigkeit der HR23B-Expression 

Die Charakterika von Huntingtin und das Proteinqualitätskontrollsystem insbesondere das Ubiquitin-

Proteasom-System kohärieren. Neben Waelter et al. zeigten auch weitere Publikationen eine 

Verbindung der Beeinträchtigung des Ubiquitin-Proteasom-Systems mit der Aggregation von 

Huntingtin (Waelter et al. 2001; Riguet et al. 2021; Bence et al. 2001; Thibaudeau et al. 2018). Der 

beschriebene Zusammenhang zwischen der perinukleären Lokalisation der Huntingtinaggregate und 

HR23B liefert einen ersten Hinweis auf einen Einfluss von HR23B auf die Aggregation von Huntingtin. 

Der Proteasomshuttlingfaktor HR23B und sein Homolog HR23A erkennen fehlgefaltete Proteine und 

leiten sie zum Proteasom weiter (Elsasser et al. 2004; Verma et al. 2004). Die Interaktion zwischen den 

Proteasomshuttlingfaktoren und dem Proteasom ist dabei über die Phosphorylierung der UBL-

Domäne reguliert (Liang et al. 2014). Neben dem Shuttleprozess aktivieren sie das Proteasom und 

erhöhen damit die Kapazität der Proteindegradation (Collins und Goldberg 2020). Jensen et al. konnten 

zeigen, dass der mRNS-Gehalt von HR23B in Alzheimerpatienten im Cerebellum signifikant höher war 

als in den anderen Bereichen des Gehirns (Jensen et al. 2018). Diese Region gilt in Alzheimer als die am 

wenigsten bzw. am spätesten betroffene Region (Hu et al. 2017). Zhang et al. zeigten in einem Modell 

für ALS, dass die Proteasomshuttlingfaktoren HR23A und HR23B mit dem für ALS charakteristischen 

Protein poly(GA) aggregieren, während die Überexpression von HR23B die Aggregation und die 

Toxizität von poly(GA) reduziert (Zhang et al. 2016).  

In den folgenden Versuchen erfolgte die Überexpression von HR23B mittels Tet-on System (Gossen et 

al. 1995; Das et al. 2016). Zur Überprüfung des Einflusses des Tet-on Systems wurde die Zelllinie Tre 

verwendet, welches das Tet-on System enthält, jedoch keine genetischen Informationen für HR23B. In 

Abbildung 13A ist die Expression von Htt20Q und Htt97Q in den Tre Zellen mittels 

Immunfluoreszenzmikroskopie visualisiert. Dabei kann mit Hilfe von anti-HR23B eine schwache 

Expression von endogenem HR23B nachgewiesen werden. Htt20Q ist wie in den U2OS Zellen 

(Abbildung 10) gleichmäßig verteilt, während Htt97Q ebenfalls perinukleäre Aggregate zeigt. Riguet et 

al. wiesen nach, dass die Huntingtinaggregate Proteine des Ubiquitin-Proteasom-Systems enthalten 

(Riguet et al. 2021), Yang et al. zeigten, dass HR23B mit den Huntingtinaggregaten in der humanen 

embryonalen Nierenzelllinie HEK293T kolokalisiert (Yang et al. 2018). Diese Beobachtung wurde in den 

Tre Zellen nicht gemacht, HR23B ist in der Zelle gleichmäßig exprimiert mit Ausnahme des Inneren der 

Huntingtinaggregate.  
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In Abbildung 13B ist zunächst die HR23B-Überexpression mittels anti-HR23B nachgewiesen worden. 

Des Weiteren ist beobachtbar, dass sowohl Htt20Q als auch Htt97Q in den HR23B↑ Zellen gleichmäßig 

exprimiert ist. Demnach tritt Htt97Q unter HR23B-Überexpression nicht aggregiert auf. Zur 

Quantifizierung dieser Ergebnisse wurden die Aggregate und die Zellen im High-Content-

Analysesystem Operetta® CLS™ gezählt und der Quotient der Aggregate zu den Zellen bestimmt 

(Abbildung 14). Die Reduktion des Aggregat-Zell-Verhältnisses in den HR23B↑ Zellen bestätigt die 

Beobachtungen unter dem Fluoreszenzmikroskop. 

Judith Riemer untersuchte im Rahmen ihrer Doktorarbeit das Aggregat-Zell-Verhältnis in HR23AKO und 

HR23BKO Zellen. Dabei wurde festgestellt, dass in den HR23BKO Zellen statistisch signifikant mehr 

Aggregate auftraten und diese größer erschienen. Dieses komplementäre Ergebnis bestätigt den 

Einfluss von HR23B auf die Htt97Q-Aggregate. Muchowski et al. entdeckten in Saccharomyces 

cerevisiae, dass für die Aggregation von Huntingtin ein intaktes Zytoskelett der Mikrotubuli notwendig 

ist (Muchowski et al. 2002). Die erhöhte Expression der Untereinheit TUBB3 von β-Tubulin sowie der 

Untereinheit TUBA4A von α-Tubulin in HR23BKO Zellen, die in der Massenspektrometrie von Mai-Binh 

Nguyen nachgewiesen wurde, könnte ein möglicher Grund für den Anstieg der Huntingtinaggregate in 

HR23BKO Zellen sein. Der Knockout von HR23A zeigte ebenfalls einen Anstieg der Anzahl und der Größe 

der Aggregate, dieser war jedoch nicht statistisch signifikant.  

Wie bereits beschrieben, ist das Ubiquitin-Proteasom-System in Chorea Huntington beeinträchtigt. In 

Zellsystemen (Waelter et al. 2001) sowie in Mäusen (Martín-Aparicio et al. 2001) konnte gezeigt 

werden, dass die Inhibition des Ubiquitin-Proteasom-Systems die Aggregation von Huntingtin 

begünstigt. Seo et al. wiesen weiterhin eine Beeinträchtigung des Ubiquitin-Proteasom-Systems in 

Chorea Huntington Patienten nach (Seo et al. 2004). Der genaue Mechanismus ist bis heute jedoch 

nicht geklärt. Bowman et al. beschrieben sogar den gegenteiligen Effekt (Bowman et al. 2005) und 

Schipper-Krom et al. zeigten, dass das Proteasom zwar in den Aggregaten nachweisbar ist, jedoch 

funktionstüchtig blieb (Schipper-Krom et al. 2014). Daraus resultierte die Frage, ob das Proteasom 

Huntingtin abbauen kann. Díaz-Hernández et al. untersuchten die drei Peptidasen des Proteasoms und 

konnten kein Abbau von Huntingtin nachweisen (Díaz-Hernández et al. 2003). Es wurde vermutet, dass 

die Beeinträchtigung des Ubiquitin-Proteasom-Systems durch ein „Verstopfen“ des Proteasoms durch 

Huntingtin zustande kommt. Dies wurde jedoch von Hipp et al. widerlegt und Juenemann et al. 

konnten letztlich zeigen, dass mutiertes Huntingtin mit zwei zusätzlichen Lysinen am N-Terminus 

vollständig über das Proteasom abgebaut wird (Juenemann et al. 2013; Hipp et al. 2012). Hipp et al. 

zeigten weiterhin, dass das lösliche Huntingtin nicht ubiquitiniert vorlag, während das degradierte, 

pathologisch verlängerte Huntingtin aus der Publikation von Juenemann et al. eine Polyubiquitinierung 

an den N-terminalen Lysinen aufwies.  
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Auch die postmortem isolierten Huntingtinaggregate wiesen eine Polyubiquitinierung auf (DiFiglia et 

al. 1997; Sieradzan et al. 1999). Wie die Sequenzierung der Plasmide zeigt (Abbildung S1), hat Exon 1 

von Huntingtin bereits drei Lysine. Steffan et al. substituierten ebendiese Lysine und verhinderten 

somit die Ubiquitinierung von Huntingtin (Steffan et al. 2004). Später wurde bestätigt, dass das 

aggregierte Huntingtin an diesen Lysinen ubiquitiniert vorliegt (Juenemann et al. 2015). Die UBA-

Domäne von HR23A und HR23B kann polyubiquitinierte Proteine erkennen. Dadurch erfolgt eine 

Weiterleitung der Proteine zum Proteasom (Chen et al. 2001; Chen und Madura 2002; New et al. 2013). 

Demnach wird vermutet, dass das überexprimierte HR23B an das mutierte, ubiquitinierte Exon 1 von 

Huntingtin bindet, seine Fehlfaltung verhindert bzw. die fehlgefalteten Proteine zum Proteasom für 

den Abbau weiterleitet und damit die Aggregation von Huntingtin verhindert. Jana et al. konnte bereits 

eine ähnliche Beobachtung durch die Überexpression des Cochaperons CHIP (C-Terminus des HSP70 

interagierenden Proteins) verzeichnen, welche zu einer erhöhten Ubiquitinierung sowie einem 

erhöhten Abbau der Proteine Huntingtin und dem für die Machado-Joseph-Krankheit 

charakteristischem Ataxin-3 führte (Jana et al. 2005). Weiterhin konnte eine Regulation der 

Huntingtinaggregate durch das Siah-1-interagierende Protein, welches eine Ubiquitin-Protein-Ligase 

ist, detektiert werden (Latoszek et al. 2022). 

Die verwendeten U2OS Zellen eignen sich aufgrund ihrer hohen endogenen Expressionslevel der 

Proteasomshuttlingfaktoren HR23A (Kumar et al. 1999) und HR23B (New et al. 2013; Kaur et al. 2007; 

Sakai et al. 2020) besonders gut. Diese konnten sowohl im Western Blot (Abbildung 6) als auch in der 

Immunfluoreszenz (Abbildung 16) nachgewiesen werden. Da die beiden Proteasomshuttlingfaktoren 

ihre Funktionen in der Nukleotidexzisionsreparatur (Sugasawa et al. 1997; Okuda et al. 2004; Ng et al. 

2003) und bei der Bindung von Ataxin-3 (Chen und Madura 2006) gegenseitig übernehmen können, 

wurden von Diana Panfilova Doppelknockoutzellen generiert. Auf Proteinebene konnten dabei vier 

positive Klone bestimmt werden (Abbildung 36). Diese wurden auf genetischer Ebene auf ihre 

Modifikationen untersucht, jedoch konnte bisher keine identifiziert werden (Abbildung 37, Tabelle 6).  

Da die Experimente mit dem Knockout von HR23A keine signifikanten Unterschiede in der Größe und 

Anzahl der Huntingtinaggregate zeigten, wurde auf eine Überexpression von HR23A zunächst 

verzichtet. Dies ist möglicherweise darauf zurückzuführen, dass der HR23AKO zu einer höheren 

Expression von HR23B führte (Abbildung 6), welches einer erhöhten Aggregation wiederum 

entgegenwirkt. Weiterhin liegt HR23B in embryonalen Fibroblasten von Mäusen zehnfach höher 

exprimiert in den Zellen vor, sodass der Knockout von HR23B möglicherweise aus diesem Grund einen 

höheren Effekt auf Huntingtin hat (Okuda et al. 2004).  



Diskussion 

 
87 

 

Die verwendeten U2OS Zellen entstammen jedoch einem Osteosarkom (Pontén und Saksela 1967). 

Für die Untersuchung von Chorea Huntington wäre eine Wiederholung der Experimente in neuronalen 

Zellen wünschenswert. Dazu wurden von Helena Grebenchuk im Rahmen einer Bachelorarbeit 

CRISPR/Cas9-basierte SH-SY5Y Zelllinien mit einem Knockout der zu untersuchenden 

Proteasomshuttlingfaktoren HR23A bzw. HR23B generiert. Die Zelllinie entstammt aus einem 

vierjährigen Mädchen mit Neuroblastom (Biedler et al. 1973). Weiterhin arbeiteten Lara Peters im 

Rahmen eines Forschungsgruppenpraktikums und Annett Thate an der Generation von HR23B-

überexprimierende SH-SY5Y Zellen. Bisher konnten diese jedoch noch nicht etabliert werden. 

4.2.2 Einfluss von HR23B auf das Nukleus-Zytoplasma-Verhältnis 

Neben dem Aggregat-Zell-Verhältnis konnte mit dem High-Content-Analysesystem Operetta® CLS™ 

auch das Nukleus-Zytoplasma-Verhältnis bestimmt werden. Der Quotient der bestimmten Flächen 

wurde in Abbildung 15 dargestellt und zeigt einen Anstieg in den HR23B↑ Zellen im Vergleich zu den 

Tre Zellen. Judith Riemer validierte diese Beobachtung in den HR23BKO Zellen und konnte sie auch in 

den HR23AKO Zellen zeigen. 

Der Grund des veränderten Nukleus-Zytoplasma-Verhältnisses müsste weiter untersucht werden. Es 

ist bekannt, dass bei steigender Zellseneszenz die Proteinmenge im Zytoplasma zunahm, im Nukleus 

hingegen nicht (Wihastuti et al. 2020). Weiterhin wurde gezeigt, dass die Proteinmenge in Korrelation 

zu dem Nukleus-Zytoplasma-Verhältnis steht (Wu et al. 2021). Somit würde das Nukleus-Zytoplasma-

Verhältnis im Alter sinken. Da Chorea Huntington altersabhängig ist, wäre es möglich, dass mit 

zunehmendem Alter die Aktivität des Proteasoms durch einen Abbau von HR23B reduziert ist. 

Demnach würden Proteine, wie auch mutiertes Huntingtin, weniger degradiert werden und somit eine 

Ausbreitung der Erkrankung wahrscheinlicher. Um diese Theorie zu überprüfen, wäre es notwendig 

die Zellen altern zu lassen und die HR23B Expression zu überprüfen. Judith Riemer konnte bereits 

zeigen, dass in vitalen U2OS Zellen HR23B zu 66 % im Zytoplasma exprimiert ist und zu 33 % im 

Nukleus.  

Ein weiterer Ansatz ist die Fähigkeit von HR23B Proteine zwischen dem Nukleus und dem Zytoplasma 

zu transportieren (Okeke et al. 2020). Bei einer Überexpression von HR23B würde das möglicherweise 

zu einem verschobenen Gleichgewicht der Proteinverteilung zwischen dem Nukleus und dem 

Zytoplasma führen. Dieser Transport findet vor allem in den Zellzyklusphasen statt, wobei bekannt ist, 

dass HR23B in der S-Phase eher im Zytoplasma lokalisiert ist (Katiyar und Lennarz 2005).  

Um einen besseren Einblick in die Abhängigkeit des Nukleus-Zytoplasma-Verhältnis von der HR23B 

Expression zu erhalten, wurde die Expression von HR23B in den einzelnen Zellzyklusphasen analysiert. 
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Dazu wurde zunächst überprüft, ob die im Experiment notwendige Fixierung mit Ethanol einen Einfluss 

auf die Expression von HR23B hat (Abbildung 16). Dies war notwendig, da es bereits zu Veränderungen 

der Expression von HR23B mit Methanol kam (Daten nicht gezeigt). Die Kontrolle mittels 

Immunfluoreszenzmikroskopie zeigte jedoch, dass keine unspezifische Färbung (IgG Kontrollen) oder 

veränderte Expression (HR23B Expression in HR23BKO Zellen) durch die Fixierung mit Ethanol auftrat. 

Demnach konnten die synchronisierten Proben für die Durchflusszytometrie mit Ethanol fixiert 

werden.  

Die Synchronisation erfolgte unter der Verwendung von Hydroxyurea oder Thymidin/Nocodazol. Nach 

verschiedenen Zeitpunkten nach der Behandlung befinden sich die Zellen in unterschiedlichen Phasen 

des Zellzyklus. Dabei sind die meisten Zellen 3 h nach der Hydroxyureabehandlung in der G1-Phase 

und 9 h nach der Hydroxyureabehandlung in der S-Phase. 1 h nach der Behandlung mit 

Thymidin/Nocodazol befinden sich die meisten Zellen in der G2-Phase. Es ist jedoch ein hoher Anteil 

der Zellen in der sub-G1-Phase (Abbildung 17). Dies spricht für eine hohe Toxizität der Behandlung. Die 

Toxizität ist Nocodazol zuzuschreiben, welches Apoptose induziert und deswegen auch unter anderem 

als Tumormedikament eingesetzt wird (Beswick et al. 2006; Ikegami et al. 1997; Verdoodt et al. 1999). 

Die HR23BKO Zellen zeigen im Vergleich zu den U2OS Zellen einen höheren Anteil der Zellen in der G1-

Phase und weniger Zellen in der G2-Phase, was die Beobachtungen von Diana Panfilovas 

Bachelorarbeit unterstützt.  

In Abbildung 18 ist die Expression von HR23B dargestellt. Zunächst konnte die Spezifität der Messung 

durch das reduzierte Signal von HR23B in den HR23BKO Zellen bestätigt werden. Die höchste HR23B-

Expression wurde in der S-Phase beobachtet, während die Zellen in der G1-Phase die niedrigste 

Expression von HR23B zeigten. Katiyar und Lennarz wiesen nach, dass HR23B in der G1-Phase vor allem 

im Nukleus lokalisiert ist (Katiyar und Lennarz 2005). Dies ist darauf zurückzuführen, dass die 

Nukleotidexzisionsreparatur eine wichtige Rolle in der G1-Phase spielt, an der HR23B nachweislich 

beteiligt ist (Sarkar et al. 2006). In der S-Phase ist HR23B vermehrt im Zytoplasma lokalisiert (Katiyar 

und Lennarz 2005). Der beobachtete Anstieg der HR23B-Expression und die bekannte Lokalisation in 

der S-Phase könnten darauf hinweisen, dass HR23B in dieser Phase mehr auf seine Aufgaben im 

Ubiquitin-Proteasom-System konzentriert ist und stärker exprimiert werden muss, da vor der Mitose 

viele Proteine neu synthetisiert werden.  
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4.3 Verbreitung von Chorea Huntington durch extrazelluläre Vesikel 

in Abhängigkeit von Proteasomshuttlingfaktoren 

4.3.1 Einfluss der Proteasomshuttlingfaktoren auf extrazelluläre Vesikel und 

ihren Huntingtingehalt 

Das Corpus Striatum zeigt während des Verlaufes von Chorea Huntington als erstes Aggregate (Tabrizi 

et al. 2013), jedoch breitet sich die Krankheit auf bisher ungeklärte Weise im ganzen Gehirn aus. 

Huntingtin konnte extrazellulär detektiert werden (Cicchetti et al. 2014) und es wurde nachgewiesen, 

dass humane Zellen Huntingtin aufnehmen können (Ren et al. 2009; Yang et al. 2002). Des Weiteren 

konnte gezeigt werden, dass diese Verbreitung von Huntingtin relevant für den Krankheitsverlauf ist 

(Costanzo et al. 2013; Pecho-Vrieseling et al. 2014). Jeon et al und Pearce et al. beschrieben diese 

Verbreitung als prionähnlich (Jeon et al. 2016; Pearce et al. 2015), welche wiederum in extrazellulären 

Vesikeln beobachtet wurde (Ecroyd et al. 2004; Fevrier et al. 2004; Robertson et al. 2006). 

Extrazelluläre Vesikel dienen vor allem der Kommunikation zwischen den Zellen (Budnik et al. 2016; 

Rajendran et al. 2014). Seit einigen Jahren wird auch die Verbreitung von neurodegenerativen 

Erkrankungen durch extrazelluläre Vesikel untersucht. Es wurden bereits Aβ (Rajendran et al. 2006; 

Vingtdeux et al. 2007; Gabrielli et al. 2022), Tau (Saman et al. 2012) und α-Synuclein (Emmanouilidou 

et al. 2010) in extrazellulären Vesikeln detektiert. Dies lässt vermuten, dass auch Huntingtin in 

extrazellulären Vesikeln vorkommt (Pink et al. 2021). 2022 konnten Ananbeh et al. extrazelluläre 

Vesikel aus dem Plasma von Schweinen und Menschen isolieren und Huntingtin in ihnen nachwiesen 

(Ananbeh et al. 2022).  

Zur Untersuchung des Einflusses von extrazellulären Vesikeln wurde zunächst der Gehalt an 

extrazellulären Vesikeln im Überstand der Huntingtin-exprimierenden Zellen bestimmt. Ein Marker für 

extrazelluläre Vesikel ist das Tetraspanin CD63, welches sich auf der Oberfläche der extrazellulären 

Vesikel befindet (Crescitelli et al. 2013). Das CD63-Signal wurde im Überstand der U2OS, HR23AKO, 

HR23BKO, Tre und HR23B↑ Zellen im Dot Blot detektiert und in den Abbildungen 19 und 20 dargestellt. 

Als erstes wurde festgestellt, dass das bestimmte CD63-Signal in den Kontrollzelllinien U2OS und Tre 

bei einer Expression von Htt74Q anstieg.  

Sowohl der Knockout von HR23A oder HR23B als auch die Überexpression von HR23B führten eher zu 

einer Reduktion des CD63-Signals, jedoch war keines dieser Ergebnisse statistisch signifikant. 

Außerdem wurde ein komplementäres Ergebnis zwischen der Überexpression und dem Knockout von 

HR23B erwartet. Aus diesem Grund wurden die extrazellulären Vesikel mittels anti-CD63-PE markiert 

und die markierten Partikel in der Durchflusszytometrie gezählt. 
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Die daraus resultierenden Ergebnisse sind in Abbildung 21 dargestellt. Zunächst fällt auf, dass die 

Htt74Q-Expression bei allen Zelllinien zu einem Anstieg der detektierten extrazellulären Vesikel führt. 

Dies ist möglicherweise darauf zurückzuführen, dass die Zellen das pathologische Huntingtin nicht 

abbauen können und es demnach aus der Zelle ausgeschleust wird. Lee et al. wiesen nach, dass die 

Ausschüttung der extrazellulären Vesikel in Alzheimer Patienten ebenfalls erhöht ist (Lee et al. 2022). 

Dabei zeigt HR23BKO eine etwas höhere und HR23AKO und HR23B↑ eine geringere relative Menge an 

extrazellulären Vesikeln im Vergleich zu ihren Kontrollzellen. Weiterhin wird ein Anstieg der 

extrazellulären Vesikel von Htt23Q-exprimierenden HR23BKO-Zellen im Vergleich zu den Htt23Q-

exprimierenden U2OS Zellen beobachtet. Die Anzahl der extrazellulären Vesikel von Htt74Q-

exprimierenden HR23B ↑ Zellen ist hingegen mit der Anzahl der extrazellulären Vesikel von Htt23Q-

exprimierenden HR23B↑ Zellen vergleichbar. Die Expression des Proteasomshuttlingfaktors HR23B 

zeigte bereits unter 4.2.1 einen positiven Einfluss auf die Degradation des pathologischen Huntingtins, 

welcher für die geringere Ausschüttung von extrazellulären Vesikeln verantwortlich sein könnte. 

Die Unterschiede zwischen den Ergebnissen des Dot Blots und der Durchflusszytometrie können 

möglicherweise damit begründet werden, dass im Dot Blot nur das CD63-Signal untersucht wurde, 

während in der Durchflusszytometrie die CD63-markierten Partikel gezählt wurden. Schließlich können 

die Vesikel auch eine unterschiedliche Menge an CD63 besitzen und deshalb ein unterschiedlich 

starkes Signal nachgewiesen werden (Lai et al. 2017). 

Neben der Menge der ausgeschütteten Vesikel wurde ebenfalls der Huntingtingehalt im Überstand 

überprüft. Dazu wurde das Signal des gekoppelten GFPs im Überstand detektiert und auf das CD63-

Signal bezogen (Abbildung 22). Dabei war ein Anstieg von Huntingtin im Überstand bei allen Zelllinien 

nachweisbar. Diese Beobachtungen machten auch Vicente Miranda at al. (Vicente Miranda et al. 

2016). Caron et al. konnten das mutierte Huntingtin im Liquor cerebrospinalis nachweisen (Caron et 

al. 2021). Besonders auffällig ist jedoch der signifikante Anstieg von Huntingtin im Überstand der 

Htt74Q-exprimierenden HR23BKO Zellen. HR23AKO und HR23B↑ zeigen hingegen keine Veränderungen 

gegenüber ihren Kontrollzelllinien. 

Die bis hier gemachten Beobachtungen deuten darauf hin, dass pathologisches Huntingtin die Menge 

der extrazellulären Vesikel und den ausgeschütteten Huntingtingehalt erhöhen könnte. Dieser Effekt 

wird möglicherweise durch die Expression von HR23B beeinflusst. Jedoch muss beachtet werden, dass 

bisher nur der Überstand betrachtet wurde und nicht die aufgereinigten extrazellulären Vesikel. Aus 

diesem Grund wurden die extrazellulären Vesikel im nächsten Schritt isoliert und auf ihren 

Huntingtininhalt untersucht.  
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Die Aufreinigung erfolgte letztendlich mittels Ultrazentrifugation. Diese Methode ist immer noch 

Standard bei der Isolation der extrazellulären Vesikel (Brennan et al. 2020; Gardiner et al. 2016; 

Momen-Heravi et al. 2013) und unter anderem deshalb beliebt, weil die extrazellulären Vesikel nicht 

an andere Partikel gebunden werden. Der Nachweis erfolgte wieder über den Marker CD63. Dabei ist 

zu beachten, dass der Antikörper an die Disulfidbrücken bindet, welche durch Detergenzien wie β-

Mercaptoethanol oder DTT aufgespalten werden. Demnach wurde das Protokoll entsprechend Kowal 

et al. angepasst (Kowal et al. 2017)).  

Das CD63-Signal tritt nicht als distinkte Bande auf, da es viele posttranslationale Modifikationen 

aufweist (Engering et al. 2003). Dies wurde auch in anderen Publikationen beobachtet (El Buri et al. 

2018; Hayashi et al. 2018; Yu et al. 2018; Shojaati et al. 2019; Le Gall et al. 2022). Die Färbung mit 

Ponceau S und anti-GFP waren leider nicht sensitiv genug für die geringen Proteinmengen, jedoch 

konnte die Behandlung mit anti-Htt Huntingtin in den extrazellulären Vesikeln der U2OS Zellen 

nachweisen (Abbildung 24). Demnach wurde im Folgenden auf die Ponceau S-Färbung verzichtet.  

Die Expression von Huntingtin in den extrazellulären Vesikeln wurde ebenfalls in den Zelllinien 

HR23AKO, HR23BKO, Tre und HR23B↑ überprüft. Abbildung 25 zeigt dabei, dass Htt74Q in den 

extrazellulären Vesikeln von U2OS, HR23BKO, Tre und HR23B↑ nachweisbar ist. Htt23Q wird ebenfalls 

in den extrazellulären Vesikeln von HR23BKO und Tre exprimiert. Die extrazellulären Vesikel von U2OS 

Zellen zeigen in 50 % der Fälle eine Expression von Htt23Q, in den extrazellulären Vesikeln von HR23AKO 

ist weder Htt74Q noch Htt23Q detektierbar. 

Eine Quantifizierung der Ergebnisse über den Western Blot erwies sich als schwierig, da das 

CD63-Signal ein hohes Hintergrundsignal aufwies. Die Ponceau S-Färbung war hingegen nicht sensitiv 

genug und zeigte nur eine Bande in Höhe von circa 62 kDa, bei der es sich möglicherweise um BSA 

(66,5 kDa) aus dem FKS handeln könnte. Demnach erfolgte die Quantifizierung über die 

Durchflusszytometrie (Abbildung 26). Dabei konnte in allen Zelllinien ein Anstieg der 

Huntingtinexpression in den extrazellulären Vesikeln der Htt74Q-exprimierenden Zellen beobachtet 

werden. Dieser war in den extrazellulären Vesikeln der Htt74Q-exprimierenden HR23BKO Zellen noch 

höher als in der Kontrolle. Die Überexpression von HR23B resultierte hingegen in eine signifikante 

Reduktion der Huntingtinexpression in den extrazellulären Vesikeln der Htt74Q-exprimierenden Zellen 

im Vergleich zu den extrazellulären Vesikeln der Htt74Q-exprimierenden Tre Zellen (p<0,005).  
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Abbildung 38: Schematische Darstellung des Einflusses von HR23B auf fehlgefaltetes Huntingtin und seine 

Ausschüttung in extrazellulären Vesikeln 

Das fehlgefaltete Huntingtin (Htt) bildet Aggregate und resultiert in einer Ausschüttung von extrazellulären 

Vesikeln, welche Huntingtin enthalten. Durch eine Überexpression des Proteasomshuttlingfaktors HR23B ist das 

fehlgefaltete Huntingtin gleichmäßig in der Zelle verbreitet. Des Weiteren schütten die Zellen weniger 

extrazelluläre Vesikel aus und eine Reduktion von Huntingtin in den extrazellulären Vesikeln ist detektierbar. 

Anhand der Ergebnisse wird vermutet, dass der Knockout von HR23B zu einer höheren Ausschüttung 

von Huntingtin, möglicherweise einschließlich des nicht-pathologischen Htt23Q, führt, während die 

Überexpression von HR23B in einen reduzierten Huntingtingehalt in den extrazellulären Vesikeln 

resultiert (Abbildung 38). Dabei ist jedoch zu beachten, dass das Tet-on System allgemein einen 

Einfluss auf die Ausschüttung der extrazellulären Vesikel hat. So wurde zum Beispiel im Dot Blot 

weniger Volumen des Überstandes genommen, um eine zu starke Signalintensität auszuschließen und 

auch in den aufgereinigten extrazellulären Vesikeln konnte dies beobachtet werden. Eine vermehrte 

Ausschüttung von α-Synuclein in extrazellulären Vesikeln kann auch bei einer beeinträchtigten 

Autophagie beobachtet werden (Oh et al. 2022; Ejlerskov et al. 2013). Der Zusammenhang zwischen 

der vermehrten Ausschüttung von Huntingtin in extrazellulären Vesikeln durch den Knockout von 

HR23B ist möglicherweise auf die erhöhte Expression des Zytoskelettproteins TUBA4A, einiger 

Zytoskelett-assoziierter Proteine (GSN, ARPC2, SPTBN1, SPTAN1, CAPZA2) sowie des Motorproteins 

MYO1B in HR23BKO Zellen zurückzuführen, welche von Mai-Binh Nguyen in der Massenspektrometrie 

identifiziert wurden. Diese Proteine wurden von Xu et al. ebenfalls in extrazellulären Vesikeln erhöht 

vorgefunden (Xu et al. 2015). Interessanterweise wurden in HR23BKO Zellen nur Proteine erhöht 

vorgefunden, die in den Mikrovesikeln auftraten, jedoch keine Proteine, die in den Exosomen von Xu 

et al. detektiert wurden. 
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Im nächsten Schritt sollte demnach untersucht werden, ob die Huntingtin-enthaltenen extrazellulären 

Vesikel vor allem Mikrovesikel oder Exosomen sind. Dazu wurden diese voneinander mittels 

Ultrazentrifugation getrennt und im Western Blot auf ihren Huntingtingehalt untersucht 

(Abbildung 30). Hierbei ist ersichtlich, dass Huntingtin nur in den Mikrovesikeln der untersuchten 

Zelllinien, jedoch nicht in den Exosomen auftaucht. Dieses Experiment wurde nur einmal durchgeführt, 

sodass das Ergebnis erstmal nur einen ersten Hinweis liefert. Jedoch wurde publiziert, dass CD63 eher 

auf Mikrovesikeln vorhanden ist und CD81 eher auf den Exosomen (Barranco et al. 2019). Bei der 

Optimierung des Dot Blots für die Menge der extrazellulären Vesikel wurde der Nachweis mit beiden 

Antikörpern untersucht (Abbildung S9) und es wurden keine Unterschiede in der CD81-Expression 

zwischen den Exosomen der Huntingtin-exprimierenden Zellen und der Kontrolle festgestellt, was die 

Hypothese, dass Huntingtin über Mikrovesikel und nicht über Exosomen übertragen wird, unterstützt. 

Zur genaueren Untersuchung, ob Huntingtin nur in den Mikrovesikeln vorkommt, würde sich Calnexin 

statt CD63 als Marker eignen, da dieses nur auf den Mikrovesikeln, aber nicht auf den Exosomen, 

vorkommt (Haraszti et al. 2016; Mears et al. 2004). 

Im Verlauf der Experimente fiel erneut auf, dass der Knockout von HR23A einen ähnlichen Effekt wie 

die Überexpression von HR23B aufwies. In Abbildung 21 ist beispielsweise eher eine Reduktion der 

Menge an extrazellulären Vesikeln beobachtbar, das Verhältnis von Huntingtin zu CD63 steigt im 

Überstand nicht wie beim Knockout von HR23B an (Abbildung 23) und in den extrazellulären Vesikeln 

selbst konnte kein Huntingtin nachgewiesen werden (Abbildung 25). Die möglichen Gründe wurden 

bereits unter 4.2.1 genauer beschrieben. Dazu zählt, dass HR23B unter physiologischen Bedingungen 

zehnfach stärker exprimiert ist und dies in den HR23AKO Zellen nochmal verstärkt wird (Abbildung 6), 

da es die Funktionen von HR23A übernehmen kann (Sugasawa et al. 1997; Okuda et al. 2004; Ng et al. 

2003; Chen und Madura 2006). 

4.3.2 Einfluss der extrazellulären Vesikel auf das Immunsystem 

Aus dem Gehirn stammende extrazelluläre Vesikel von Alzheimerpatienten zeigten neben einer 

erhöhten Konzentration von Tau weiterhin eine veränderte Expression der Oberflächenproteinen 

(Huang et al. 2022). Im Folgenden wurden die Oberflächenproteine der extrazellulären Vesikel in 

Abhängigkeit ihrer Huntingtinexpression und dem Gehalt an Proteasomshuttlingfaktoren auf 

Unterschiede analysiert und in den Abbildungen 27 und 28 dargestellt. Dabei konnten keine statistisch 

signifikanten Unterschiede zwischen den Oberflächenproteinen der extrazellulären Vesikel in 

Abhängigkeit der Huntingtinexpression oder der HR23A- bzw. HR23B-Expression detektiert werden, 

jedoch zeigten die extrazellulären Vesikel der HR23AKO und Tre Zellen einen leichten Anstieg der 

Oberflächenproteine bei Htt20Q-Expression. Die Überexpression von HR23B resultierte hingegen in 
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einer geringen Reduktion der Oberflächenproteine in den Htt20Q-enthaltenen extrazellulären 

Vesikeln. 

Für weitere Analysen der Auswirkungen von Huntingtin und HR23B auf die Immunantwort wurden zu 

M1-Makrophagen differenzierte THP-1 Zellen mit extrazellulären Vesikeln behandelt und ihre 

Zytokinausschüttung detektiert. Mikroglia, welche im zentralen Nervensystem eine wichtige Rolle in 

der Immunantwort spielen, fungieren als Makrophagen (Bachiller et al. 2018). M1-Makrophagen sind 

proinflammatorisch, das heißt sie fördern Entzündungen. Dazu schütten sie unter anderem die 

Zytokine IL-8, IL-1β, IL-6, TNF und IL-12p70 aus und lösen somit eine Aktivierung des Immunsystems 

aus. Zur anschließenden Inaktivierung des Immunsystems werden von M2-Makrophagen 

antiinflammatorische Zytokine, wie IL-10 ausgeschüttet (Yao et al. 2019). Die erfolgreiche Detektion 

von IL-8, IL-1β, IL-6 und TNF und die Abwesenheit von IL-10 beweisen somit, dass die Differenzierung 

der THP-1 Zellen zu M1-Makrophagen erfolgreich verlief (Abbildung S11). Weiterhin konnte IL-12p70 

nicht detektiert werden. Długosz et al. beobachteten eine vergleichsweise sehr schwache Expression 

von IL-12p70 in den THP-1 Zellen (Długosz et al. 2019). 

IL-8 lag hingegen über der Detektionsgrenze, sodass zu diesem Zeitpunkt keine Aussage über die 

Veränderung von IL-8 getroffen werden kann. Tarique et al. zeigten ebenfalls, dass IL-8 am stärksten 

exprimiert wird (Tarique et al. 2015). Um Unterschiede zwischen den Huntingtin-enthaltenen 

extrazellulären Vesikeln der verschiedenen Zelllinien zu analysieren, müsste die Messung mit 

verdünnten Proben wiederholt werden. 

Bei den detektierten Zytokinen IL-1β, IL-6 und TNF konnten keine signifikanten Unterschiede 

beobachtet werden (Abbildungen 29, 30 und 31). Tendenziell resultierte die Behandlung mit Htt74Q-

enthaltenen extrazellulären Vesikeln von U2OS und HR23BKO Zellen zu einem Anstieg der Zytokine im 

Vergleich zu der Behandlung mit Htt23Q-enthaltenen extrazellulären Vesikeln, wobei kein Unterschied 

zwischen den Zelllinien festgestellt werden konnte. Dies spricht dafür, dass pathologisches Huntingtin 

eher eine Immunantwort auslöst als physiologisches Huntingtin. Die Erhöhung der Zytokine IL-1β, IL-6 

und TNF konnte auch bei der Untersuchung von Morbus Alzheimer in Patienten bzw. im Mausmodell 

(Halle et al. 2008; Hüll et al. 1996; Ou et al. 2021) und von Morbus Parkinson in Patienten (Leal et al. 

2013; Sterling et al. 2022) beobachtet werden. 

Die Htt74Q-enthaltenen extrazellulären Vesikel von HR23B↑ resultierten ebenfalls in eine höhere 

Zytokinausschüttung, als die Htt23Q-enthaltenen extrazellulären Vesikel. Interessanterweise führten 

die Htt74Q-enthaltenen extrazellulären Vesikel der Kontrollzelllinie Tre jedoch zu einer Reduktion der 

Zytokine im Vergleich zu den Htt23Q-enthaltenen extrazellulären Vesikeln, sodass ein Einfluss von 

HR23B auf die Immunantwort nicht endgültig ausgeschlossen werden kann. 
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Die Ergebnisse der Oberflächenproteine korrelieren mit denen der Zytokine. Die Unterschiede sind 

minimal und nicht signifikant, jedoch sind die gleichen Tendenzen beobachtbar. An dieser Stelle zeigt 

sich nochmal die Notwendigkeit der Verwendung von neuronalen Zellen. Diese zeigen, ob das 

pathologische Huntingtin wirklich keinen bzw. nur einen minimalen Einfluss auf die Immunantwort in 

den Patienten hat oder ob extrazelluläre Vesikel von nicht-neuronalen Zellen, wie die U2OS Zellen, 

eine geringere Immunantwort als die extrazellulären Vesikel von neuronalen Zellen auslösen. 

Demnach wäre die Behandlung mit körpereigenen, nicht-neuronalen extrazellulären Vesikeln ein 

spannender Therapieansatz. Eine ähnliche Anwendung wird auch für die Behandlung von Alzheimer in 

Betracht gezogen (Cone et al. 2021).   

4.4 Bedeutung der Acetylierung für Huntingtin 

4.4.1 Einfluss der Acetylierung auf das Aggregationsverhalten von Huntingtin 

in HR23B-überexprimierenden Zellen 

Im Kontext von fehlgefalteten Proteinen und dem Abbau der Proteine werden posttranslationale 

Modifikationen zunehmend als wichtig erachtet (Olzscha 2019). Ein Teil des Proteinabbaus erfolgt über 

das Ubiquitin-Proteasom-System (Hershko et al. 1981). Mit dem Proteasomshuttlingsfaktor HR23B, 

welches ubiquitinierte Proteine bindet und zum Proteasom weiterleitet, ist die Ubiquitinierung eine 

wichtige posttranslationale Modifikation für den Abbau der Protein über das Proteasom (Elsasser et 

al. 2004; Verma et al. 2004; Chen et al. 2001; Chen und Madura 2002). Das Protein Huntingtin hat drei 

Lysine im N-Terminus (K6, K9, K15), welche in den Huntingtinaggregaten ubiquitiniert auftreten 

können (Juenemann et al. 2015; Steffan et al. 2004). Eine dazu konkurrierende posttranslationale 

Modifikation ist die Acetylierung (Olzscha et al. 2017). Diese kann sowohl an der Nα-Aminogruppe des 

Proteins auftreten (Gottlieb et al. 2021), als auch an der Nε-Aminogruppe der Lysine. Dabei wurde K9 

als mögliche Acetylierungsstelle in der Massenspektrometrie identifiziert (Cong et al. 2011). Chiki et 

al. untersuchten den Einfluss der Acetylierung der einzelnen Lysinreste auf die Konformation von 

Huntingtin, konnten aber keinen statistisch signifikanten Effekt sehen. Sie konnten jedoch eine 

inhibierende Wirkung der Aggregation durch Phosphorylierung detektieren, welche durch die 

Acetylierung von K6 wieder kompensiert wird (Chiki et al. 2017). Der Einfluss der Acetylierung auf die 

Proteinfaltung wurde weiterhin bereits im Kontext anderer neurodegenerativer Erkrankungen 

beobachtet, zum Beispiel mit Tau (Cohen et al. 2011), Aβ (Adhikari et al. 2020) und α-Synuclein 

(Vinueza-Gavilanes et al. 2020).  

Die Htt97Q-exprimierenden Tre Zellen zeigen unter Hyperacetylierung weiterhin die Bildung von 

perinukleären Aggregaten (Abbildung 33). Interessant ist ebenfalls, dass die hyperacetylierten HR23B-
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überexprimierenden Zellen ebenfalls Htt97Q-Aggregate bildeten und nicht, wie in Abbildung 13 

gezeigt, eine gleichmäßige Verteilung. Diese Beobachtung konnte durch die Quantifizierung bestätigt 

werden (Abbildung 34) und spricht dafür, dass die Acetylierung einen Einfluss auf die Fehlfaltung von 

Huntingtin hat, indem sie mit der Ubiquitinierung konkurriert oder die Proteinqualitätskontrolle durch 

die Hyperacetylierung überlastet ist und aus diesem Grund keine ausreichende proteolytische 

Kapazität für die Degradation des pathologischen Huntingtins zur Verfügung steht. Des Weiteren fällt 

auf, dass HR23B mit den Htt97Q-Aggregaten kolokalisiert ist. Diese Kolokalisation wurde bereits von 

Yang et al. in nicht-acetylierten HEK293T Zellen beobachtet (Yang et al. 2018). Daraus ergibt sich die 

Vermutung, dass HR23B weiterhin an den ubiquitinierten, nicht-acetylierten Lysinresten bindet und 

das mutierte Huntingtin zum Proteasom leiten will, jedoch dabei selbst aggregiert. Für eine detaillierte 

Analyse müsste die Acetylierung der Lysine von Huntingtin untersucht werden, da durch die 

Verwendung eines HDAC-Inhibitors das gesamte Proteom acetyliert ist und somit eine Aggregation 

durch andere Faktoren nicht ausgeschlossen werden kann. 

4.4.2 Einfluss der Acetylierung auf das Nukleus-Zytoplasma-Verhältnis von 

HR23B-überexprimierenden Zellen 

Da ein Charakteristikum der HR23B-überexprimierenden Zellen der Anstieg des Nukleus-Zytoplasma-

Verhältnisses ist, sollte untersucht werden, ob dieses Merkmal auch von der Acetylierung beeinflusst 

wird (Abbildung 35). Durch die Hyperacetylierung ist auch eine Acetylierung der Histone denkbar, 

welche die DNS im Bereich des Chromatins auflockern und den Nukleus möglicherweise vergrößern 

(Jasencakova et al. 2000). Hierbei kann jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt 

werden, was bestätigt, dass das Nukleus-Zytoplasma-Verhältnis auch während der Proliferation 

konstant bleibt (Balachandra et al. 2022). 
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5 Ausblick 

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Aggregation von pathologischem Huntingtin gezeigt werden, 

welche bei der Überexpression des Proteasomshuttlingfaktors HR23B nicht mehr auftrat (4.2.1). Damit 

ist HR23B interessant für die Therapie von Chorea Huntington. Neben der Applikation von HR23B-

enthaltenen Medikamenten ist auch die Anregung eines endogenen HR23B-Anstiegs in Betracht zu 

ziehen. Dazu bedarf es jedoch weitere Untersuchungen des genauen Mechanismus, über den die 

Aggregation von Huntingtin durch HR23B verhindert wird.  

Als erstes bietet sich an, eine mögliche Bindung von HR23B an Huntingtin über eine Co-

Immunpräzipitation nachzuweisen. Auch eine Analyse von Huntingtin bei unterschiedlicher HR23B-

Expression in der Kryo-Elektronenmikroskopie könnte mehr Aufschluss über die Interaktion zwischen 

Huntingtin und HR23B geben. Da bekannt ist, das HR23B nicht nur an das Proteasom bindet, sondern 

es auch aktiviert (Collins und Goldberg 2020), wäre eine Messung der Proteasomaktivität ebenfalls von 

Interesse für die Aufklärung des Mechanismus. Des Weiteren könnte die HR23B-Expression in 

einzelnen Hirnregionen untersucht werden. Jensen et al. konnten bereits in Alzheimerpatienten 

zeigen, dass die von der Neurodegeneration geringsten betroffenen Regionen die höchste HR23B-

Expression aufwiesen (Jensen et al. 2018). 

Da HR23A und HR23B ihre Funktionen gegenseitig übernehmen können (Sugasawa et al. 1997; Okuda 

et al. 2004; Ng et al. 2003; Chen und Madura 2006), wären weitere Experimente mit HR23A-

überexprimierenden und den generierten Doppelknockoutzellen ebenfalls interessant, wichtiger ist 

jedoch die Wiederholung der Versuche in neuronalen Zellen, welche ein besseres Modellsystem für 

die neurodegenerative Erkrankung Chorea Huntington darstellen. In diesem Kontext ist es ebenfalls 

möglich die Altersabhängigkeit von Chorea Huntington weiter zu untersuchen, indem seneszierende 

Zellen im Vergleich zu jüngeren Zellen analysiert werden. 

In dem Projekt wurde außerdem eine vermehrte Ausschüttung von extrazellulären Vesikeln durch 

Zellen, welche pathologisches Huntingtin exprimieren, beobachtet. Diese wurde durch die 

Überexpression von HR23B neutralisiert (4.3.1). Neben dem bereits untersuchten Huntingtingehalt 

und der Analyse der Oberflächenproteine ist ein Vergleich der in den Vesikeln enthaltenen Proteine 

mittels Massenspektrometrie für die Ausbreitung der Erkrankung im Gehirn von Interesse. Dabei wäre 

weiterhin interessant zu untersuchen, ob andere Zellen die extrazellulären Vesikel aufnehmen und das 

pathologische Huntingtin anschließend selbst exprimieren. Die extrazellulären Vesikel stellen damit 

einen potentiellen Biomarker dar, der Aufschluss über einen Therapieerfolg geben könnte. 
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Die Behandlung von Makrophagen mit den extrazellulären Vesikeln zeigte eine etwas erhöhte 

Immunantwort durch das pathologische Huntingtin (4.3.2). Hier verdeutlicht sich erneut die 

Notwendigkeit des Vergleichs mit neuronalen Zellen. Dabei würden als Immunzellen Mikroglia infrage 

kommen, welche eine wichtige Rolle im Immunsystem des Gehirns übernehmen (Bachiller et al. 2018). 

Wenn sich der Anstieg der Immunantwort mit neuronalen Zellen bestätigt, könnte eine gezielte 

Inhibition des Immunsystems als Therapieansatz in Betrachtung gezogen werden. Bei einer stärkeren 

Immunantwort in einem neuronalen System wäre auch eine Behandlung mit körpereigenen 

extrazellulären Vesikeln erwägenswert. Diese Therapiemöglichkeit wird derzeit auch für Morbus 

Alzheimer untersucht (Cone et al. 2021). 
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6 Zusammenfassung 

Altersbedingte neurodegenerative Erkrankungen, wie Chorea Huntington, Morbus Alzheimer und 

Morbus Parkinson, sind durch die Bildung von Aggregaten aus fehlgefalteten Proteinen charakterisiert. 

Beispielsweise verursacht das fehlgefaltete Protein Huntingtin Chorea Huntington. Das pathologische 

Huntingtin enthält im Gegensatz zum physiologischen Protein mindestens 36 Glutaminreste. 

Fehlgefaltete Proteine können unter anderem über das Ubiquitin-Proteasom-System abgebaut 

werden. Proteasomshuttlingfaktoren, wie HR23A und HR23B, erkennen dabei ubiquitinierte, 

fehlgefaltete Proteine und leiten sie zu dem Proteasom weiter.  

Die Aggregation des pathologisch verlängerten Huntingtins mit unterschiedlicher Anzahl an 

Glutaminresten konnte im Western Blot, im Filterretardationsassay sowie in der 

Immunfluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden. Anschließend wurde der Einfluss von 

überexprimiertem HR23B auf die Huntingtinaggregate untersucht. Dabei konnte eine Reduktion der 

Anzahl der Huntingtinaggregate beobachtet werden, die möglicherweise auf einen vermehrten 

Transport der fehlgefalteten Proteine zum Proteasom durch den Proteasomshuttlingfaktor HR23B 

zurückzuführen ist. Dieser Effekt wurde durch eine Hyperacetylierung des Proteoms inhibiert. 

Die Ausbreitung der fehlgefalteten Proteine im Gehirn korreliert mit der Progression der 

neurodegenerativen Erkrankungen, wobei bis heute jedoch nicht abschließend geklärt ist, wie diese 

erfolgt. Dabei wird der Transport der pathologischen Proteine über extrazelluläre Vesikel in Betracht 

gezogen. In der vorliegenden Arbeit konnte das pathologische Huntingtin in extrazellulären Vesikeln 

nachgewiesen werden. Dieses war durch den Knockout von HR23B tendenziell erhöht, während die 

Überexpression von HR23B zu einer Reduktion des pathologischen Huntingtins in den extrazellulären 

Vesikeln führte. Weiterhin wurden durch die Expression von pathologischem Huntingtin mehr 

extrazelluläre Vesikel ausgeschüttet, wobei die Überexpression von HR23B in einer vergleichbaren 

Menge wie die physiologische Kontrolle resultierte. 

Da extrazelluläre Vesikel in der Lage sind Immunantworten auszulösen, wurden die 

Oberflächenproteine der extrazellulären Vesikel, sowie die durch die extrazellulären Vesikel induzierte 

Zytokinausschüttung von Immunzellen genauer analysiert. Es zeigte sich ein leichter Anstieg der 

Immunantwort durch das pathologische Huntingtin.  

Zusammenfassend konnte ein positiver Einfluss der HR23B Expression auf die Aggregation und die 

Ausschüttung von pathologischem Huntingtin nachgewiesen werden, welcher zur therapeutischen 

Anwendung weiter analysiert werden muss. 
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7 Abstract 

Age-related neurodegenerative diseases like Huntington’s Disease, Alzheimer‘s Disease and 

Parkinson‘s Disease are characterized by the aggregation of misfolded proteins. For example, the 

pathologically elongated protein huntingtin misfolds and causes Huntington’s Disease. The 

pathological huntingtin contains instead of the physiological huntingtin at least 36 glutamine repeats. 

Misfolded proteins can be degraded by the ubiquitin proteasome system. During this process, 

proteasome shuttling factors like HR23A and HR23B recognize ubiquitinated, misfolded proteins and 

guide them to the proteasome.  

The aggregation of pathologically elongated huntingtin containing different numbers of glutamine 

residues was verified by western blot, filter retardation assay and immune fluorescence microscopy. 

Afterwards, the impact of overexpressed HR23B on huntingtin aggregates was analysed und showed a 

reduced number of aggregates. This may attribute to an increased transport of misfolded huntingtin 

to the proteasome and was reversed by hyperacetylation of the proteome.  

The distribution of the misfolded proteins correlates with the progression of the neurodegenerative 

diseases but has not been fully elucidated to date. However, one hypothesis claims a transport of the 

pathological proteins via extracellular vesicles. In this project, the pathological huntingtin could be 

detected in extracellular vesicles. The knockout of HR23B resulted in an increase of the huntingtin 

content while the overexpression of HR23B lead to a reduction of the pathological huntingtin in 

extracellular vesicles.  

Extracellular vesicles are able to activate an immune response. Therefore, the surface proteins of the 

extracellular vesicles as well as the induced cytokine release of immune cells were analysed. A slight 

increase of the immune response due to pathological huntingtin could be detected.  

In conclusion, HR23B expression has a positive effect on the aggregation and distribution of 

pathological huntingtin, which has to be investigated further for therapeutic application.  
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Anhang 

 

Abbildung S1: Sequenzen der verwendeten Plasmide 

Die in der Arbeit verwendeten Plasmide wurden sequenziert und in ihre Aminosäuresequenz translatiert. In blau 

ist dabei das HA-Fusionsprotein, in grün das GFP-Fusionsprotein dargestellt. Die Lysin-enthaltene N17-Domäne 

ist grau hinterlegt, während die prolinreiche Domäne in gelb markiert ist. Die Polyglutamindomäne ist mit rot 

hervorgehoben. Htt97Q-GFP konnte nicht komplett sequenziert werden, wurde jedoch über das BLAST: Basic 

Local Alignment Search Tool (nih.gov) erfolgreich auf seine Richtigkeit überprüft. 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi


Anhang 

 
130 

 

 

Abbildung S2: Etablierung der Expression von Exon 1 von Huntingtin im Western Blot 

U2OS Zellen wurden mit den Plasmiden pcDNA3, Htt20Q und Htt97Q für 48 oder 72 h und unter Serumentzug 

oder mit Serum transfiziert (A). Dabei wurde das Transfektionsreagenz GeneJuice verwendet. Die Detektion des 

HA-Fusionsproteins erfolgte mit Hilfe von anti-HA (Cell Signaling Technologies® #2367). Da eine 48-stündige 

Inkubation mit Serum die beste Expression von Htt20Q und Htt97Q zeigte, wurde unter diesen Bedingungen die 

Verwendung von Polyethylenimin im Vergleich zu GeneJuice sowie anti-HA (Merck #H6908) im Vergleich zu anti-

HA (Cell Signaling Technologies® #2367) getestet (B). Der Erfolg der Transfektion war vergleichbar zwischen den 

Transfektionsreagenzien. Die Detektion war im Western Blot mit anti-HA (Cell Signaling Technologies® #2367) 

spezifischer.  
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Abbildung S3: Etablierung der Expression von Exon 1 von Huntingtin in der Immunfluoreszenzmikroskopie bei 

einer Inkubationszeit von 48 h 

U2OS Zellen wurden mit den Plasmiden pcDNA3, Htt20Q und Htt97Q für 48 h unter Serumentzug oder mit Serum 

transfiziert. Dafür wurde das Transfektionsreagenz GeneJuice® verwendet. Die Detektion des HA-

Fusionsproteins erfolgte mit Hilfe von anti-HA (Cell Signaling Technologies® #2367). Dabei zeigte die Transfektion 

mit Serum die für das pathologisch verlängerte Huntingtin typischen Aggregate. 
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Abbildung S4: Etablierung der Expression von Exon 1 von Huntingtin in der Immunfluoreszenzmikroskopie bei 

einer Inkubationszeit von 72 h 

U2OS Zellen wurden mit den Plasmiden pcDNA3, Htt20Q und Htt97Q für 72 h unter Serumentzug oder mit Serum 

transfiziert. Dafür wurde das Transfektionsreagenz GeneJuice® verwendet. Die Detektion des HA-

Fusionsproteins erfolgte mit Hilfe von anti-HA (Cell Signaling Technologies® #2367). Dabei zeigte die Transfektion 

mit Serum eine ausgeprägtere Fluoreszenz. Im Vergleich zu der Inkubationszeit von 48 h (Abbildung S3) ist eine 

etwas höhere Toxizität beobachtbar. 
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Abbildung S5: Etablierung der Expression von Exon 1 von Huntingtin in der Immunfluoreszenzmikroskopie mit 

unterschiedlichen Transfektionsreagenzien 

U2OS Zellen wurden mit den Plasmiden pcDNA3, Htt20Q und Htt97Q für 48 h mit Serum transfiziert. Dafür 

wurden die Transfektionsreagenzien GeneJuice® und Polyethylenimin verwendet. Die Detektion des HA-

Fusionsproteins erfolgte mit Hilfe von anti-HA (Cell Signaling Technologies® #2367). Dabei zeigte die Transfektion 

mit GeneJuice® die für das pathologisch verlängerte Huntingtin typischen Aggregate. 
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Abbildung S6: Kontrollen für die Zellzyklusmessung 

Die Zellen wurden ungefärbt, nur mit Propidiumiodid gefärbt, nur mit Dylight gefärbt und mit Propidiumiodid 

und IgG-Kontrolle in der Durchflusszytometrie gemessen. Dabei konnte eine durch Dylight unspezifische 

Detektion im FL-2-Kanal ausgeschlossen werden (n≥3). 

 

Abbildung S7: Kontrollen für die HR23B-Detektion in den einzelnen Zellzyklusphasen 

Die Zellen wurden ungefärbt, nur mit Propidiumiodid gefärbt, nur mit Dylight gefärbt und mit Propidiumiodid 

und IgG-Kontrolle in der Durchflusszytometrie gemessen. Dabei konnte eine durch Propidiumiodid oder durch 

den Sekundärantikörper unspezifische Detektion im FL-4-Kanal ausgeschlossen werden. Der Knockout von 

HR23B zeigte wie zu erwarten eine Reduktion des HR23B-Signals (n≥3). 
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Abbildung S8: Etablierung der Synchronisation von U2OS und HR23BKO Zellen 

U2OS und HR23BKO Zellen wurden Hydroxyurea (A) oder Thymidin/Nocodazol (B) behandelt und anschließend 

für unterschiedliche Zeiten in normalem Medium kultiviert. Die Zellen wurden anschließend mit Propidiumiodid 

gefärbt und in der Durchflusszytometrie (FL-2-Kanal) gemessen. Dabei befanden sich die meisten Zellen 3 h nach 

der Hydroxyureabehandlung in der G1-Phase und 9 h nach der Hydroxyureabehandlung in der S-Phase (A). Die 

Behandlung mit Thymidin/Nocodazol war toxisch, jedoch konnten die meisten U2OS Zellen 1 bis 2 h nach der 

Behandlung in der G2-Phase detektiert werden, die meisten HR23BKO Zellen befanden sich 1 h nach der 

Behandlung in der G2-Phase, sodass sich im weiteren Verlauf für eine einstündige Inkubation der Zellen in 

normalem Medium entschieden wurde. 
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Abbildung S9: Nachweis der extrazellulären Vesikel im Überstand mittels Dot Blot 

Die Zellen wurden mit den Konstrukten pcDNA3, Htt20Q und Htt97Q transfiziert. Unterschiedliche Volumina 

ihrer Überstände wurden mittels Dot Blot auf eine Nitrozellulosemembran aufgetragen und mit Hilfe der 

Antikörper anti-CD63 bzw. anti-CD81 detektiert.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung S10: Vergleich der Aufreinigungsmethoden von 

extrazellulären Vesikel  

Die extrazellulären Vesikel wurden über verschiedene Methoden 

aufgereinigt und mittels anti-CD63 auf einer PVDF-Membran im 

Western Blot detektiert.  
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Abbildung S11: Überblick über die durch extrazelluläre Vesikel ausgeschüttete Zytokine von differenzierten 

THP-1 Zellen 

U2OS, HR23BKO, Tre und HR23B↑ Zellen wurden mit peGFP, Htt23Q und Htt74Q transfiziert und ihre 

extrazellulären Vesikel wurden aus dem Überstand isoliert. Diese wurde auf zu M1-Makrophagen differenzierte 

THP-1 Zellen gegeben und ihre ausgeschütteten Zytokine mit Hilfe des CBA Human Inflammatory Cytokine Kit 

bestimmt. 

 

Abbildung S12: Aufreinigung der Huntingtinaggregate mittels Ultrazentrifugation 

U2OS Zellen wurden mit pcDNA3, Htt20Q und Htt97Q transfiziert und lysiert. Die Huntingtinaggregate sollten 

mittels Ultrazentrifugation aufgereinigt werden. Für den Nachweis wurden die Huntingtinaggregate im Western 

Blot mittels anti-HA analysiert, es konnten jedoch weder auf der Nitrozellulosemembran, noch auf der PVDF-

Membran, Aggregate detektiert werden.  
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Abbildung S13: Sequenzierung der HR23A/B Doppelknockoutzellen 

Die von Diana Panfilova erstellte Doppelknockoutzelllinie HR23A/BKO wurde auf genomischer Ebene auf ihre 

Mutationen untersucht. Dabei konnte bei den getesteten Klonen 26, 36 und 39 kein Unterschied in Typ C 

festgestellt werden. 
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