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1 Einleitung 

1.1 Flotilline 

1.1.1 Geschichte der Flotilline 
 
Die cDNA von Flotillin-2/ESA wurde 1994 von der Gruppe um Madeleine Duvic entdeckt 

und als “epidermal surface antigen (ESA)“ bezeichnet [1].  

Die hochkonservierten Flotillin-Proteine wurden 1997 gleichzeitig von verschiedenen 

Arbeitsgruppen beschrieben. Zum einen wurden sie bei Läsionen an Ganglienzellen des 

optischen Nervs bei Goldfischen entdeckt und aufgrund ihrer vermuteten Funktion bei 

Regenerationsprozessen als `Reggies` bezeichnet [2]. 

Zum anderen wurden sie von Bickel als `Flotilline` bezeichnet, da sie in der frei 

flottierenden Lipid Raft Fraktion als unlösliche Strukturen nachweisbar waren [3].  

In der Nomenklatur hat sich der Name der Flotilline durchgesetzt, wobei Flotillin-1 dem 

Reggie-2 und Flotillin-2 dem Reggie-1 entspricht. Flotilline sind in ihrer Proteinsequenz 

miteinander 47% identisch und 70% homolog. 

Zwischen Vertebraten und Invertebraten sind sie zu 64% identisch. Unter Vertebraten 

konnte sogar eine 90% Homologie nachgewiesen werden [4]. 
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1.1.2 Struktur der Flotilline 

 
Abb. 1.: Schematische Darstellung der Flotilline 
Die humanen Flotilline bestehen aus 428 Aminosäuren. Am N-Terminus befindet sich eine SPFH/PHB 
Domäne (grau). Flotillin-1 besitzt zwei, Flotillin-2 nur eine hydrophobe Region (lila). Am C-Terminus befinden 
sich EA-Repeats und Sequenzen die Coiled Coils ausbilden können. Die Zahlen markieren die äußeren 
Aminosäuren der Domänen. Flotillin-1 ist an der Aminosäure Cystein34 palmityliert, Flotillin-2 an Glycin2 
myristyliert und an Cysteinen 4, 19, 20 palmityliert. Die Tyrosine sind durch blaue Sterne gekennzeichnet, 
wobei diejenigen mit beschriebener Funktion in rot hervorgehoben sind. (Darstellung verändert nach Babuke 
und Tikkanen 2007) 
 
Die Abb. 1 zeigt schematisch die Domänenstruktur der 428 Aminosäuren großen Flotilline. 

Charakteristisch für Flotilline ist, dass sie zur SPFH (Stomatin/Prohibitin/Flotillin/HflK/C) 

Superfamilie gehören. Am N-Terminus befindet sich eine SPFH/PHB (Prohibitin 

Homologie) Domäne mit bisher noch unbekannter Funktion [5]. Es wird vermutet, dass die 

SPFH/PHB-Domäne einen Einfluß auf die Raft-Assoziation und Interaktion der Proteine 

hat [4, 6]. Flotilline sind durch Fettsäuremodifikationen und Oligomerisierung direkt an die 

Innenseite der Plasmamembran gebunden [7-9]. Glutamin und Alanin–Wiederholungen 

(sogenannte EA-Repeats) befinden sich am C-Terminus. Man nimmt an, dass die Homo- 

bzw.-Heterooligomerisierung am C-Terminus eine Organisation von Rafts, 

Membraneinstülpung und Vesikelknospung ermöglicht [10, 11]. Flotilline durchspannen die 

Plasmamembran nicht. Dennoch können sie mit anderen Proteinen auf der 

gegebenüberliegenden Seite der Plasmamembran assoziieren und interagieren [12]. Für 

Flotillin-2 konnte gezeigt werden, dass es mit dem hydrophoben N-Terminus an die 

Plasmamembran binden kann und über irreversible Myristylierung an Glycin 2 und via 

reversible Palmitylierungen an Cystein 4, 19 und 20 gebunden ist [7]. Flotillin-1 hat eine 
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reversible Palmitylierungen an den Cysteinresten 5, 17 und 34 und zwei hydrophobe 

Domänen [5]. 

1.1.3 Vorkommen & Verbreitung der Flotilline 
 
Flotilline werden ubiquitär exprimiert, wobei sie jedoch in unterschiedlicher Weise und 

Häufigkeit in verschiedenen Geweben vorkommen. Flotillin-2 konnte vermehrt in Geweben 

von Leber, Milz, Herz und Gehirn, und Flotillin-1 in Muskelzellen und Lungenparenchym 

nachgewiesen werden [13-15]. In Axonen, neuronalen Wachstumskegeln, Bereichen von 

Neuronen und Lymphozyten werden Flotilline ebenfalls vermehrt exprimiert [2, 16, 17]. Erst 

vor Kurzem konnten Flotiiline auch in Prokaryoten nachgewiesen werden [18]. 

Ähnlich anderer Raft-assoziierter Proteine können Flotilline mit Lipidstrukturen, 

sogenannten `lipid bodies` interagieren [19]. Die Proteinsynthese der Flotilline erfolgt an 

freien Ribosomen. Der Transport zur Plasmamembran muss also kotranslational oder 

posttranslational erfolgen [5, 20, 21]. Flotilline assoziieren an der Plasmamembran in lateral 

beweglichen Membranzusammenschlüssen und bilden Homo- bzw. Heterooligomere [10, 

11]. Eine Internalisierung der Flotilline in das Zellinnere erfolgt hauptsächlich via Clathrin- 

oder Caveolin-unabhängiger Endozytose [5, 8, 10, 17, 22]. Für Flotillin-1 konnte 

nachgewiesen werden, dass es Zellzyklus-abhängig in den Zellkern transloziert. Flotillin-1 

befindet sich aber auch in späten Endosomen, Vesikeln und Lysosomen und kann 

zwischen der Plasmamembran und intrazellulären Organellen reversibel eingebaut werden 

[23, 24]. 

1.1.4 Funktionen der Flotilline 

1.1.4.1 Signaltransduktion 
 
Flotilline sind an verschiedenen Signalwegen sowie an Endo- und Phagozytosewegen 

beteiligt. Auf diese Weise können sie beispielsweise die Weiterleitung von Signalen via 

Membranrezeptoren fördern, die Raft-getriggerte Endozytose und Phagozytose sowie das 

Zytoskelett und das neuronale Wachstum beeinflussen [2, 8, 16, 22, 25-28]. Bei der IgE-

vermittelten Aktivierung von Mastzellen und der Aktivierung der Kinase Fyn spielt Flotillin-1 

eine wichtige Rolle [29]. Flotilline können so beispielsweise an Glycosyl-

Phosphatidylinositol-Proteine (sogenannte GPI-Anker) der Plasmamembran [16] , an das 

zelluläre Prionprotein PrPC [30], an Thy-1, F3/Contactin [17]  und SRC-Kinasen [21] binden 

oder die Aktivierung der p38 abhängigen MAP-Kinasen beeinflussen [31]. Amaddii konnten 

experimentell zeigen, dass ein Flotillin-1 Knockdown zur verminderten EGF-induzierten 

Phosphorylierung und Clustering des EGFR und zur ineffizienten Aktivierung von 

downstream gelegenen Signalwegen (MAPK, Akt) führt. 
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Anhand dieser Erkenntnisse geht man davon aus, dass Flotillin-1 eine wichtige Rolle als 

Trägerprotein / Scaffolding Protein in der frühen Phase der Rezeptoraktivierung sowie der 

späten Phase der Aktivierung der MAPK-Signalkaskaden spielt. Darüber hinaus ist es gut 

vorstellbar, dass auch weitere Rezeptortyrosinkinasen einer Steuerung durch Flotillin-1 

unterliegen [32]. 

Der Insulinrezeptor ist ein solches Beispiel. Insulin ist ein körpereigenes Peptidhormon, 

das bei hohen Blutzuckerspiegeln die Aufnahme von Glukose in Fett- und Muskelzellen 

erleichtert. Die Signalkaskade endet schließlich mit dem insulinabhängigen Einbau von 

GLUT4 in die Plasmamembran und der Aufnahme von Glukose in die Zelle [33]. Es ist 

bekannt, dass Flotillin-1 eine Rolle bei der Insulin- abhängigen Glukoseaufnahme 

aufgrund seiner Interaktion mit dem Protein CAP zugeschrieben wird [34]. CAP steht für ‚c-

Cbl-associated protein‘, ist aufgebaut aus drei SH3-Domänen am C-Terminus und ähnelt 

in seinem Aufbau der Struktur von Sorbin. Hingegen gibt es auch Studien, die eine 

Flotillin-unabhängige Funktion von CAP bei der Insulin-Signaltransduktion beschreiben 

[35]. Tomasovic konnte zeigen, dass Flotillin-1 und CAP hochsensible Regulatoren in der 

Insulinsignalkaskade, aber auch in verschiedenen weiteren Signalkaskaden sind [36]. 

1.1.4.2 Regeneration von Axonen und neuronale Differenzierung 
 
Eine erhöhte Expression von Flotillinen wurde ursprünglich während der Regeneration von 

retinalen Ganglienzellen des Sehnervs in Goldfischen beobachtet [2]. In weiteren 

Untersuchungen zeigte die Gruppe um Munderloh, dass eine Herunterregulierung der 

Flotilline eine bis zu 70% Reduktion der Aktivität der Regeneration in Zebrafischen auslöst, 

und Flotilline somit eine essentielle Funktion während der Regeneration von Axonen 

besitzen [16, 37]. Während der frühen Embryogenese und Segmentation bei Zebrafischen 

und Fruchtfliegen spielen Flotilline eine wichtige Rolle und zeigen eine erhöhte Expression 

im ZNS [38-40]. Durch Überexpression der Flotilline in unterschiedlichen Tiermodellen, 

kommt es zur Veränderung im Phänotyp [41, 42]. Darüber hinaus zeigt die Interaktion von 

Flotillin-1 mit Molekülen des ZNS wie beispielsweise Neuroglobin, dass ein 

neuroprotektiver Mechanismus beeinflusst werden kann [43]. Zusammenfassend haben 

verschiedene Untersuchungen gezeigt, dass Flotilline eine große Rolle bei der 

Differenzierung und Regulation der Regeneration in Fischen und in der Fruchtfliege 

einnehmen.  

 

 

 



 7 

1.1.4.3 Endozytose 
 
Flotilline werden nach Wachstumsfaktorstimulation endozytiert. Die Endozytose von 

Flotillin-2 ist hierbei abhängig von Tyrosin 163 und die von Flotillin-1 von Tyrosin 160 [5, 

44]. 

Ait-Slimane hat herausgefunden, dass eine verringerte Expression von Flotillin-2 die 

Endozytose von GPI-verankerten Proteinen in Leberzellen inhibiert. Das lässt darauf 

schließen, dass die Endozytose von GPI-verankerten Proteinen auf eine Clathrin und 

Flotillin-abhängige Signalkaskade angewiesen ist [45]. Darüber hinaus hat sich gezeigt, 

dass Flotillin-1-haltige Mikrodomänen wichtig für die Endozytose des Proteinkinase-C-

getriggerten Dopamintransporter/DAT sind und dass sie an deren Assoziierung mit der 

Plasmamembran beteiligt sind [46, 47]. Beim Niemann-Pick Syndrom assoziieren Flotilline 

mit dem Rezeptor NPC1L1, der für eine erhöhte Cholesterinaufnahme in die Leberzellen 

sorgt [48]. Ein Knockdown der Flotilline vermindert die Aufnahme von Cholesterin und die 

Endozytose von NPC1L1 deutlich. 

1.1.4.4 Funktion während der Zellproliferation 
 
Flotilline können auch in den Zellkern translozieren und in die Regulation der 

Zellproliferation eingreifen. Dabei interagiert Flotillin-1 mit dem mitogenen Protein PTOV1 

während der S-Phase des Zellzyklus [24]. Das Fehlen von Flotillin-1 oder PTOV1 kann die 

Zellproliferation hemmen, während man nach einer Überexpression eine erhöhte 

Proliferation beobachtet [24]. Des Weiteren scheint Flotillin-1 entscheidend für die 

mitogenen Regulatoren Aurora A und Aurora B zu sein, mit denen es über seine SPFH-

Domäne interagiert und in den Zellkern transloziert [49].  

1.1.4.5 Flotilline in Lymphozyten 
 
Der Einfluß der Flotilline auf die Reorganisation des Zytoskeletts findet sich auch in 

Lymphozyten wieder. Bei der Chemotaxis, Adhäsion, Mobilisierung von Calcium oder der 

Rac-Aktivierung hat sich gezeigt, dass Flotillin-1 ein wichtiger Interaktionspartner ist [50]. In 

T-Lymphozyten sind Flotilline an einem der Zellpole als sogenannte vorassemblierte 

Plattform, einer Makrodomäne, assoziiert. Auf diese Weise kann es zur Aktivierung und 

Interaktion mit verschiedensten Molekülen kommen [17, 51]. Bei Aktivierung werden 

Signalmoleküle wie beispielsweise Thy-1, TCR/CD3, Fyn, PSGL-1, ERM, Ick und LAT an 

die zuvor gebildete Reggie/Flotillin-Makrodomäne rekrutiert, welches zusätzlich durch 

Chemokine verstärkt werden kann [51-53]. Des Weiteren assoziieren Vimentin und IKKβ 

nach Aktivierung der Zelle mit Flotillinkomplexen [54, 55]. Eine trans-negative Flotillin-2 

Mutante, welche in die Assemblierung der Reggie/Flotillin-Makrodomäne eingreift, konnte 
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in weiteren Untersuchungen die Raft Polarisation und die Bildung von Makrodomänen in 

zuvor aktivierten T-Lymphozyten blockieren [52].  

1.1.4.6  Flotilline in der Onkologie 
 
Im Hinblick auf Tumorgenese und Metastasierung könnten Flotilline in Zukunft von 

besonderem medizinischem Interesse sein. Die indirekte/direkte Aktivierung des MAPK 

Signalweges und die damit verbundene Aktivierung verschiedener 

Wachstumsfaktorrezeptoren spielt in der Karzinogenese eine wesentliche Rolle. 

Momentan geht man davon aus, dass die Ursache für die Entwicklung einer großen 

Anzahl unterschiedlichster Tumoren an der Deregulierung verschiedenartiger Kinasen wie 

beispielsweise Raf, MEK und ERK liegt [56]. Bei einer Überexpression der Ras GTP-ase 

kommt es initial zur veränderten Aktivierung von ERK [57]. Eine Überexpression der Raf 

Kinase, bei Abwesenheit von Flotillin-2, hat eine Überexpression von ERK zur Folge [58]. 

In vivo und in vitro konnte mittels Knockdown von Flotillin-1 die Proliferation und 

Differenzierung von Brustkrebszellen inhibiert werden [59]. Kurrle konnte zeigen, dass es 

in MCF-7 Brustkrebzellen beim Knockdown von Flotillin-1 zur Hochregulierung und 

Überexpression von EGFR und einer gesteigerten Aktivierung der MAPK Signalwege kam, 

wobei eine direkte Inhibierung des EGFR zu einer verringerten Aktivierung auch der 

MAPK Signalwege führte [60]. Dabei ist die Ursache noch unklar und könnte 

möglicherweise daran liegen, dass beim Knockdown der Flotilline, Homooligomere 

ausgebildet werden, welche dann zum beschriebenen Effekt führen. Eine 

Tumorprogression konnte auch unter Hochregulierung von Flotillin-1 in Brustkrebszellen 

und bei Endometriumtumoren beobachtet werden [61, 62].  

Die Stärke der Flotillin-Überexpression hat in weiteren Studien gezeigt, dass sie direkt mit 

dem klinisch pathologischem Stadium der pTNM Klassifikation korreliert [63]. Darüber 

hinaus wurde in Melanomzellen eine Überexpression von Flotillinen und eine 

Malignisierung beobachtet [27]. Perou machte schon früh darauf aufmerksam, dass 

Flotillin-2 bei Überexpression von ErbB in weiblichen Brustkrebszellen hochreguliert ist 

[64]. Darüber hinaus wurden Mutationen upstream vom EGFR in verschiedenen Tumoren 

nachgewiesen, die für eine Deregulierung verantwortlich gemacht werden [65]. Durch 

Regulierung der Flotillin-2 Transkriptionsaktivität, wird auch die Signalkaskade des 

proinflammatorischen Zytokins IL-6 reguliert, welches mit vielen Erkrankungen assoziiert 

ist [66]. Das Flotillin-2 Protein und deren mRNA sind sowohl in verschiedenen, tumorösen 

Geweben als auch in metastatischen Gewebetypen stark erhöht [67-69]. Des Weiteren 

interagiert Flotillin-2 mit dem Thrombinrezeptor PAR-1 [27, 43]. PAR-1, ein 

transmembranöser G-Protein gekoppelter Rezeptor ist dabei essentiell für die 

Tumorprogression in Melanomzellen. Berger zeigte anhand eines Flotillin-2 Knockout bei 
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Mäusen, dass die Ausbildung von Lungenmetastasen von Brustzelltumoren deutlich 

geringer in Mäusen ohne Flotillinexpression war, während im Vergleich dazu keine 

wesentlichen Veränderungen bei primären Brustzelltumoren beobachtet werden konnte 

[70]. Die Unterdrückung der Flotillin-2 Expression durch verschiedene siRNAs resultierte in 

deutlich geringeren Mengen an PAR-1 mRNA. Ein siRNA Knockdown von Flotillin-2 in 

Hela-Zellen sowie ein Knockout im Mausmodell verstärkte die Phosphorylierung von ERK, 

MEK und CRAF. Auf diese Weise führt ein Flotillin-2 Knockdown/Knockout eher einer 

Verstärkung, während ein Flotillin-1 Knockdown zu einer Inhibition der ERK Signalkaskade 

führt. 

Schlussfolgernd geht man davon aus, dass Flotillin-2 und dessen Interaktionspartner 

sowie die Inhibition von Flotillin-1 einen Einfluss auf die Progression von Tumoren haben 

könnten, eine exogene medikamentöse Intervention jedoch mit Risiken der kompletten 

Deregulation und Wachstumsantwort der Zellen einhergehen könnte [69]. 

1.1.4.7 Flotilline in neurodegenerativen Erkrankungen 
 
Hinsichtlich der Rolle von Flotillinen in neurodegenerativen Erkrankungen gibt es eine 

große Anzahl an Studien zu Prionenerkrankungen (BSE, Scrapie, CJD), Morbus 

Parkinson, cerebraler Amyloidose und der Alzheimer Demenz (AD), in denen versucht 

wird die jeweils vorhandenen Pathomechanismen zu erörtern. Prionenerkrankungen 

haben ihre Ursache in einer fehlerhaften Faltung des Proteins PrPc [71, 72]. Bei 

Prionenerkrankungen wie JC, BSE, Skrapie beeinflussen Flotillin-Raft-Komplexe die 

Umwandlung des gesunden PrPc-Protein in das krankmachende PrPSc-Protein [73-75]. 

Flotillin/PrPc-Komplexe wurden auch in lipidreichen Vesikeln vom Jurkat T-Zelltyp 

gefunden [19]. Die Expression von Flotillin-1 war bei Untersuchungen in der Substantia 

nigra bei Patienten mit Morbus Parkinson und AD erhöht [76]. Des Weiteren konnte in 

Flotillin-1 positiven endozytotischen Vesikeln eine vermehrte Anreicherung des β -

Amyloids, eines pathologischen Markerproteins der AD nachgewiesen werden [77]. Im 

Zusammenhang mit AD konnte eine erhebliche Ansammlung von Flotillin-1 in Lysosomen 

von Neuronen nachgewiesen werden, in denen die Neurofibrillen gänzlich zerstört waren 

[78]. Diese Ergebnisse sind deshalb so faszinierend, da es beim Morbus Alzheimer unter 

anderem durch Aggregation von Komponenten der extrazellulären Fragmente zur 

Entstehung von pathologischen Plaques kommt.  

Fernerhin wurde in Neuroblastomen und Hippokampuszellen die Endozytose des Amyloid-

Vorläufer-Proteins(APP) durch siRNA-Knockdown von Flotillin-2 verhindert [79]. APP, ein 

in Neuronen exprimiertes Transmembranprotein, geht nicht allein Bindungen mit Flotillin-2 

ein. Flotillin-1 kann direkt an die intrazelluläre Domäne des APP binden [80]. Mit Hilfe 

proteolytischer Prozessierung durch β- und γ- Sekretasen, kommt es zur Freisetzung β-
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Amyloids(Aβ) in den Extrazellularraum und ins Zytosol. John konnten nachweisen, dass 

beide Flotilline in unterschiedlicher Weise an die Protease BACE1 (β-site amyloid 

precursor protein cleaving enzyme 1) binden und die Produktion des β-Amyloids 

beeinflussen können [81]. Anhand eines Knockout-Mausmodells untersuchte Bitsikas die 

Gehirne von 12 Wochen alten Mäusen auf cerebrale Amyloidose und fand heraus, dass 

bei Flotillin-1/-2 Knockout jeweils geringe Mengen an Aβ vorhanden waren, welches für 

eine essentielle Rolle der Flotilline-1/-2 bei dem Transport und der Prozessierung von APP 

spricht [82]. Schlussendlich zeigen alle diese Ergebnisse, dass die Fotilline eine 

wesentliche Bedeutung in der Progression neurodegenerativer Erkrankungen haben.  

1.1.4.8 Assoziation mit weiteren Proteinen 
 
Auf der Ebene der Reorganisation des Zytoskeletts wurde der Einfluss von Flotillinen 

schon mehrfach diskutiert [7, 17, 26]. Flotilline haben die Eigenschaft, mit dem Aktin-

Zytoskelett zu interagieren [30, 52]. Die Überexpression von Flotillin-2 triggert die 

Ausbildung von filopodienartigen Fortsätzen [7, 26]. Ein weiterer möglicher Mechanismus 

von Flotillin-1 mit dem Zytoskelett, ist die Interaktion mit Proteinen der Vinexin-Gruppe [83]. 

Die Interaktion von Flotillin-1 und CAP, Vinexin-α oder ArgBP2, welche alle zur SOHO 

Familie gehören, bestätigen die Annahme, dass Flotillin-1 eine große Bedeutung in der 

Organisation des Aktinzytoskeletts einnimmt. Flotillin-2 kann mit F-Aktin und Kinesin KIF9 

über seine SPFH Domäne interagieren [9]. Ein Knockdown von Flotillin-2 führte zur 

Verminderung der Degradation durch Podosomen [84]. Die Flotillin-Mikrodomänen können 

mit verschiedenen Proteinen des Zytoskeletts wie beispielsweise Myosin2a und Spectrin 

wechselwirken. Das lässt vermuten, dass Flotilline wichtig für die neutrophile Migration, 

Formation und die Regulation von Myosin2a sind [85]. 

In denselbem Maße konnte gezeigt werden, dass Flotilline mit dem ABC-Transporter 

ABCA1 interagieren, welcher für den transmembranösen Transport von Cholesterin 

wichtig ist [86]. In einer jüngst veröffentlichten Studie von Kurrle konnte nachgewiesen 

werden, dass Flotilline nicht allein in Zell-Zell-Adhäsionskontakten in unterschiedlichen 

Epithelzellen lokalisieren, sondern darüber hinaus eine wichtige Funktion bei der Adhäsion 

von Desmosomen über eine direkte Interaktion mit γ-Catenin spielen. γ-Catenin ist bisher 

eines der wenigen Proteine, welches in beiden Strukturen, Desmosomen und 

Adhäsionsverbindungen, nachgewiesen werden konnte [87]. Es ist davon auszugehen, 

dass in Zukunft weitere Interaktionspartner hinzukommen könnten. 
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1.1.5  Regulation der Flotilline  

1.1.5.1 Regulation der Flotilline auf transkriptioneller Ebene 
 
Der Genlocus für das Flotillin-2-Gen befindet sich beim Menschen auf Chromosom 17q11-

12 und setzt sich aus 11 Exons zusammen. Das Gen für Flotillin-1 liegt auf dem 

Chromosom 6p21.3 und beinhaltet 13 Exons [14, 88]. Obwohl Flotilline nachweislich mit 

einer Überexpression bei der Tumorprogression assoziiert sind, sind bisher nur 

Einzelheiten über die transkriptionelle Regulation bekannt. Es konnte gezeigt werden, 

dass Flotilline ein direktes Ziel der p53 Familie und somit der Tumorsupressorgene p73 

und p63 sind [89]. Lopez-Casas hat nachweisen können, dass es unter erhöhter Zelldichte 

bei 3T3-Fibroblasten zur Hochregulierung von Flotillin-1 mRNA kommt, während die 

Expression von Flotillin-2 konstant bleibt [28]. Des Weiteren wurden proximal des 

Transkriptionstartpunktes potentielle Transkriptionsbindesstellen für Sp1, AmL-1a, 

MZF1,c-Ets1 und Lyf-1 ausgemacht, die jedoch nicht weiter untersucht wurden [28]. 

Für beide Flotilline konnte mittels Microarray-Experimenten eine erhöhte Expression nach 

Stimulation mit G-CSF (Granulocyte-colony-stimulating-factor) festgestellt werden [90]. 

Ebenfalls konnte vor kurzem in der Fruchtfliege eine transkriptionelle Regulierung von 

Flotillin-2 bei embryonaler Wundreaktion gezeigt werden [91]. Hierbei sind die 

Transkriptionsfaktoren Grh, AP-1 und die ETS–Familie maßgeblich beteiligt.  

1.1.5.2 Regulation der Flotilline auf Proteinebene 
 
Untersuchungen zu Flotillinen haben gezeigt, dass eine deutliche Abhängigkeit zwischen 

den beiden Proteinen besteht [92]. Die Stabilität beider Flotillin-Proteine hängt von der 

Anwesenheit des jeweils anderen ab. Wird die Expression von Flotillin-2 in Zellen mittels 

RNAi oder in Drosophila durch Gen-Inaktivierung oder Knockout unterbunden, ist für 

Flotillin-1 ebenfalls ein vermindertes Proteinniveau detektierbar. Weiter konnte beobachtet 

werden, dass Flotillin-2 in C2C12-Myoblasten während der Differenzierung in vitro 

hochreguliert wird [15]. Eine Behandlung mittels IL-11 in humanen Epithelzellen des 

Endometriums führte zur Hochregulierung von Flotillin-1 [93]. Bei „stroke prone 

spontaneously hypertensive“ (SHRSP) Ratten, die ein Modell der humanen Insulin-

Resistenz und somit auch des Typ 2 Diabetes mellitus darstellen, wurde eine erhöhte 

Flotillin-Expression nachgewiesen [94]. Monje konnten zeigen, dass das Trainieren von 

Mäusen mit dem Morris-Wasserlabyrinth mit einer erhöhten hippocampalen Expression 

der Flotilline einherging, sodass davon auszugehen ist, dass Flotillinen evolutionär eine 

wichtige Rolle beim Lernen zukommt [95]. Darüber hinaus erkannte Wu, dass die 

Proteinexpression von Flotillin-2 eine wichtige Rolle bei der Spermiogenese von Mäusen 

zukommt, welches den evolutionär wichtigen Charakter bestätigt [96]. 
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1.2 EGF Rezeptor 

1.2.1  Signaltransduktion und deren Einfluß auf die Genexpression 

 
Abb. 2 EGFR, Flotilline und Transkriptionsfaktoren 
Verschiedene Wachstumsfaktoren (ligand) können über den EGFR (RTK) unterschiedliche 
Signalkaskaden(grün) Raf/ERK/MEK mit Flotillinen (rot) interagieren und via verschiedenartige 
Transkriptionsfaktoren die Aktivität und somit die Differenzierung, Proliferation, Oncogenese, Angiogenese und 
die Regulation von Fotillinen im Nucleus(grau) beeinflussen (Mit Genehmnigung aus Mitogen-Activated Protein 
(MAP) Kinase Scaffolding Proteins: A Recount, Meister et al. IJMS 2013) 
 

Der EGFR/ErbB1 (Epidermal growth factor receptor) ist Teil der ErbB Familie der 

Tyrosinkinaserezeptoren, zu denen auch ErbB2/Her2, ErbB3/Her3 und ErbB4/Her4 

gehören. Die ErbBs sind an Zellprozessen wie Entwicklung, Metabolismus und 

Physiologie beteiligt und werden hauptsächlich in Zellen des Meso- und Ektoderm 

exprimiert [97-99]. Ursprünglich wurde der EGFR als transmembranäres Glykoprotein von 

ca. 170 kDa in der Membran von A431 Epidermoidzellen nachgewiesen. Alle weiteren 

Rezeptoren der Familie wurden beim Screening einer cDNA Bibliothek ermittelt [100, 101]. 

Der EGFR besteht aus einer extrazellulären Domäne zur Bindung eines Liganden, einem 

transmembranären Anteil, einem 38 Aminosäuren langem juxtamembranösen Part, einer 

Tyrosinkinase-Domäne und einem 255 Aminosäure langem C-Terminus mit Tyrosinresten 

[102, 103]. Am C-Terminus befindet sich ebenfalls eine Glycin-reiche ATP-Bindungsstelle 

mit weiteren Bindungsstellen, welche durch Ligandenbindung stimuliert werden können 

[104]. Als Liganden können neben EGF auch TGF-α, HB-EGF, Amphiregulin, β-Cellulin, 

Epigen und Neuregulin-1-4 an den Rezeptor binden [105-107]. Häufig kommt es bei EGFR 

Überexpression oder Mutation zum Wegfall von inhibierenden Signalkaskaden, sodass 
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mitogenes, antiapoptotisches, angiogenes und proinvasives Verhalten der Krebszellen 

dominieren. Zusätzlich zu der schlechten Prognose einer Überexpression von EGFR 

spielen bei der Tumorgenese die EGFR-Liganden eine wichtige Rolle [108]. Über die 

extrazelluläre Bindung natürlicher Liganden (z.B. EGF, TGF-α) an den EGFR, kann dieser 

auch Dimere mit sich selbst oder anderen Liganden der ErbB Familie bilden, welches zur 

Autophosphorylierung und weiter distal, zur Aktivierung verschiedener Signalkaskaden wie 

RAS/RAF/ERK/PI3K/Akt und STAT führen kann [109].  

Bei Aktivierung kommt es zur Ausbildung von Dimeren und einer Konformationsänderung 

im Bereich der intrazellulären Tyrosinkinasedomäne und einer Autophosphorylierung am 

C-Terminus. Intrazellulär findet man nach diesem Schritt eine Vielzahl an Signalkaskaden, 

wobei Phosphotyrosinreste direkt und indirekt weitere Adapterproteine oder Bestandteile 

von weiteren Signalkaskaden wie beispielsweise G-Proteine (Gαq), MAPKs (Erk1/2, JNK 

und p38) oder PLCy1 aktivieren [22, 110, 111]. 

Die Phosphorylierung von EGFR kann weitere Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise 

STAT1, STAT3 und STATS aktivieren, welche die Genexpression im Zellkern beeinflussen 

können [112]. EGFR aktiviert darüber hinaus über die PI3K weitere Faktoren wie BAD, 

FOXO, mTOR, VEGF und HIF-1α Vetreter [113, 114]. Vielerorts findet man EGFR in 

monoubiquitinierter Form vor. Die Ubiquitin Markierung von EGFR durch eine E3-Ligase, 

welche an das phosphorylierte Tyrosin 1045 am C-Terminus bindet, ermöglicht die 

Rezeptorendozytose in frühe Endosomen (EEs) und die Zerlegung des EGFR [115]. Der 

EGF Rezeptor kann wieder in die Plasmamembran aufgenommen und somit recycelt 

werden [116, 117].  

1.3 Ziele dieser Arbeit 
 
Flotilline wurden vor ca. 20 Jahren entdeckt. Obwohl die Proteine ubiquitär exprimiert 

werden und in verschiedenen Signalkaskaden vorkommen, ist über ihre transkriptionelle 

Regulation bislang noch sehr wenig bekannt. 

Das Ziel dieser Doktorarbeit war es, die Promotorregionen der Flotilline auf potentielle 

Transkriptionsfaktorbindestellen hin zu untersuchen, welche einen regulierenden Einfluss 

auf die Flotillinexpression haben. Darüber hinaus wurden Deletionsmutanten der 

Promotoren generiert und der Einfluß von externen Effektoren und Inhibitoren auf die 

Promotoraktivität untersucht. 
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2 Material & Methoden 

2.1 Materialien & Geräte 
Die in der Dissertation verwendeten Materialien & Geräte sind in der folgenden Liste nach 

Bezeichnung und Hersteller aufgelistet. 

Tab. 1: Auflistung der verwendeten Materialien und Geräte mit dem jeweiligen Hersteller 
und dessen Niederlassung 
Bezeichnung 
 

Hersteller 

Agarose Gelelektrophorese Kammer neoLab, Heidelberg (DE) 
Blot-Kammer (Hoefer TE 22) Amersham Bioscience, Freiburg (DE) 
Falcons-Röhrchen (15 bzw. 50 ml) BD, Heidelberg (DE) 
Heizblock Laborgeräte München, München (DE) 
Inkubator Sanyo, Munchen (DE) 
Neubauer Zählkammer Optik Labor, Bad Homburg (DE) 
Pipetten (10, 20, 100, 200, 1000 µl, 5, 10 ml) Eppendorf ,Wesseling-Berzdorf (DE) 
Reaktionsgefäße (0,5, 1, 2 ml) Eppendorf ,Wesseling-Berzdorf (DE) 
Röntgenfilm FUJIFILM, Düsseldorf (DE) 
Schüttler (KS 15) Edmund Buhler GmbH, Hechingen (DE) 
Parafilm PechineyPlastic Packaging, IL (US) 
Schwenker Edmund Bühler, Hechingen (DE) 
Eppendorfgefäß (Eppi) 1,5ml Sarstedt, Nürnbrecht (DE) 
Spannungsquelle (Electrophoresis power sup-
ply, EPS 301) 

Amersham Bioscience, Freiburg (DE) 

Lumimometer, TECAN infinite M200 TECAN, Crailsheim (DE) 
Ultraschall-Homogenisator (Sonopuls) Bandelin, Berlin (DE) 
Zellkultur-Flaschen TPP, Trasadingen (CH) 
Zellkultur-Platten ( 24-Well) TPP, Trasadingen (CH) 
Vortexer Biovortex, Linköping (SE) 
Wasserbad B.Braun Biotech, Meisungen (DE) 
Thermocycler Biometra, Göttingen (DE) 
Erlenmeyerkolben Schott AG, Mainz (DE) 
Kryoröhrchen Greiner Bio-one, Kremsmünster (A) 
Zentrifugen 
 

 

Heraeus Biofuge pico Thermo Scientific, St. Leon-Rot (DE) 
Mikro 22 R Hettich, Kirchlengern (DE) 
Universal 32 R Hettich, Kirchlengern (DE) 
Mikroskop  

 
Licht-Mikroskop (AE 31) Motic, Wetzlar (DE) 
 

2.1.1 Puffer & Lösungen 
 
Puffer für die DNA Gelelektrophorese  
Tab. 2: Auflistung der verwendeten Puffer für die DNA Gelelektrophorese und die 
Zusammensetzung des DNA Gels 
TAE Puffer Zusammensetzung DNA Gel 
40 mM Tris Acetat, pH=8 1% Agarose in TAE Puffer 
1mM EDTA 1:10 EtBr (1%) 
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2.1.2 Zellkultur 
Tab. 3: Auflistung der verwendeten Chemikalien für die Zellkultur und deren Hersteller 
Name  Beschreibung Hersteller 
Ampicillin K029.1 Roth, Karlsruhe (DE) 
DMEM +/+ 10% Fötales Kälber Serum, 

1% Penicillin/ Streptomycin 
Invitrogen, Karlsruhe 
(DE) 

DMEM -/- Dulbecco’s modified Eagle’s 
Medium  

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 
(DE)  

dNTPs 10mM 10mM dNTP Mix Roche Applied Science (DE) 
FCS Fötales Kälberserum Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 

(DE) 
Firefly Reagenz Beetle Juice KIT PJK GmbH, Kleinblittersdorf 

(DE) 
Kanamycin T7832.2 Roth, Karlsruhe (DE) 
Lipofectamine 2000 Cat.No. 11668-027 

Cat.No. 11668-019 
Invitrogen, Karlsruhe (DE) 
 

OptiMEM OptiMEM Reduced Serum 
Medium 

Invitrogen, Karlsruhe 
(DE) 

PBS 1% Phosphat gepufferte Saline  150mM NaCl, 
20mM NaH2PO4 

PLB Passive Lysis Buffer Promega GmbH, Mannheim 
(DE) 

Renilla Reagenz Renilla-Juice Luciferase 
Assay 

PJK GmbH, Kleinblittersdorf 
(DE) 

Trypsin Protease Roth, Karlsruhe (DE) 
 

2.1.3 Bakterienmedien 
Tab. 4: Auflistung der in der Dissertation verwendeten Medien 
Medium Konzentration  
LB-Broth Medium (Luria/Miller, von Roth) 25 g/l 

SOC Medium LB + 20mM Glukose 
 
Die LB-Medien wurden von der AG-Tikkanen zur Verfügung gestellt. Bei 

Ampicillinresistenz wurden dem LB-Medium 0,1 mg/ml Ampicillin, hinzugegeben. Bei 

Kanamycinresistenz sind es 0,2 mg/ml Kanamycin.  

 

2.1.4 Zelllinien 
Tab. 5: Auflistung der verwendeten Zelllinie und Medium mit Angabe des Herstellers 
Name Beschreibung Referenz 
HeLa-Zellen Henrietta Laks (†1951), Humane 

Gebärmutterhals- 
karzinomzellen 

ATCC, Rockville (US)  

E.coli XL-1 blue Bakterienstamm zur DNA-
Vervielfältigung 

Stratagene, La Jolla (US)  
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2.1.5 Enzyme und Kits 
Tab. 6: Auflistung der verwendeten Enzyme und Kits mit Angabe des Herstellers 
Enzyme  Hersteller 
Taq Polymerase (1U/µl) Invitrogen, Karlsruhe (DE) 
EcoRI (20U/µl) Hoffmann La-Roche, Basel (CH) 
Hind III (10U/µl) NEB, Frankfurt (DE) 
Ncol (20U/µl) Fermenter, St.Leon-Rot (DE) 
BamHI (20U/µl) Hoffmann La-Roche, Basel (CH) 
T4-Ligase (1U/µl) Hoffmann La-Roche, Basel (CH) 
Hot Star Taq Plus Qiagen, Venlo (NL) 
Kits  
Gen Elute Plasmid Miniprep Kits Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE) 
Gen Elute Plasmid Midiprep Kits Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE) 
PCR Cloning Kit Qiagen, Venlo (NL) 
High Pure PCR Product Purification Kit Hoffmann La-Roche, Basel (CH) 
 

2.1.6 Vektoren 
Tab. 7: Auflistung der in der Thesis verwendeten Vektoren mit Angabe des Herstellers 
Vektor Hersteller 
pDrive Vektor Promega GmbH, Mannheim (DE) 

pGL3-Basic Vektor Promega GmbH, Mannheim (DE) 
pRL-TK Vektor Promega GmbH, Mannheim (DE) 

2.1.7 Stimulationsfaktoren und Inhibitoren 
Tab. 8: Auflistung der verwendeten Stimulationsfaktoren und Inhibitoren mit Angabe des 
Herstellers 
Bezeichnung Konzentration Funktion  Hersteller 
EGF 10 ng /ml Epidermaler 

Wachstumsfaktor 
Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen (DE) 

PMA 20 ng /ml Kanzerogener 
PKC-Aktivator 

Calbiochem, 
Nottingham (UK) 

U0126 10 µM MEK ½ Inhibitor Cell Signaling, Frank-
furt, Deutschland 

 

2.1.8 Sonstiges 
Tab. 9: Auflistung sonstiger in der Dissertation verwendeten Chemikalien mit Angabe des 
Herstellers 
Name Hersteller 
Agarose Roth, Karlsruhe (DE) 
EDTA Roth, Karlsruhe (DE) 
100%Ethanol Sigma Aldrich, Taufkirchen (DE) 
Ethanol Waschlösung Sigma Aldrich, Taufkirchen (DE) 
Ethidiumbromid(EtBr) Roth, Karlsruhe (DE) 
Garnelenphosphatase/SAP Hoffman-La Roche, Basel (CH) 
Glycerol Roth, Karlsruhe (DE) 
10xLadepuffer Sigma Aldrich, Taufkirchen (DE) 
NaCl (6M)/Natriumchlorid Roth, Karlsruhe (DE) 
Natriumacetat (3M) Roth, Karlsruhe (DE) 
Neutralization Solution Roth, Karlsruhe (DE) 
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Trichlormethan Roth, Karlsruhe (DE) 
DEPC-H2O  Sigma Aldrich, Taufkirchen (DE) 
X-Gal  Qiagen, Venlo (NL) 
IPTG  Qiagen, Venlo (NL) 
Tris Acetat     Roth, Karlsruhe (DE) 
 

2.2 DNA - Analyse 

2.2.1 Herstellung genomischer DNA 
 
Zur Isolierung genomischer DNA wurden HeLa-Zellen verwendet. Zunächst wurde eine 

konfluente 15 cm Schale mit PBS gewaschen, mit einem Zellschaber geerntet und die 

Zellsuspension 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Der entstandene Überstand wurde 

verworfen und das Pellet mit 1 ml Lysepuffer pH 8 resuspendiert. Danach wurde das 

Eppendorfgefäß(Eppi) bei 4°C, 2 min bei 6000 rpm zentrifugiert. Dieser Schritt wurde nach 

Verwerfen des Überstands mit dem Pellet wiederholt. Anschliessend wurde das Pellet in 

1000 µl Kernlysepuffer pH 8 aufgenommen und 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Danach wurde der Lösung 333 µl gesättigte NaCl (6 M) und ca. 2 ml Chloroform 

zugegeben. Das Gemisch wurde erneut bei 4°C, 5 min bei 6000 rpm zentrifugiert und der 

Überstand in ein neues Eppi gegeben. Zum Fällen der DNA wurde dem Ansatz 600 µl 

100% Ethanol beigefügt. Mittels einer letzten Zentrifugation bei 4°C und 5 min bei 13000 

rpm, mit anschließendem Verwerfen des Überstands war die Präparation der DNA 

vollzogen. Das trockene Pellet wurde in 60 µl ddH2O aufgenommen.  

 
Tab. 10: Auflistung der in der Thesis verwendeten Lysepuffer und Kernlysepuffer 
Lysepuffer pH8 Kernlysepuffer pH 8 
10mM Tris 10mM Tris 

11%(w/v) Saccharose 1%(w/v)SDS 

5mM MgCl2 10mM EDTA 

1%(v/v) Triton X-100 10mM Natrium-Citrat 

 

2.2.2 PCR 
 
Mit der Polymerasekettenraktion (PCR) lassen sich in vitro DNA-Fragmente vervielfältigen. 

Für diesen Vorgang benötigt man zwei synthetisch hergestellte, sogenannte 

Oligonukleotide als Primer. Die gewählten Primer binden oberhalb (upstream) des ATG 

Startcodons von Flotillin-1 und Flotillin-2, sind jeweils zu ihrem zu synthetisierenden 

Strang komplementär und definieren auf diese Weise den zu amplifizierenden Bereich. Die 

DNA-Polymerase ist ein Enzym, welches eine DNA-Matrize während mehrerer 
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Replikationszyklen beliebig häufig amplifizieren kann. Alle verwendeten Primer wurden mit 

Restriktionsschnittstellen entworfen. 

Eine PCR besteht aus mehreren aufeinanderfolgenden Schritten, die in mehreren Zyklen 

wiederholt werden. Zuerst wird die DNA erhitzt, damit sich die komplementären 

Doppelstränge voneinander trennen. Anschließend hybridisieren die Primer mit der 

jeweiligen Sequenz der Einzelstränge. Im nächsten Schritt werden die Primer von der 

Polymerase verlängert. Da die PCR mit der Taq Polymerase von Invitrogen bei ersten 

Versuchen nicht erfolgreich war, wurde die Hot Star Taq Polymerase von Qiagen 

verwendet. 

 
Ansatz für eine PCR: 
 
1µl genomisch DNA (HeLa) 

1 µl dNTP (10mM) 

1 µl Primer forward (25 µM) 

1 µl Primer reverse (25 µM) 

10 µl 5xPuffer HF bzw. GC 

10 µl 5xQ-Solution 

25,5 µl DEPC-H2O  

0,5 µl (2,5 units) Hot Star Plus DNA Polymerase 

 
Zyklen an PCR Maschine: 
 

1. 95°C – 5 min 

2. 94°C – 1 min 

3. 63°C – 45 s 

4. 72°C – 1,5 min 

5. 72°C – 10 min 

6. 4°C 

 
Die Schritte 2.–4. wurden bis zu 35x wiederholt. Nach der PCR wurden die Produkte auf 

ein Agarosegel aufgebracht, ausgeschnitten und mit dem high pure PCR product 

purification Kit von Hoffmann La-Roche aufgereinigt.  
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Tab. 11: Auflistung der in der Dissertation verwendeten Primer 
Oligonucleotid 
 

Sequenz (5’ ->3’) 
(Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen) 

Flotillin-2 2130 fwd CAGAGGTACCTGGTGTGCTTGAGAAAGGCT 
Flotillin-2/1385fwd TAGCTAAGCTTGTAAATACACACCA 
Flotillin-2/930fwd TCTAAGAAGCTTCACCGAATTCAGG 
Flotillin-2 560 fwd AGAGGTACCGAGTTTGCAATGTGATGCACT 
Flotillin-2 rev TTAAGCTTGGCGGCCGGCGGCACGGAGGGCC 
  
Flotillin-1 2600 fwd GAGGTACCCTGTGGCTAAAGTGAGCCCCTC 
Flotillin-1/1330fwd ACCTGAAGCTTCGGCAAAGTAGGAG 
Flotillin-1 630 fwd CCAGGTACCCCGGCTGGGCCCGAGAGCCAG 
Flotillin-1/375fwd CCGAGAAGCTTGCCGGGCTGCCGCC 
Flotillin-1 rev AAAAGCTTGTTCAGGCTGGAGCTGGAGGAG 
 

2.2.3 Agarosegelelektrophorese 
 
Mittels Gelelektrophorese kann man Nukleinsäuren ihrer Größe nach auf einem Agarose-

gel auftrennen. Parallel zur DNA wird ein Marker mit bekannter Größe aufgetragen. Es 

wurde bei allen Versuchen der GeneRuler DNA Ladder verwendet. Die Agarose fungiert 

als Trennmatrix, welche abhängig von der Größe der aufzutrennenden Nukleinsäuren, in 

unterschiedlicher Konzentration eingesetzt werden kann. Die negative Ladung der DNA 

lässt die Nukleinsäuren im elektrischen Feld entsprechend ihrer Größe und Konformation 

im Agarosegel wandern. Dabei kann man einen zirkulären Vektor von einem verdauten, 

linearisierten Vektor unterscheiden. Um die DNA später sichtbar zu machen, wird dem Gel 

das kanzerogene Ethidiumbromid zugegeben. Ethidiumbromid wird in die Nukleinsäuren 

eingelagert und verändert deren Absorptionsspektrum, welche anschließend durch ultravi-

olettes Licht als Bandenmuster sichtbar gemacht werden können. Die Proben wurden mit 

10x Ladepuffer versetzt und bei einer Spannung von 100 V aufgetrennt.  

2.2.4 Restriktionsverdau 
 
Restriktionsendonukleasen sind die molekularen Scheren der Biotechnologie. Sie sind 

spezielle Enzyme, die bestimmte kurze Nucleotidsequenzen erkennen und an diesen 

Stellen in der DNA schneiden können. Dabei erkennt jede Restriktionsendonuklease eine 

spezifische Basensequenz. Sie unterscheiden sich hinsichtlich der Sequenz, an der sie 

schneiden. Ein Restriktionsverdau ist die Spaltung von DNA an gezielten Positionen. Beim 

analytischen Restriktionsverdau dienen die Spaltprodukte zur Überprüfung der 

eingesetzten DNA, beim präparativen Restriktionsverdau werden die Spaltprodukte für 

Klonierungen eingesetzt. Die Reaktionsbedingungen (Puffer, Zugabe von BSA, 

Temperatur) der Restriktionsendonukleasen wurden den entsprechenden Katalogen 

(NEB, Promega) entnommen. Mit Hilfe von BioLabs NEBcutter wurden die 
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Restriktionsschnittstellen innerhalb einer bekannten Sequenz identifiziert. Beim 

Restriktionsverdau wurde die zu spaltende DNA mit einer Pufferlösung und den jeweiligen 

Enzymen versetzt. Dazu wurden beispielsweise in 1,5 ml Eppendorfgefäße jeweils 2 µl 

des Puffers mit jeweils 16 µl DNA und 60 µl H2O versetzt. Anschließend wurde dem 

Gemisch je 1µl Restriktionsenzym (20 Units) hinzugegeben. Das Gemisch wurde für 

mindestens eine Stunde bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Enzyme für 15min 

bei 65°C hitzeinaktiviert.  

2.2.5 Ligation 
 
Als Ligation bezeichnet man die Reaktion, bei der zwei DNA-Fragmente miteinander ver-

bunden werden. Sie wird durch das Enzym Ligase katalysiert. 

 
Ein Ligationsansatz setzt sich wie folgt zusammen: 
 
11,5 µl PCR-Produkt  

1 µl pGL3-Basic Vektor (geschnitten und desphophoryliert) (ca. 100 ng DNA) 

1,5 µl 10xLigasepuffer 

1 µl T4-Ligase 
 
Die Ligation dauerte bei 16°C im Thermocycler mit anschließender Hitzeinaktivierung, 12 

Stunden. Zur Amplifikation der ligierten Vektoren wurden die Produkte in chemisch kompe-

tente E. coli vom Stamm XL1-blue transformiert. 

2.2.6 TA-Klonierung 
 
Bei der TA-Klonierung wurde der pDrive Cloning Vektor 3.85 kb (PCR Cloning Kit, Qiagen) 

nach Anleitung des Herstellers verwendet.  

Die TA-Klonierung ist eine besondere Form der Klonierung bei der man keine 

Restriktionsschnittstellen benötigt. Bei dieser Methode macht man sich überhängende 

Adenin- und Thyminbasen auf unterschiedlichen Sequenzabschnitten zu nutzen, die 

komplementär hybridisieren. Das ermöglicht die problemlose später anstehende Ligation. 

Bei Amplifikation mittels PCR fügt die Taq Polymerase normalerweise mindestens einen 

Adenosinrest an das 3‘- Ende. Anschließend kann dieses PCR Produkt in einem industriell 

hergestellten linearen Vektor mit komplementärem 5‘Thymin Überhang kloniert werden. 

Diese Klonierungsmethode beschleunigt den Prozess um ein Vielfaches. Der größte 

Nachteil der TA-Klonierung ist allerdings, dass mit dieser Methode zunächst die Richtung 

der Klonierung nicht bestimmt werden kann. Das bedeutet, dass das Gen eine 

fünfzigprozentige Chance hat, in entgegengesetzter Richtung im Vektor zu liegen.  
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2.2.7 Transformation 
 
Bei der Transformation wurden Plasmid und Bakterien zueinander gegeben. Für diesen 

Vorgang wurden kompetente E.colis verwendet. Ein Gemisch von jeweils 5 µl Plasmid und 

50 µl kompetenter XL-1-blue E.colis wurde miteinander vermengt und ca. 10 min auf Eis 

gelagert, bevor es im Wasserbad 30 s lang bei 42°C in einen Hitzeschock überführt wurde. 

Auf Eis gelagert, wurde dem Gemisch anschließend 250 µl SOC-Medium zugegeben. 

Nach einer Stunde, 37°C und 250 rpm im Schüttler wurden die Bakterien auf zwei 

Ampicillin-bzw. Kanamycinplatten ausgelegt, die vorher mit einer Mischung aus 40µl X-Gal 

(Qiagen) und 4µl IPTG (Qiagen) bestrichen wurden. Über Nacht wurden die Platten bei 

37°C im Brutschrank inkubiert. Anschließend erfolgte die Blau/Weiß-Selektion. 

2.2.8 Plasmidpräparation 
 
Die Plasmidpräparation Minipräp (für größere Volumina Midipräp), ist eine 

molekularbiologische Methode zur Isolierung geringer Mengen Plasmid-DNA. Die Minipräp 

erfolgte mit dem Gen Elute Plasmid Miniprep Kit von Sigma-Aldrich. Bei der Minipräp 

wurden 2 ml Bakterienkultur in Eppis gegeben. Diese wurden anschließend bei 13000 

rpm, 5 min zentrifugiert, wobei der Überstand verworfen wurde, sodass nur noch das 

Pellet übrig blieb. Sonach wurde das Pellet in 200 µl Resuspension Solution 

resuspendiert. Dem Gemisch wurde anschließend 200 µl Lysis Solution hinzugegeben. 

Danach wurde 350 µl der Neutralization Solution hinzugefügt. Nach 10 min Zentrifugation 

bei 13000 rpm, wurden 500 µl des Überstandes durch einen Filter, in einem neuen Eppi 1 

min bei 12000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. In Folge wurden 750 µl 

Ethanol-Waschlösung verwendet, um den Filter 1 min bei 12000 g in der Zentrifuge zu 

waschen. Die Zentrifugation wurde danach noch zweimal wiederholt.  

Bei Verwendung von insgesamt 2 ml Bakterienkultur wurde das oben genannte Pellet in 

10-25 µl Elutionspuffer aufgenommen. Eine weitere Methode Plasmide zu isolieren, 

bedient sich der Möglichkeit, größere Mengen zu verwenden und diese später mittels 

chemischer Methoden zu fällen. Die vorangegangene Fällung unter Verwendung eines 

Filters, wurde bei dieser Methode durch die chemische Fällung mittels Isopropanol ersetzt. 

Bei der `Plasmid Preparation light`wurde ein Pellet aus 4 ml Bakteriensuspension 

gewonnen. Der bei 13000 rpm, 2 min abzentrifugierte Überstand wurde dabei verworfen. 

In 100 µl Resuspensionspuffer wurde das Pellet aufgenommen und mittels Vortexer 

gelöst. Anschließend wurde unter leichtem Schütteln 100 µl eines zweiten Lysepuffers, 

sowie 100 µl eines dritten Neutralisationspuffers hinzugegeben, bevor das Gemisch erneut 

10 min bei 14000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Überstand verworfen 

wurde. Es folgte die Fällung in 210 µl Isopropanol mit Vortexen und 15 min Zentrifugation 
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bei 14000 rpm, sowie einer Waschung mit 200 µl 70% Ethanol mit anschließender 10 min 

Zentrifugation bei 14000 rpm , wobei erneut jedes Mal der Überstand verworfen wurde. 

Nachdem das Eppi für ca.30 min bei Raumtemperatur trocknen konnte, wurde es in 

jeweils 20-50 µl Elutionspuffer aufgenommen.  

Bei Verwendung größerer Mengen Bakterienkultur wurden Midipräps durchgeführt. Die 

Midipräp ist ebenfalls eine molekularbiologische Methode zur Gewinnung von Plasmid 

DNA aus E.colis. Zur Isolierung wurden 50 ml LB – Medium mit dem entsprechenden 

Antibiotikum zwecks Selektion versetzt. Die das gewünschte Plasmid enthaltenen 

kompetenten E.coli Bakterien wurden mit einer Pipettenspitze aus dem im 80°C 

Gefrierschrank gelagertem Kryoröhrchen herausgenommen und in einem 

Erlenmeyerkolben bei 37°C und 225 rpm über Nacht vermehrt. Die Isolierung des 

amplifizierten Plasmids erfolgte nach dem Protokoll des Gen Elute Plasmid Midiprep Kit 

von Sigma. Am Ende der Präparation wurde das Pellet aus insgesamt 50 ml 

Bakterienkultur in 250 µl Elutionspuffer aufgenommen. 

2.2.9 DNA Präzipitation 
 
Als Präzipitation oder Fällung bezeichnet man in der Chemie das Ausscheiden eines 

gelösten Stoffes aus seiner Lösung, mittels Fällungsmittel. Mit Hilfe einer Präzipitation 

kann auf diese Weise DNA von wässrigen Lösungen abgetrennt werden. Dieses Ziel wird 

durch das sogenannte Aussalzen erreicht, bei dem eine hohe Konzentration an 

Neutralsalzen zur DNA gegeben wird. Diese Neutralsalze haben die Aufgabe, die 

Hydrathülle der DNA zu vermindern und damit die Löslichkeit herabzusetzen. Nach der 

Isolierung von Plasmid-DNA, wurde diese mit Hilfe der Ethanol-Fällung aufkonzentriert. 

Hierzu wurde die DNA mit 1/10 des Probenvolumens an 3 M Natrium Acetat (pH 5,2) und 

dem zweifachen Volumen 100% Ethanols versetzt und mindestens 15 min bei -20°C 

präzipitiert. Erst die Zugabe des zweifachen Volumens an reinem Ethanol führte zur 

Überschreitung des Löslichkeitproduktes und zur Ausfällung. Anschließend wurde die 

Probe für 15 min bei 15000 rpm und 4°C zentrifugiert und pelettiert. Das Pellet wurde mit 

250 µl, 70% Ethanol gewaschen. Nach dem Waschgang wurde dieses erneut 5 min bei 

4°C und 15000 rpm zentrifugiert. Um überschüssige Ethanolreste zu entfernen wurden die 

Proben anschließend in einem Heizblock bei 60°C getrocknet. Dem trockenen Pellet 

wurde DEPC-H2O hinzugegeben und die DNA–Konzentration photometrisch bestimmt. 

2.3 Klonierung der Konstrukte  
 
Die Klonierung der Promotorkonstrukte erfolgte zunächst mittels TA-Klonierung, da eine 

direkte Ligation in pGL3-Basic Vektor nicht erfolgreich war. 
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Die resultierenden langen Konstrukte galten als Vorlage für weitere PCR Amplifikationen 

kürzerer Konstrukte, welche zunächst in den pDrive Vektor  und später in den pGL3-Basic 

Vektor kloniert wurden.  

Insgesamt wurden bei der Klonierung in den pDrive Vektor 1 µg pDrive Vektor, 4 µl 

aufgereinigtes PCR-Fragment und 5 µl 2xLigationsmix benutzt. Der Ansatz wurde für 1,5 h 

bei 4°C im Kühlschrank gelagert. Anschließend wurde das Gemisch 10 min bei 70 °C 

hitzeinaktiviert.  

 

Tab. 12: Auflistung der TA-Klonierung mit pDrive Vektor 
TA-Klonierung pDrive Vektor 
1 µl pDrive Vektor 

4 µl aufgerinigtes PCR-Produkt 

5 µl 2x Ligationsmix 

1,5 h, 4°C im Kühlschrank 

Hitzeinaktivierung 10 min, 70°C 

 

Bei der anstehenden Transformation wurden jeweils 5 µl Ligationsansatz in 50 µl 

kompetente XL-1-blue Bakterien gebracht. Der restliche Ligationsansatz wurde bei -20 °C 

eingefroren. Um anschließend die positiven Klone zu ermitteln wurde der Ansatz auf 

Kanamycinplatten mit einer Mischung von jeweils 40 µl X-Gal (50 mg/ml) und 4 µl IPTG (1 

M) aufgebracht. Über Nacht wurden die Platten bei 37°C inkubiert und mittels der 

Blau/Weiß-Selektion die positiven Klone ausgewählt. 

Noch am selbigen Tag wurden die positiven, weißen Klone in 5 ml LB-Medium und 

Kanamycin angeimpft, um am darauffolgenden Tag aus 4 ml Übernachtkultur Minipräps 

herzustellen. Die gewonnenen Minipräps wurden zu Kontrollzwecken daraufhin mit EcoRI 

geschnitten. 

Da der pDrive Cloning Vektor zwei EcoRI Schnittstellen besitzt, wurde das entsprechende 

Enzym für die Kontrollspaltung in allen Experimenten verwendet. Bei 37°C wurden die 

Konstrukte mindestens 1 h im Brutschrank inkubiert.  

 

Tab.13: Auflistung der Kontrollspaltung mit EcoRI 
Kontrollspaltung mit EcoRI 
je 3 µl Plasmid-DNA 

je 5,75 µl H2O  

je 1 µl 10xPuffer H 

je 0,25 µl EcoRI 
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Anschließend wurde ein 1% Agarosegel beladen, um die positiven Klone zu detektieren. 

Die Plasmide der positiven Klone wurden anschließend mit HindIII 1 h bei 37°C im 

Brutschrank geschnitten, um die Richtung des Inserts festzustellen. Die visuelle Kontrolle 

der positiven Fragmente erfolgte erneut auf einem 1% Agarosegel. 

 

Tab. 14: Auflistung der Kontrollspaltung mit HindIII 
Kontrollspaltung mit HindIII 
je 5 µl Plasmid-DNA  

je 3,75 µl H2O  

je 1 µl 10xPuffer 

je 0,25 µl HindIII 

 

2.3.1 Umklonierung in den pGL3-Basic Vektor 

 
Die Flotillin-Promotorfragmente wurden mit Hilfe von HindIII (F1-1330, F1-375, F2-1385, 

F2-930) bzw. mit HindIII und KpnI (F1-2660, F1-630, F2-2130, F2-560) aus dem pDrive-

Vektor herausgeschnitten, in einer Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und die 

Fragmente aus dem Gel ausgeschnitten und aufgereinigt. Anschließend erfolgte die 

Ligation in den pGL3-Basic Vektor und eine erneute Transformation der Ligationsansätze 

in XL-1 blue Bakterien und ein Ausplattieren auf Ampicillinplatten. 

Der pGL3-Basic Vektor von Promega verfügt über eine HindIII und eine KpnI Schnittstelle 

in welche die Fragmente einkloniert wurden.  

Hierfür wurden jeweils 1 µl geschnittener, dephosphorylierter pGL3-Basic Vektor mit 1 µl 

10 xLigasepuffer, 7 µl Insert und 1 µl Ligase, 12 h bei 16°C im Thermocyler inkubiert. 

Die geschnittenen pGL3-Basic Vektoren wurden zuvor dephosphoryliert. Zu 44 µl pGL3-

Basic Vektor (geschnitten mit KpnI, HindIII, 2,2 µg DNA) wurden 5 µl SAP 10 xPuffer und 

1 µl Shrimp alkalische Phosphatase gegeben. Die Lösung wurde bei 37°C für 30 min 

inkubiert und anschließend eine Hitzeinaktivierung der Phosphatase für 15 min bei 65°C 

im Heizblock durchgeführt. 

Anschließend wurde erneut eine Transformation durchgeführt an dessen Ende wieder die 

jeweiligen Klone gepickt werden mussten. Aus den Klonen wurde eine Übernachtkultur 

angelegt an die eine Minipräp im Anschluss folgte. Nach einer erneuten Kontrollspaltung 

mit HindIII bzw. HindIII und KpnI wurde dann ein Gel angefertigt. 

Um die Richtung der mit HindIII geschnittenen Konstrukte festzustellen wurden die 

positiven Flotillin-1 Klone mit Ncol, die positiven Flotillin-2 Klone mit EcoRI geschnitten und 
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anschließend ein 1% Agarosegel aufgebracht. Bei den anderen Konstrukten war die 

Richtung der Konstrukte bereits durch KpnI vorgegeben. 

 
Tab. 15: Auflistung der Kontrollspaltung mit Ncol und EcoRI 

Kontrollspaltung mit Ncol Kontrollspaltung mit EcoRI 

je 5 µl Plasmid-DNA  je 5 µl Plasmid-DNA  

je 3,8 µl H2O je 3,8 µl H2O 

je 1 µl 10xPuffer Tango  je 1 µl 10x Puffer  

je 0,2 µl Ncol je 0,2 µl EcoRI 

 

 
Abb.3 Zeigt pGL3-Basic Vektor Plasmid 
Der pGL3-Basic Vektor (Promega) zeigt die Luciferase(gelb), sowie die einzelnen möglichen Schnittstellen für 
Restriktionsendonucleasen. (Quelle: http://vesuvias.files.wordpress.com/2009/07/pgl2basic1.png) 
 

2.3.2 Anfertigung eines Glycerolstocks 
 
Von den positiven Klonen wurden Glycerolstocks angelegt. Hierfür wurden 800µl 

Übernachtkultur in 200 µl Glycerol gegeben und das Gemisch anschließend bei -80°C 

tiefgefroren. 

 

2.3.3 Sequenzierung 
 
Die Sequenzierung der DNA – Konstrukte erfolgt mittels Eurofins mwg Operon, Europe. 

2.4 Zellkultur 

2.4.1 Kultivierung von HeLa-Zellen 
 
Die Zelllinie HeLa stammt von humanen Zervixkarzinomzellen. Die Zellen wurden in Kul-

turflaschen in 5 ml „Dulbecco’s Modified Eagle Medium“ (DMEM, Gibco, Invitrogen, Karls-
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ruhe, Germany) mit einem Glukoseanteil von 4,5 g/l, bei 37°C, 8% CO2 und 95% Luft-

feuchtigkeit kultiviert. Zusätzlich wurden dem Medium 10% Fötales Kälberserum (FCS, 

Gibco) und 1% (100 U/ml) Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, 

Germany) beigefügt, um möglichen Kontaminationen vorzubeugen. 

2.4.2 Passagieren der HeLa-Zellen 
 
Spätestens alle drei Tage wurde das Medium in den Flaschen gewechselt. Waren die Zel-

len zu 100% konfluent, wurden sie passagiert. Dazu wurde zunächst das Medium verwor-

fen und die Zellen mit 1x PBS gewaschen. Anschließend wurden 500 µl 1x Trypsinlösung 

hinzugegeben und die Kulturflasche bei 37°C für einige Minuten inkubiert um anschlie-

ßend in 2 ml DMEM suspendiert zu werden. Die trypsinierten Zellen wurden im Verhältnis 

von 1:10 bzw. 1:5 verdünnt und auf neue Zellkulturgefäße ausgesät, um für weitere Ver-

suche verwendet zu werden. Die 24 well Platten wurden mit 0,5 ml/ well Zellsuspension 

beimpft. 

2.4.3 Transfektion von HeLa-Zellen 

 
Die Aussaat für eine 24-well Platte erfolgte immer 24 h vor Transfektion in 0,5 ml/well 

DMEM+/+. Es musste darauf geachtet werden, dass die HeLa-Zellen bei Transfektion in 

der 24-well Platte eine Konfluenz von 75-85% erreicht hatten. 

Die Transfektion der Plasmid-DNA erfolgte mit Lipofectamine 2000. Auf diese Weise 

konnte der gewünschte DNA-Abschitt, welcher auf der Plasmid-DNA kodiert war und in die 

Zelle eingebracht wurde, später exprimiert werden. Lipofectamine 2000 ist ein Reagenz, 

das einen Komplex mit der Plasmid–DNA bildet und aufgrund seiner lipophilen 

Eigenschaften idealerweise mit der hydrophoben Plasmamembran fusioniert. Somit wird 

eine Transfektion von eukaryotischen Zellen mit hoher Effizienz ermöglicht. 

Je nach Anforderung des Experiments, wurden verschiedene Promotorkonstrukte und der 

Kontrollvektor pGL3-Basic Vektor transfiziert.  

Zu Beginn wurden pro well 50 µl OptiMEM, 0,63 µl LF2000 (entspricht 4 µl LF2000 pro µg 

DNA) in ein Eppi pippettiert. Das Gefäß wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Währenddessen wurden 50 µl OptiMEM pro well mit 7,5 ng pRL-TK in einem zweiten Eppi 

vermengt. Anschließend wurde zu jedem Eppi ca. 150 ng eines spezifischen 

Promotorkonstruktes gegeben. Der Ansatz mit der DNA wurde zu dem Ansatz mit LF2000 

gegeben. Die beiden Lösungen wurden gemischt und 30 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Anschließend wurde der Ansatz auf die Zellen gegeben, nach 6h Inkubationszeit 

bei 37° C das Medium DMEM +/+ hinzu serumfreiem DMEM -/- gewechselt (500 µl/well) 
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und die Platte für weitere 24 h bei 37° C inkubiert. Die HeLa-Zellen wurden in weiteren 

Experimenten stimuliert bzw. inhibiert. 

2.4.4 Stimulation und Inhibition von HeLa-Zellen 
 
Um eine möglichst effiziente Stimulation mit Kanzerogenen und Wachstumsfaktoren zu 

erreichen, lässt man die Zellen mindestens 18 h in serumfreiem DMEM -/- hungern. Damit 

möchte man verhindern, dass andere Faktoren als die später eingesetzten Substanzen 

zur gleichen Zeit auf die Zellen wirken und somit die Ergebnisse negativ beeinflussen. 

Nach 24 h Inkubation in serumfreiem Medium, wurden die Zellen für weitere 24 h 

behandelt.  

Es wurde unter anderem mit FCS 10% stimuliert. Die Stimulation mit 1 ng/ml, 10 ng/ml 

und 25 ng/ml hEGF erfolgte in serumfreiem DMEM -/-. Dabei wurde das Hungermedium 

gegen das Medium mit dem hEGF-Zusatz vollständig ersetzt und über Nacht bei 37°C 

inkubiert. Als Referenz dienen unstimulierte HeLa-Zellen. 

PMA (Phorbo-12-myristat-13-acetat) ist ein starker Tumorpromotor im 

Mehrstufenkarzinogese - Modell und ein Aktivator der Proteinkinase C. Um die 

Auswirkungen des Karzinogens auf die Promotoraktivität zu prüfen, wurden die Zellen in 

Hungermedium DMEM -/- zuvor gezüchtet um anschließend mit 10 ng/ml PMA über Nacht 

stimuliert zu werden.  

Zur Überprüfung bestimmter Signaltransduktionswege und der Flotillin Promotoraktivität 

wurden ebenfalls bestimmte Inhibitoren verwendet. Der MEK1/2 Inhibitor (1,4-diamino-2,3-

dicyano-1,4-bis 2- aminophenylthio-butadiene) U0126 ist ein stark selektiver Inhibitor von 

MEK1 und MEK2, welche die MAPK/ERK Kinasen aktivieren. 

2.4.5 Ernte der HeLa-Zellen 
 
Die Ernte der HeLa-Zellen erfolgte nach 8 h, 16 h, 24 h bzw. 48 h Stimulation nach 

Behandlung auf Eis. Unbehandelte Zellen wurden 48 h nach Transfektion geerntet. 

Zunächst wurde das Medium abgesaugt und verworfen. Anschließend wurden die Zellen 

mit 500 µl PBS gewaschen. Dieses wurde kurz darauf abgesaugt. Mit einer Multipette 

wurde zur Lyse der Zellen 120 µl 1xPLB Puffer in jedes Well gegeben. Anschließend 

wurden die HeLa-Zellen für 15 min auf einen Schwenker gestellt. Die Zellsuspension 

wurde in ein neues Eppi überführt und im Kühlschrank gelagert.  

2.4.6  Transfizierte Promotorkonstrukte 
 
Mit Hilfe dieser Methode wurden folgende Konstrukte in die Zellen eingebracht: 
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Flot1 – 2600, Flot1 – 1330, Flot1 – 630, Flot1 – 375 (S. 83-84) 

Flot2 – 2130, Flot2 – 1385, Flot2 – 930, Flot2 –-560. (S. 84-86) 

 
Abb.4 Promotorkonstrukte 
(Flot1 – 2600, Flot1 – 1330, Flot1 – 630, Flot1 – 375, Flot2 – 2130, Flot2 – 1385, Flot2 – 930, Flot2 –-560) in 
unterschiedlicher Länge vom Startcodon(ATG) mit den möglichen Transkriptionsfaktorbindestellen(rot) sowie 
der Luciferase(gelb). 
 

2.5 Reportergen Assay und Bioluminiszenz 
 
Zur Analyse der regulatorischen Loci im Flotillin-1 und Flotillin-2 Gen, wurden 

unterschiedlich lange Promotorkonstrukte in einen Reportergenvektor kloniert, der ein 

Luciferasegen enthält. Das Gen der Luciferase aus dem Leuchtkäfer Photinus pyralis 

fungiert dabei als Reportergen. Mit Hilfe der auf die Oxidation des Käfer-Luciferins 

zurückzuführenden Bioluminiszenz lässt sich die Aktivität gut nachweisen. Nachdem die 

HeLa-Zellen geerntet und lysiert wurden, wurden die Lysate zentrifugiert und auf Eis 

gelagert. Die Luciferaseaktivität wurde mit dem Lumimometer (Tecan infinite M200 reader) 

ermittelt. Dabei erfolgt der quantitative Nachweis über die Messung von 

Lichtemissonsreaktionen in RLUs (relative light units). Nach der automatischen Injektion 

des Substrats durch das Luminometer, startet die lichtemittierende Reaktion und ist bei 

einer Zugabe des Substrats im Überschuss über einen bestimmten Zeitraum proportional 

zur Luciferaseaktivität der Probe. Dadurch kann das Niveau der Transkription indirekt 

bestimmt werden. Charakteristisch für die Firefly-Luciferase ist die Erzeugung von 

Bioluminiszenz. Das besondere an diesem System ist, dass sie die höchst gemessene 

Quantenausbeute von 0,41 (max.1) erreicht. Die Firefly Luciferase ist ein 61 kDa großes 
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Protein. Das oxidative Enzym katalysiert die Bioluminiszenzreaktion, die, die Substrate 

Luciferin, Sauerstoff, ATP und Magnesium benötigt, um Licht zu erzeugen. Die Firefly 

Luciferase produziert bei dieser Reaktion ein grün-gelbliches Licht von ca. 550–570 nm. 

Zur Normalisierung der Trankskriptionseffizienz wurde die gleiche Messung mit einem 

Renilla refominans Vektor und dem zu untersuchenden cotransfizierten Konstrukten 

durchgeführt. Die Renilla-Luciferase ist ein 36 kDa großes grün-fluoreszienrendes Protein. 

Das Substrat Coelenterazine reagiert unter Verbrauch von Sauerstoff und Abspaltung von 

Kohlenstoffdioxid. Dabei kommt es zur Erzeugung von einem blauen Licht von 480 nm. 

Auf diese Weise kann eine zuvor mit Reagenzien vorbereitete weiße 96 Well Platte mit 

Hilfe von automatischer Injektion und Messung analysiert werden. Pro well wurden 20µl 

Lysat vorgelegt und 85 µl Renilla Reagenz mit Coelenterazin bzw. 85 µl Firefly Reagenz 

verwendet, welches automatisch injiziert wurde. Die Messung erfolgte für 3 s im 

Luminometer, Tecan Reader. Bei den einzelnen Versuchen wurde jeweils mit Triplikaten 

gearbeitet. Um die relative Luciferaseaktivität zu erhalten, dividiert man die Firefly 

Messergebnisse durch die Renilla Messergebnisse. Jede Probe wurde einmalig 

gemessen. Aus den Triplikaten, wurde später der Mittelwert und die dazugehörige 

Standardabweichung errechnet und graphisch illustriert.  

2.6 Methoden zur Sequenzanalyse 
 
Die Sequenzanalyse von DNA bezieht sich in der Molekularbiologie auf die 

computergestützte Analyse der typischen Gensequenz, Abfolge und Position der 

Basenpaare in der DNA. Mittels großer genomischer Datenpools können mit Hilfe von 

Stringalgorithmen spezifische DNA–Sequenzen nacheinander auf Teilsequenzen, 

sogenannte `sequence alignments` untersucht werden. In dieser Doktorarbeit wurde mit 

dem in der Bioinformatik bekanntem BLAST Algorithmus (heuristisches paarweises 

Alignment) gearbeitet, auf dessen Algorithmus verwandte Programme wie Kalign und 

Mulan zurückgreifen. Potentielle Transkriptionsfaktorbindestellen wurden mit dem 

Programm MatInspector von Genomatix anhand der ausgewählten Sequenzen eruiert.  

2.7 GenBank Nummern der genomischen Sequenzen 
Tab. 16: Auflistung der in der Dissertation vervendeten genomischen Sequenzen 
GenBank Referenz Gen 
  
AB088101; nucleotide Flotillin-1(FLOT-1) homo sapiens 
NC_000017; nucleotide Flotillin-2 (FLOT-2) homo sapiens 
NC_000083.5: nucleotide Flotillin-1(FLOT-1) mus musculus 
NC_000077.5: nucleotide Flotillin-2 (FLOT-2) mus musculus 
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2.8 Statistische Auswertung 
 
Alle durchgeführten Experimente wurden mindestens dreimal unabhängig voneinander 

wiederholt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen (+/- SD) der Aktivi-

täten der einzelnen Promotorkonstrukte. Die relative Luciferaseaktivität wurde durch Divi-

sion von Firefly Aktivität zu Renilla Aktivität erhalten. Zur statistischen Auswertung wurde 

bei allen Versuchen die Software GraphPadPrism 5 (San Diego, CA, USA) verwendet, 

wobei ein bzw. zweiseitige ANOVA-Tests mit anschließendem Bonferroni-Test vollzogen 

wurden, da hierbei zwei Parameter berücksichtigt werden konnten. Allein bei der Messung 

des PMA-Effektes im Vergleich zu unstimulierten Zellen wurde ein Student’s T-Test ver-

wendet. Statistische Werte p<0,05 entsprechen dem Signifikanzniveau (*), während Werte 

mit p<0,01 als sehr signifikant (**) und solche mit p<0,001 als hochsignifikant (***) markiert 

wurden. 
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 3 Ergebnisse 

3.1  Allgemeine Erkenntnisse über Flotillin Promotorregionen 
 
Die für diese Doktorarbeit ausgesuchten Flotillin Promotorregionen wurden zunächst mit 

Bioinformatik analysiert. Beim Flotillin-1 Gen befindet sich das Startcodon im Bereich des 

zweiten Exons, während es sich für das Flotillin-2 Gen im ersten Exon befindet. Allgemein 

bekannt ist, dass sich das Flotillin-1 Gen in der humanen Genomsequenz in direkter 

Umgebung des IER3-Gens (immediate early response gene 3) befindet. Die Aufgabe des 

IER3-Gens besteht darin, die Zelle vor Apoptose durch Mediatoren zu schützen [118]. Für 

jedes Flotillin–Gen wurden bei den durchgeführten Experimenten je vier unterschiedliche 

Promotorkonstrukte von je unterschiedlicher Länge konstruiert. Die Promotorkonstrukte 

von Flotillin-1 hatten eine Länge von 2600, 1330, 630, 375 bp. Das längste 

Promotorkonstrukt von Flotillin-1 enthält demzufolge die gesamte Sequenz des IER3-

Gens, während die kürzeren Promotorkonstrukte entweder in der 3’UTR Region des IER3-

Gens (F1-1330), in der 567 bp großen intergenetischen Region zwischen IER3 und dem 

Flotillin-1 Gen (F1-630), oder im ersten Exon des Flotillin-1 Gens (F1-375) starten. Für die 

Promotorkonstrukte von Flotillin-2 wurden Konstrukte in einer Länge von 2130, 1385, 930, 

560 bp hergestellt. Über Flotillin-2 wissen wir, dass es benachbart von DHRS13 liegt, 

einem Gen zugehörig zur Dehydrogenase/Reduktase Familie. Die beiden längsten 

Flotillin-Promotorkonstrukte F2-2130 und F2-1385 beinhalten die kodierende Region des 

Gens DHRS13, während die beiden kürzeren Konstrukte F2-930 und F2-560 in einer 

3’UTR Region des DHRS13 beginnen [119]. 

3.2 Promotoranalysen 
 
Nachdem die funktionellen Promotorregionen in den humanen Genen von Flotillin-1 und 

Flotillin-2 identifiziert waren, wurden die Sequenzen sowohl untereinander als auch mit 

den murinen Sequenzen verglichen. Dabei wurden sogenannte Alignments angefertigt und 

murine sowie humane Promotorbereiche auf ihre Homologie hin untersucht. Es wurde 

insbesonders nach konservierten Regionen gesucht. Bei weiteren Untersuchungen wurde 

darüber hinaus ermittelt, ob potentielle Transkriptionsfaktorbindestellen existieren und 

inwieweit diese an der Regulation der Flotillin-1 und Flotillin-2 Promotorregionen beteiligt 

sein könnten.  
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3.2.1 Vergleich der Flotillin Promotoren 
 
Die Nukleotidsequenzen der murinen und humanen Flotillin-1 und Flotillin-2 

Promotorregionen weisen eine hohe Ähnlichkeit auf. Aufgrund dieser Tatsache darf man 

annehmen, dass diese konservierten Regionen der Promotoren eine Rolle bei der 

Regulation der Genexpression spielen. Anlässlich dieser These sollte der Vergleich 

ausgewählter muriner und humaner Promotorsequenzen zeigen, ob sich tatsächlich 

konservierte Bereiche in den Promotorregionen befinden. Zu Beginn lag jeweils die 

humane DNA Sequenz vor. Anhand des bekannten Startcodons (ATG), wurde ein 

Promotorbereich von 2600 bp für Flotillin-1 und 2130 bp für Flotillin-2 vor dem 

Translationsstartpunkt (ATG), auf dem DNA Strang ausgewählt. 

Da unterschiedliche Alignment-Programme im Internet zur freien Verfügung stehen, wurde 

bereits an dieser Stelle eine Auswahl getroffen. Insgesamt wurden die 

Promotoralignments der Konstrukte mit BLAST (http://blast.ncbi-nlm.nih.gov/Blast.cgi), Kalign 

(http:www.ebi.ac.uk/Tools/msa/kalign) und Mulan (http://mulan.dcode.org) durchgeführt. 

Schlussendlich wurden allein die Ergebnisse der Alignments von Mulan zur Auswertung 

herangezogen. Die automatische Einteilung in verschiedene Sequenzbereiche sowie die 

bessere Übersicht der Ergebnisse waren hierfür entscheidend. Mittels dieser Methode 

konnte für Flotillin-1  eine Homologie zwischen Mensch und Maus von 61% (1573 bp/2600 

bp) ermittelt werden. Für Flotillin-2 betrug der Test auf Homologie 40% (857 bp/2130 bp). 

Die unterschiedlich langen Sequenzabschnitte unterscheiden sich in ihrer Länge und 

Homologie. Die größte Übereinstimmung der Basenpaare von 77% befindet sich in dem 

längsten Abschnitt mit insgesamt 818 bp von 1061 bp.  

 
Die Abb. 5 Längster Abschnitt mit einer Homologie 77% (S. 84) 

 
Die Promotorsequenz von Flotillin-2 wurde von Mulan automatisch in vier unterschiedlich 

große Abschnitte unterteilt und analysiert. Bei der Sequenz mit der größten Homologie von 

80% findet sich eine Basenübereinstimmung von 392 bp von 489 bp.  

 
Die Abb.6 Längster Sequenzabschnitt mit einer Homologie von 80% (S. 85) 

 

3.2.2 Potentielle Bindestellen für Transkriptionsfaktoren  
 
Bei der Analyse der homologen Bereiche wurden viele potentielle Bindungstellen für 

Transkriptionsfaktoren in den Promotorregionen von humanem und murinem Flotillin-1 und 

Flotillin-2 gefunden. Für Flotillin-1 wurde beispielsweise eine 2600 bp, für Flotillin-2 eine 

2130 bp umfassende Region des Promotors stromaufwärts (upstream) des ermittelten 
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Translationsstartpunktes mit den Programmen MatInspector und DiAlign professional 

(Genomatix Software GmbH, München) auf potentielle Bindestellen für bekannte 

Transkriptionsfaktoren untersucht [120, 121]. Das frei im Internet verfügbare Programm 

enthält eine Sammlung von bekannten Transkriptionsfaktorbindestellen verschiedener 

Spezies. Für weiterführende Experimente waren vor allem die Promotorregionen 

interessant, welche in beiden Spezies, Maus und Mensch, als potentiell mögliche 

Transkriptionsfaktorbindestellen von dem Programm ausgewiesen wurden. Um möglichst 

nur Transkriptionsfaktoren mit einer hohen Sequenzübereinstimmung zu erhalten und 

dabei möglichst viele falsch positive Treffer zu vermeiden, wurde ein Schwellenwert von 

90% (0,9) gewählt. Der Standardwert von Genomatix beträgt nur 75% (0,75). Für Flotillin-1 

wurden innerhalb der 2600 bp stromaufwärts des Translatiosstartpunktes (ATG) 

insgesamt 653 potentielle Transkriptionsfaktorbindestellen von Genomatix gefunden. Bei 

dem Transkriptionsfaktorscreening von Flotillin-2 konnte Genomatix 555 potentielle 

Transkriptionsfaktorbindestellen ausfindig machen. Die humane Sequenz wurde als 

Referenzsequenz genommen. Das bedeutet, dass potentielle Transkriptionsfaktoren, die 

einen Wert >0,9 im humanen Sequenzscreening erreichten gleichzeitig im murinen 

Sequenzscreening mit einem Wert <0,9 angegeben werden konnten. Ein konservierter 

Promotorbereich zeichnet sich durch die gleiche Position und Sequenz im Genom aus. Für 

viele der Transkriptionsfaktoren (z.B. ETS Familie) besteht die Möglichkeit, dass eine 

Transkriptionsfaktorbindestelle mehrere Male im Promotorbereich vorkommt. Das lässt 

vermuten, dass diese Transkriptionsfaktoren einen funktionell großen Einfluss auf die 

Transkription des untersuchten Gens haben könnten. Die nachfolgenden Tabellen 

beschreiben alle potentiellen Transkriptionsfaktoren für Flotillin-1 und Flotillin-2, >2000bp 

upstream vom Translationsstartcodon entfernt liegend. Bei der computer-basierten 

Analyse der zwei Flotilline habe ich mich dabei auf 19 besonders interessante, potentielle 

Transkriptionsfaktoren konzentriert, die wir in unserer Publikation (Banning et al.) weiter 

untersucht haben.  

3.2.2.1 Potentielle humane/murine Transkriptionsfaktoren für Flotillin-1 
Tab. 17: Auflistung potentieller humaner/muriner Transkriptionsfaktoren für Flotillin-1 
Matrix 
Familie 

Detail 
Familien 
Information 

Anzahl 
Treffer 
murin 

Anzahl 
Treffer 
human 

Funktion ( von MatInspector) 

PTBP Plant TATA binding protein 

factor 

1 1 Bindet Intron-mPNA 

TF2B RNA Polymerase II transcrip-

tion factor IIB 

2 2 Thealeave Inhibitor, Leberzellkarzinom 

ABDB Abdominal-B type homeodo-

main transcription factors 

4 5 Regeneration, Wachstumsregulierung, 

Formations 
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AP2F Activator protein 2 5 5 Entwicklung des Kranium & Extremitäten/ 

Embryogenese 

BRNF Brn POU domain factors 1 1 Proliferation & Differenzierung des Ske-

letts / retinaler Ganglienzellen 

CEBP Ccaat/Enhancer Binding Pro-

tein 

2 2 Proliferation & Differenzierung 

CREB cAMP-responsive element 

binding proteins 

8 4 Zellproliferation & Leukozytogenese 

CTCF CTCF and Boris gene family 12 13 Unterschiedliche Zelluläre Prozesse 

DLXF Diastal-less homeodomain 

transcription factors 

2 2 Cephale Differenzierung in Neuronen 

DMRT DM domain-containing tran-

scription factors 

1 2 Sexualentwicklung und Evolution 

E2FF E2F-myc activator/ cell cy-

cle regulator 

12 13 Zellexpansionskontrolle, kardiale Ent-

wicklung, Neurogenese 

EBOX E-Box binding factor 5 4 Myoblastendifferenzierung, Expression 

von ER-Chaperonen 

EGRF EGR/nerve growth factor 

induced protein C&related 

factors 

26 25 Zellwachstum, Migration, ERK1/2 

Phosphorylierung, Überexpression in 

Tumorzellen, Alzheimers Demenz 

ETSF Human & murine ETS1 fac-
tors 

26 15 Wichtige Rolle während Inflammation , 
Mucushyperproduktion in COPD, Diffe-

renzierung in Prostata -CA 

FHKD Fork Head domain factors 7 7 Nachweislich in Rhabdomyosarkom, Rolle 

bei Aquaporinen 

GATA GATA binding factors 4 2 Hämatopoese, Endometriumdifferen-

zierung 

GCMF Chorion-specific transcription 

factors with a GCM DNA bind-

ing domain 

4 6 Syncytiothrophoblastbildung 

GLIF GLI zinc finger family 7 4 Embryonale, neuronale Entwicklung, Os-

teoblastdifferenzierung 

HAML Human acute myelogenous 

leukemia factors 

2 2 Osteoblastendifferenzierung 

HAND Twist subfamily of class B 

bHLH transcription factors 

7 5 Hämatopoese und Kardiogenese 

HASF HIF-1ancillary sequence fami-

ly 

3 1 Effluxpumpfunktion 

HBOX Homeobox transcription factor 3 3 Entwicklung und Differenzierung in Neu-

ronen 
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HDBP Huntigton`s disease gene 

regulatory region 

1 5 Regulation essentieller Zellprozesse 

HICF Krueppel-likeC2H2 zinc finger 

factors hypermethylated in 

cancer 

2 2 Transkriptionsunterdrückung 

HOMF Homeodomain transcripton 

factors 

7 13 Frühe Embryogenese 

HOXC HOX-PBX complexes 1 1 Bildung & Differenzierung während der 

Embryogenese, Differenzierung von Neu-

roblastomen 

HOXF Paralog hox genes 1-8 from 

the four hox clusters A,B,C,D 

8 7 Axonproliferation, Pharyngealentwicklung 

INSM Insulinoma associated fac-

tors 

5 5 Embryonale Differenzierung, Neuro-

endokrine Entwicklung 

IRFF Interferon regulatory factors 3 6 Regulation von Typ I Interferonen 

KLFS Krueppel like transcription 

factor 

23 12 Zellwachstum, Differenzierung ZNS 

Transformation Anti& Proproliferation 

in Krebszellen, Embryonale Entwick-

lung 

LHXF Lim homeodomain factors 3 3 Entwicklung der Neuroglia, Migration 

MAZF Myc associated zinc fingers 4 7 Retinale & pituitare Entwicklung, Regu-

lation von Neuroglia, Muskelentwick-

lung 

MEF3 MEF3 binding sites 4 1 Muskelentwicklung, Myogenese 

MOKF Mouse Krueppel factor 4 2 Retinale Entwicklung 

MYBL Cellular and viral myb-like 

transcriptional regulators 

9 8 Hämoglobinproduktion 

MYOD Myoblast determining factors 5 4 Myogenese 

MZF1 Myeloid zinc finger1 factors  1 Zellwachstum, Krebsentwicklung 

NFKB Nuclear factor kappa B/c-rel 7 10 Proinflammatorische Antwort während 

Infektionen, essentiell für Tumor progres-

sion 

NGRE Glucocorticoid response ele-

ments 

4 5 Glukokortikoideffekt 

NKX1 NK1 homobox transcription 

factors 

2 2 Homeobox Gene, Neurogenese 

NKX6 NK6 homeobox transcription 

factors 

3 5 Homeobox Gene, β -Zellproliferation 

NOLF Neuron-specific olfactory fac- 3 3 Adipozyten, Osteoblasten, retinale Ent-
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tor wicklung, B-Zell Differenzierung 

NR2F Nuclear receptor subfamily2 

factors 

1 1 Neuronale / Hippokampale Differenzier-

ung 

PAX3 PAX-3 binding sites 2 1 Neuronale Differenzierung, Melanozyten 

Entwicklung 

PAX5 PAX-5 B-cell-specific activa-

tor protein 

7 8 Krebsentwicklung, Gastrische B-Zell 

entwicklung, Lymphome, Leukämie 

PAX6 PAX-4/PAX-6 paired domain 

sites 

2 2 Neurogenese, Retinogenese, Regulation 

Differenzierung des Hippokampus 

PBXC PBX-1MEIS1 complexes 2 1 Tumorgenese 

PCBE PREB core-binding element 1 1 Humane Entwicklung, Pankreas 

PDX1 Pancreatic and intestinal 

homeodomain transcription 

factor 

2 2 Pankreas und B-Zell Differenzierung 

V$PLAG Pleomorphic adenoma gene 14 11 Tumorwachstum/Entwicklung 

V$RUSH SWI/SNF related nucleophos-

phoproteins with a RING fin-

ger DANN binding motif  

1 2 Tumore des Magens 

RXRF RXR heterodimer binding 

sites, human Retinoid X re-

ceptor 

12 15 Fundamentale Biologische, Zelluläre, 

Differezierungsprozesse 

SATB Special AT-rich sequence 

binding protein 

1 1 Homeobox, Regulation von Stammzellen 

SORY SOX/SRY-sex/testis determin-

ing and related HMG box fac-

tors 

8 7 Pituitare Adenome 

SP1F GC-Box factors SP1/GC 21 27 Modulator von Zellwachstum, Apopto-

se, Immunantwort etc. 

SPZI Testis-specific bHLH-Zip tran-

scription 

5 2 Zellproliferationsregulator, Spermatogen-

ese 

STAT Signal transducer and acti-
vator of transcription 

9 9 Organogense 

XBBF X-box binding factors 4 5 T-Zell Regulation 

ZBPF Zinc binding protein factors 31 16 Modulator von Zellwachstum, Differen-

zierung, Apoptose 

ZF02 C2H2 zinc finger transcription 

factors 2 

13 13 Tumorentwicklung, Chondrozytendifferen-

zierung 
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3.2.2.2 Potentielle humane/murine Transkriptionsfaktoren für Flotillin-2 
Tab. 18: Auflistung potentieller humaner/muriner Transkriptionsfaktoren für Flotillin-2 
Matrixfa-

milie 

Detail Familien Information Anzal 

Treffer 

murin 

Anzahl 

Treffer 

human 

Funktion ( von MatInspector) 

INRE Core promotor initiator ele-

ments 

4 1 Repressor von SOS Regulierung in Bacil-

lus subtilis 

TF2B RNA polymerase II transcrip-

tion factor IIB 

1 2 Expression begünstigt Überleben 

ABDB Abdominal-B type homeodo-

main transcrption factor 

7 6 Regeneration, Wachstumsregulierung 

und- differenzierung 

AP1R MAF and AP1 related factors 10 4 B-Zell spez. Transkriptionsrepressor 

AP2F Activator protein 2 3 8 Differenzierungsrepressor, Entwicklung 

des Kranium & Extremitäten/ Embryoge-

nese 

ATBF AT-binding transcriptin factor 1 4 Zellwachstumsinhibitor & maligne Trans-

formation zum HCC 

BARB Barbiturate-inducible element 

box from pro+eukaryotic 

genes 

1 1 Interaktive CytochromP450 Enzyme, α-1 

Glycoprotein Genregulator 

BCL6 POZ domain zinc finger ex-

pressed in B-Cells 

4 4 Verhindert die Entwicklung von B-Zellen, 

Protoonkogenen, Geschlechtsdifferenzie-

rung, B-Zell- Lymphomen 

BRNF Bm POU domain factor 9 11 Ganglienzell Differenzierung, Neurogene-

se, Osteoclastogenese 

CARE Calcium –response elements 1 1 Regulierung von p53 Signalkaskaden, 

Wachstumsförderung 

CDXF Vertebrate caudal related 

homeodomain protein 

4 3 Embryonale Entwicklung, Regulierung 

von Proliferation & Differenzierung 

CEBP Ccaat/Enhancer Binding Pro-

tein 

5 6 Proliferation & Differenzierung 

CREB cAMP-responsive element 

binding proteins 

3 7 Zellproliferation, Leukogenesis 

CSEN Calsenilin, presenilin binding 

protein, EF hand transcription 

factor 

3 1 Transkriptionsrepressor 

CTCF CTCF and BORIS gene fami-

ly 

11 11 Unterschiedliche Zelluläre Prozesse 

DLXF Distal-less homeodomain 

transcription factors 

4 7 Plazentawachstum, Großhirnentwicklung, 

Neurogenese 
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DMRT DM domain-containing tran-

scription factors 

13 1 Sexualentwicklung und Evolution 

E2FF E2F-myc activator/ cell cy-

cle regulator 

14 5 Zellexpansions- 

Kontrolle; T-Zelle, cardiale Entwick-

lung, Neurogenese 

EBOX Ebox bindin factor 4 3 Myoblastendifferenzierung, Expression 

von ER-Chaperonen 

EGRF EGR/nerve growth factor 
induced protein C&related 

factors 

4 6 Zellwachstum, Migration, ERK1/2 Akti-
vierung, Überexpression in Tumoren, 

AD 

ETSF Human & murine ETS1 fac-

tors 

16 9 Rolle während Inflammation, Mucus 

hyperproduction bei COPD, Differen-

zierung in Prostata-CA 

EVI1 EVI1-myeloid transforming 

protein 

10 9 Leukogenesis, beeeinflusst (MDS & AML) 

Leukemie 

FKHD Fork Head domain factors 7 7 Rolle in Rhabdomyosarkomen Aqua-

porinen 

GATA GATA binding factors 11 6 Hämatopoese, Endometriumdifferen-

zierung 

GCMF Chorion-specific transcription 

factors 

6 8 Syncytiothrophoblastformation 

GLIF GLI zinc finger family 2 4 Embryonale, neuronale Entwicklung, Os-

teoblastendifferenzierung 

HAND Twist subfamily of class B 

bHLH transcription factors 

9 3 Hämatopoese und Kardiogenese 

HBOX Homeobox transcrption fac-

tors 

7 14 Entwicklung und Differenzierung in Neu-

ronen 

HDBP Huntington`s disease gene 

regulatory region 

2 2 Regulation essentieller Zellprozesse 

HICF Krueppel-likeC2H2 zinc finger 

factors hypermethylated in 

cancer 

5 3 Transkriptionaler Repressor 

HOMF Homeodomain transcription 

factors 

15 13 Frühe Embryogenese, Entwicklung des 

Vestibularorgans 

HOXF Paralog hox genes 1-8 from 

the four hox clusters A,B,C,D 

9 22 Axonproliferation, Entwicklung der Phar-

yngealbögen 

INSM Insulinoma associated fac-

tors 

2 1 Embryonale Differenzierung, Neuro-

endokrine Entwicklung 

IRFF Interferon regulatory factors 2 1 Regulierung von TypI Interferonen 

KLFS Krueppel like transcrption 13 15 Modulator des Zellwachstums, Diffe-
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factors renzierung ZNS Transformation Anti-& 

Proproliferation in Krebs-, Embryonale 

Entwicklung 

LHXF Lim homrodomain factors 6 20 Entwicklung der Neuroglia, Regulator Mig-

ration 

MAZF Myc associated zinc fingers 4 2 Retinale & pituitare Entwicklung, Regu-

lation von Neuroglia,CN8 Expression & 

Differenzierung, Muskelentwicklung 

MOKF Mouse Krueppel like factor 5 2 Retinale Entwicklung 

MYBL Cellular and viral Myb-like 

transcriptional regulators 

11 5 Hämoglobinproduktion 

MYOD Myoblast determining factors 7 6 Myogenese 

MZF1 Myeloid zinc finger 1 factors 1 1 Zellproliferation, Krebsentwicklung 

NFKB Nuclear factor kappa B/c-rel 2 4 Proinflammatorische Antwort, Kotrolle der 

Immunantwort während Infektionen, es-

sentiell für die Tumorprogression 

NKX1 NK1 homobox transcription 

factors 

2 3 Homeobox Gene, Neurogenese 

NKX6 NK6 homeobox transcription 

factors 

5 6 Homeobox Gene, β -Zellproliferation 

NOLF Neuron-specific olfacatory 

factor 

3 3 Adipozyten, Osteoblasten, retinal Entwick-

lung, B-Zell-Differenzierung 

NR2F Nuclear receptor subfamily2 

factors 

9 6 Neuronale / Hippokampale Differenzier-

ung 

PAX3 PAX-3 binding sites 2 1 Neuronale Differenzierung, Melanozyten 

Entwicklung 

PAX5 PAX-5 B-cell-specific activa-

tor protein 

9 4 Krebszellentwicklung, gastrische B-

Zellentwicklung, Rolle in Lymphomen, 

Leukämia 

ePAX6 PAX-4/PAX-6 paired domain 

sites 

3 4 Neurogenese, Retinogenese, Regulation 

Differenzierung des Hippokampus 

PBXC PBX1-MEIS1 complexes 3 1 Tumorgenese 

PCBE PREB core-binding element 1 1 Humane Entwicklung, Pankreas 

PDX1 Pancreatic and intestinal 

homeodomain transcription 

factor 

4 7 Pankreas und B-Zell Differenzierung 

PLAG Pleomorphic adenoma gene 15 7 Tumorwachstum/Entwicklung 

RUSH SWI/SNF related nucleophos-

phoproteins with a RING fin-

3 2 Rolle bei Magentumoren 
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ger DNA binding motif  

RXRF RXR heterodimer binding 

sites, human Retinoid X re-

ceptor 

6 11 Fundamentale Biologische, Zelluläre, 

Differezierungsprozesse 

SORY SOX/SRY-sex/testis determin-

ing and related HMG box fac-

tors 

19 11 Hypophysenadenom 

SP1F GC-Box factors SP1/GC 9 9 Modulator von Zellwachstum, Apopto-
se, Immunantwort etc. 

STAT Signal transducer and acti-

vator of transcription 

12 8 Organogenese 

XBBF X-box binding factors 12 8 T-Zell Regulierung 

ZBPF Zinc binding protein factors 6 6 Modulator von Zellwachstum, Differen-

zierung, Apoptose 

ZF02 C2H2 zinc finger transcription 

factors 2 

10 8 Tumorentwicklung, Chondrozytendifferen-

zierung 

 

3.2.2.3 Potentielle humane/murine Transkriptionsfaktoren der Flotilline 
Tab. 19: Auflistung potentieller humaner/muriner Transkriptionsfaktoren für Flotillin-1 & 2 
Matrix 
Familie 

Detail 
Familien 
Information 

Funktion ( von MatInspector) 

TF2B RNA Polymerase II transcription factor 

IIB 

Thealeave Inhibitor, Leberzell-CA 

ABDB Abdominal-B type homeodomain tran-

scription factors 

Regeneration, Wachstumsregulierung und Entwick-

lung 

AP2F Activator protein 2 Entwicklung des Kranium & Extremitäten/ Embryo-

genese 

BRNF Brn POU domain factors Proliferation & Differenzierung des Skeletts, retina-

ler Ganglienzellen 

CEBP Ccaat/Enhancer Binding Protein Proliferation & Differenzierung 

CREB cAMP-responsive element binding pro-

teins 

Zellproliferation & Leukozytogenese 

CTCF CTCF and Boris gene family Unterschiedliche Zelluläre Prozesse 

DLXF Diastal-less homeodomain transcription 

factors 

Cephale Differenzierung in Neuronen 

DMRT DM domain-containing transcription fac-

tors 

Sexualentwicklung und Evolution 

E2FF E2F-myc activator/ cell cycle regulator Zellexpansions- 

Kontrolle; T-Zelle, kardiale Entwicklung, Neuroge-
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nese 

EBOX E-Box binding factor Myoblastendifferenzierung, Expression von ER-

Chaperonen 

EGRF EGR/nerve growth factor induced pro-

tein C&related factors 

Zellwachstum, Migration, ERK1/2 Kontrolle, Über-

expression in Tumoren, AD 

ETSF Human & murine ETS1 factors Rolle während Inflammation, Mucus hyperproduc-

tion bei COPD, Differenzierung in Prostata-CA 

FHKD Fork Head domain factors Rhabdomyosarkom, Aquaporine 

GATA GATA binding factors Hämatopoese, Endometriumdifferenzierung 

GCMF Chorion-specific transcription factors 

with a GCM DNA binding domain 

Syncytiothrophoblastformation 

GLIF GLI zinc finger family Embryonale, Neuronale Entwicklung, Osteoblasten 

Differenzierung 

HAND Twist subfamily of class B lbHLH tran-

scription factors 

Hämatopoese und Kardiogenese 

HDBP Huntington`s disease gene regulatory 

region 

Regulation essentieller Zellprozesse 

HBOX Homeobox transcription factor Entwicklung und Differenzierung in Neuronen 

HICF Krueppel-likeC2H2 zinc finger factors 

hypermethylated in cancer 

Transkriptionsrepressor 

HOMF Homeodomain transcripton factors Frühe Embryogenese 

HOXF Paralog hox genes 1-8 from the four hox 

clusters A,B,C,D 

Axonproliferation, Entwicklung der Pharyn-

gealbögen 

INSM Insulinoma associated factors Embryonale Differenzierung, Neuroendokrine 

Entwicklung 

IRFF Interferon regulatory factors Regulation von Typ I Interferon 

KLFS Krueppel like transcription factor Modulator Zellwachstum, Differenzierung CNS 

Transformation Anti-& Proproliferation in Krebszel-

len, Embryonale Entwicklung, Reguliert Typ-1 Inter-

ferone 

LHXF Lim homeodomain factors Entwicklung der Neuroglia 

MAZF Myc associated zinc fingers Retinale & pituitare Entwicklung, Regulation von 

Neuroglia,CD8 Expression & Differenzierung, Mus-

kelentwicklung 

MOKF Mouse Krueppel factor Retinale Entwicklung 

MYBL Cellular and viral myb-like transcriptional 

regulators 

Hämoglobinproduktion 

MYOD Myoblast determining factors Myogenese 

MZF1 Myeloid zinc finger1 factors Zellproliferation, Krebszellentwicklung 
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NFKB Nuclear factor kappa B/c-rel Proinflammatorische Antwort, Kontrolle der Immun-

antwort während Infektionen, essentiell für die Tu-

morprogression 

NKX1 NK1 homobox transcription factors Homeobox Gene, Neurogenese 

NKX6 NK6 homeobox transcription factors Homeobox Gene, β -Zellproliferation 

NOLF Neuron-specific olfactory factor Adipozyten, Osteoblasten, retinal Entwicklung, B-

Zell Differenzierung 

NR2F Nuclear receptor subfamily2 factors Neuronale / Hippokampale Differenzierung 

PAX3 PAX-3 binding sites Neuronale Differenzierung, Melanozyten Entwick-

lung 

PAX5 PAX5 B-cell-specific activator protein Krebszellentwicklung gastrische B-Zell Entwicklung, 

Lymphome, Leukämie 

PAX6 PAX-4/PAX-6 paired domain sites Neurogenese, Retinogenese, Regulation/ Differen-

zierung des Hippokampus 

PBXC PBX-1-MEIS1 complexes Tumorgenese 

PCBE PREB core-binding element Humane Entwicklung, Pankreasdifferenzierung 

PDX1 Pancreatic and intestinal homeodomain 

transcription factor 

Pankreas und B-Zell-Diferenzierung 

PLAG Pleomorphic adenoma gene Tumorwachstum/Entwicklung 

RUSH SWI/SNF related nucleophosphopro-

teins with a RING finger DNA binding 

motif  

Magenkarzinom 

RXRF RXR heterodimer binding sites, human 

Retinoid X receptor 

Fundamentale Biologische, Zelluläre, Differezier-

ungsprozesse 

SORY SOX/SRY-sex/testis determining and 

related HMG box factors 

Hypophysenadenom 

SP1F GC-Box factors SP1/GC Modulator von Zellwachstum, Apoptose, Immunan-

twort etc. 

STAT Signal transducer and activator of tran-

scription 

Organogenese 

XBBF X-box binding factors T-Zell Regulierung 

ZBPF Zinc binding protein factors Modulator von Zellwachstum, Differenzierung, 

Apoptose 

ZF02 C2H2 zinc finger transcription factors 2 Tumorentwicklung, Chondrozytendifferenzierung 
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 3.3 Promotoraktivität der Flotilline-1/-2 
 
Die unterschiedlichen Promotorkonstrukte von Flotillin-1 oder Flotillin-2 wurden in HeLa-Zellen 

transfiziert. Als Negativkontrolle wurde der leere Kontrollvektor pGL3-Basic Vektor transfiziert.  

 
Abb. 7: Flotillin-1 Promotorbasalaktivität in serumfreiem Medium 
HeLa-Zellen mit transfizierten Promotorkonstrukten (F1-2600, F1-1330, F1-630, F1-375) und dem Kontrollvek-
tor(pGL3-Basic Vektor). F1-2600 ist das Referenzkonstrukt. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung. Die 
Zellen sind 48h in Hungermedium, DMEM -/- inkubiert worden. (***)p <= 0,001. Anzahl der Versuche n= >3. Ernte 48h 
nach Transfektion. 
 
Die Abb. 7 zeigt die Mittelwerte der Aktivitäten der Flotillin-1 Promotorkonstrukte (F1-2600, F1-

1330, F1-630, F1-375) und den Kontrollvektor (pGL3-Basic Vektor). Insgesamt wurde 48 h in 

Hungermedium, DMEM-/- (0% FCS) inkubiert. Anschließend wurden die Zellen geerntet und die 

relative Luciferaseaktivität der Renilla- und Fireflyaktivität mit Hilfe des Tecan Readers bestimmt. 

Bei der statistischen Auswertung wurde der Wert für das größte Promoterkonstrukt F1-2600 auf 

1 gesetzt. Der Kontrollvektor ohne spezifisches Promotorkonstrukt hat im Versuch die geringste 

Gesamtaktivität. 

Deutlich zu erkennen ist, dass sich die relative Luciferaseaktivität der Konstrukte F1-630, F1-

1330 und F1-2600 auf einem gleichen Niveau befindet. Das Konstrukt F1-375 hat im Vergleich 

zu F1-2600 eine signifikant geringere Aktivität von p< 0,001. Da das Luciferaseaktivitätsniveau 

des Konstruktes F1-375 im Vergleich zu den anderen Konstrukten signifikant vermindert ist, 

vermute ich, dass sich zwischen der Base F1-375 und F1-630 eine wichtige genregulatorische 

Sequenz befindet, die ein Mindestaktivitätsniveau ermöglicht.  
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Abb. 8: Flotillin-2 Promotorbasalaktivität in serumfreiem Medium 
HeLa-Zellen mit transfizierten Promotorkonstrukten (F2-2130, F2-1385, F2-930, F2-560) und dem Kontrollvek-
tor(pGL3-Basic Vektor). F2-2130 ist das Referenzkonstrukt. Die Zellen sind 48h in Hungermedium, DMEM -/- inkubiert 
worden. (***)p <= 0,001, (*)p <= 0,05. Anzahl der Versuche n= >3. Ernte 48h nach Transfektion. 
 
In der Abb. 8 wurde die Flotillin-2 Promotorregion in Hungermedium/ serumfreiem Medium un-

tersucht. Dafür wurden die Promotorkonstrukte (F2-2130, F2-1385, F2-930, F2-560) und der 

Kontrollvektor (pGL3-Basic Vektor) für 48 h in Hungermedium, mit DMEM-/- (0% FCS) inkubiert. 

Im Anschluss wurden die Zellen geerntet und die relative Luciferaseaktivität der Renilla- und 

Fireflyaktivität mit Hilfe des Tecan Readers ermittelt. Zur statistischen Auswertung wurde der 

Wert für das größte Promotorkonstrukt F2-2130 auf 1 gesetzt. 

Insgesamt betrachtet hat das Konstrukt F2-1385 das höchste relative Luciferaseaktivitätsniveau, 

wobei im Vergleich zum Konstrukt F2-2130 kein signifikanter Unterschied bestand. Das kleinste 

Konstrukt F2-560 zeigt eine signifikant geringere relative Luciferaseaktivität. 

Die Luciferaseaktivität des Konstrukts F2-930 ist signifikant geringer mit (p<0,05) als F2-2130. 

Der Kontrollvektor hat im Versuch die geringste Luciferaseaktivität. 

In der Folge kann man annehmen, dass sich in dem Bereich zwischen der Base 560 und den 

längeren Konstrukten mit den höchsten relativen Luciferaseaktivitäten eine regulatorische Regi-

on befindet, die zu einer erhöhten Promotoraktivität führt. Die Region scheint eine entsprechend 

hohe Basalaktivität zu ermöglichen. Die deutlich verminderte Basalaktivität des Konstruktes F2-

560 deutet darauf hin, dass diesem Konstrukt bereits essentielle Elemente der Genregulation 

fehlen und sich diese möglicherweise weiter upstream befinden.  
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Abb. 9: Promotoraktivität der Flotillin-1 bei FCS 10% 
HeLa-Zellen mit transfizierten Promotorkonstrukten (F1-2600, F1-1330, F1-630, F1-375) und dem Kontrollvek-
tor(pGL3-Basic Vektor). F1-2600 ist das Referenzkonstrukt. Die Zellen sind 48h in DMEM +/+ inkubiert worden. An-
zahl der Versuche ist gleich n= >3. Ernte 48h nach Transfektion. 
 
Die Abb. 9 veranschaulicht graphisch die Mittelwerte der Promotoraktivitäten von Flotillin-1. Die 

Promotorkonstrukte (F1-2600, F1-1330, F1-630, F1-375) und der Kontrollvektor (pGL3-Basic 

Vektor) wurden 48h mit DMEM+/+ (10% FCS) stimuliert. Nachfolgend wurden die Zellen 48h 

nach Transfektion geerntet und die relative Luciferaseaktivität der Renilla und Fireflyaktivität mit 

Hilfe des Tecan Readers gemessen. Bei der statistischen Auswertung wurde der Wert für das 

größte Promotorkonstrukt F1-2600 auf 1 gesetzt. 

Das Konstrukt F1-1330 weist im Vergleich zum Konstrukt F1-2600 die höchste, signifikante rela-

tive Luciferaseaktivität auf. Dabei ist die Standardabweichung des Konstruktes F1-1330 jedoch 

sehr hoch. Die relative Luciferaseaktivität der beiden Konstrukte F1-630 und F1-2600 unter-

scheiden sich hierbei nicht. 
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Abb. 10: Promotoraktivität der Flotillin-2 bei FCS 10% 
HeLa-Zellen mit transfizierten Promotorkonstrukten (F2-2130, F2-1385, F2-930, F2-560) und dem Kontrollvek-
tor(pGL3-Basic Vektor). F2-2130 ist das Referenzkonstrukt. Die Konstrukte wurden 48h in DMEM +/+ inkubiert. Die 
zwei Sterne über dem Konstrukt F2-560 zeigen das Signifikanzniveau von p <= 0,01. Anzahl der Versuche ist gleich 
n= >3. Ernte 48h nach Transfektion. 
 
Die Abb. 10 zeigt die Promotoraktivität der Flotillin-2 Promotorkonstrukte (F2-2130, F2-1385, F2-

930, F2-560) und des Kontrollvektors (pGL3-Basic Vektor). Die transfizierten Zellen wurden für 

48 h mit DMEM+/+ (10% FCS) stimuliert. Im Anschluss an die Stimulation wurden die Zellen ge-

erntet und die relative Luciferaseaktivität der Renilla- und Fireflyaktivität mittels Tecan Readers 

bestimmt. Bei der statistischen Auswertung wurde der Wert für das größte Promotorkonstrukt 

F2-2130 auf 1 gesetzt. 

Die Konstrukte F2-2130, F2-1385 und F2-930 weisen die höchsten relativen Luciferaseaktivitä-

ten auf. Das Konstrukt F2-560 hat im Vergleich zu F2-2130 eine signifikant geringere relative 

Luciferaseaktivität (p<0,01). Anhand dieser unterschiedlichen Luciferaseaktivitätsniveaus kann 

man davon ausgehen, dass sich zwischen F2-560 und den Konstrukten mit den höchsten relati-

ven Luciferaseaktivitäten eine besonders wichtige genregulatorische Einheit befindet die eine 

erhöhte Promotoraktivität ermöglicht. Die im Vergleich wesentlich verminderte relative Lucifera-

seaktivität des Konstruktes F2-560 zeigt, dass diesem Konstrukt bereits wesentliche Steuerele-

mente der Genregulation fehlen.  

3.4 Promotoraktivität nach EGF Stimulation 
 
Amaddii haben nachweisen können, dass Flotillin-1 ein starker Regulator am EGFR ist, der die 

weiter distal/downstream gelegenen ERK Signalkaskaden aktivieren kann. In der Signalkaskade 

verbindet sich Flotillin-1 zu einem Komplex mit EGFR, und interagiert mit CRAF, MEK1, ERK 

und KSR1 [32]. Aufgrund der essentiellen Rolle von Flotillin-1 in der EGFR-Signalkaskade habe 

ich analysiert, ob im Umkehrschluss die Expression der Flotilline durch äußere Einflußnahme 

mittels EGF Rezeptoraktivierung reguliert werden könnte.  
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Abb. 11: Flotillin-1 Promotoraktivität nach Stimulation mit unterschiedl. EGF Konz. 
HeLa-Zellen mit transfiziertem Promotorkonstrukt F1-2600, stimuliert mit verschiedenen EGF-Konzentrationen ( un-
stimuliert, 1ng/ml, 10ng/ml, 25ng/ml). Das Unstimulierte, ist das Referenzkonstrukt. Die Zellen sind 24h in EGF oder 
48h unstimuliert inkubiert worden. (*)p <= 0,05. Anzahl der Versuche n= >3. Ernte nach 24h Stimulation bzw. 48h 
nach Transfektion. 
 
Die Abb. 11 stellt die Unterschiede des größten Promotorkonstruktes, F1-2600, stimuliert mit un-

terschiedlichen EGF Konzentrationen im Vergleich zu unstimulierten Zellen dar. Die Promotor-

konstrukte wurden für 24 h mit 1 ng/ml, 10 ng/ml und 25 ng/ml EGF stimuliert, bzw. 24 h in un-

stimuliertem Zustand inkubiert. In Folge wurden die Zellen geerntet und die relative Luciferase-

aktivität der Renilla und Fireflyaktivität mit Hilfe des Luminometers bestimmt. Bei der statisti-

schen Auswertung wurde der Wert für das unstimulierte Promotorkonstrukt auf 1 gesetzt. Deut-

lich zu erkennen ist, dass der Ansatz, welcher mit einer EGF- Konzentration von 10 ng/ml stimu-

liert wurde, im Vergleich zu den anderen Konzentrationen die höchste relative Luciferaseaktivität 

besitzt. Im einseitigen ANOVA zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied mit einer Irr-

tumswahrscheinlichkeit von p <0,05. Man darf deshalb davon ausgehen dass, das Optimum für 

eine Stimulation mit EGF bei einer Konzentration von 10 ng/ml liegt, woraufhin für weitere Expe-

rimente diese Konzentration verwendet wurde. 
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Abb. 12: Flotillin-2 Promotoraktivität nach Stimulation mit unterschiedl. EGF Konz. 
HeLa-Zellen mit transfiziertem Promotorkonstrukt F2-1385, stimuliert mit verschiedenen EGF-Konzentrationen (unsti-
muliert, 1 ng/ml, 10 ng/ml, 25 ng/ml) bzw. unstimuliert. Das unstimulierte ist das Referenzkonstrukt. Die Zellen sind 24 
h in EGF oder 48 h unstimuliert inkubiert worden. (**)p <= 0,01. Anzahl der Versuche n= >3. Ernte nach 24 h Stimula-
tion bzw. 48 h nach Transfektion. 
 
In Abb. 12 ist das Promotorkonstrukt F2-1385, stimuliert mit unterschiedlichen EGF Konzentrati-

onen im Vergleich zum Unstimulierten dargestellt. Bei diesem Experiment ist die Entscheidung 

auf das Konstrukt F2-1385 gefallen. Zwar ist es nicht das längste Konstrukt, dennoch hat es in 

den vorausgegangenen Experimenten die höchste Aktivität gezeigt. Bei den Messungen wurden 

die mit Promotorkonstrukten transfizierten Zellen für 24 h mit 1 ng/ml, 10 ng/ml und 25 ng/ml 

EGF stimuliert bzw. für 24 h unstimuliert inkubiert. Anschließend wurden die Zellen geerntet und 

die relative Luciferaseaktivität der Renilla- und Fireflyaktivität mit Hilfe des Tecan Readers be-

stimmt. Bei der statistischen Auswertung wurde der Wert für das Unstimulierte Promotorkon-

strukt auf 1 gesetzt. 

Deutlich zu erkennen ist, dass die Zellen, die mit einer EGF Konzentration von 10 ng/ml stimu-

liert wurden, die zweithöchste relative Luciferaseaktivität (p<0,05) im Vergleich zu den anderen 

Konzentrationen besitzen, wobei sich für eine Konzentration von 25 ng/ml eine deutlich geringe-

re Irrtumswahrscheinlichkeit (p<0,01) zeigt. In den darauffolgenden Experimenten wurde auf-

grund der Praktikabilität und insbesondere im Hinblick eines Vergleichs mit Flotillin-1 eine EGF 

Konzentration von 10 ng/ml verwendet.  
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Abb. 13: EGF Stimulation vs. unstimulierte Flotillin-1 Promotorregion  
HeLa-Zellen mit transfizierten Promotorkonstrukten (F1-2600, F1-1330, F1-630, F1-375) und dem Kontrollvek-
tor(pGL3-Basic Vektor). F1-2600 ist das Referenzkonstrukt. Die Zellen sind 24 h in EGF oder 48 h unstimuliert inku-
biert worden. Anzahl der Versuche n= >3. Ernte nach 24 h Stimulation bzw. 48 h nach Transfektion. 
 
Für diesen Versuch wurden die unterschiedlichen Promotorkonstrukte von Flotillin-1 während 

der Stimulation mit EGF und im Vergleich mit Hungermedium auf ihre relative Luciferaseaktivität 

hin untersucht (Abb. 13). Die Promotorkonstrukte (F1-2600, F1-1330, F1-630, F1-375) und der 

Kontrollvektor (pGL3-Basic Vektor) wurden dafür 24 h mit 10 ng/ml EGF stimuliert, bzw. 48 h in 

Hungermedium, DMEM-/- inkubiert. Die Zellernte erfolgte nach 48 h. Anschließend wurde die 

relative Luciferaseaktivität der Renilla- und Fireflyaktivität mit Hilfe des Luminometers durchge-

führt. Bei der statistischen Auswertung wurde der Wert für das größte unstimulierte Promoter-

konstrukt F1-2600 auf 1 gesetzt. 

Zu erkennen ist, dass es bei der Stimulation insbesondere der Promotorregionen (F1-630, F1-

1330, F1-2600) mit EGF zu einer Zunahme des Promotoraktivitätsniveaus kommt, dessen Un-

terschied statistisch gesehen jedoch nicht signifikant ist. Die Ergebnisse zeigen auch hier wie bei 

den vorigen Ergebnissen im Vergleich zum kleinsten Konstrukt F1-375 einen Unterschied auf.  
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Abb. 14: EGF Stimulation vs. unstimulierte Flotillin-2 Promotorregion  
HeLa-Zellen mit transfizierten Promotorkonstrukten (F2-2130, F2-1385, F2-930, F2-560) und dem Kontrollvek-
tor(pGL3-Basic Vektor).F2-2130 ist das Referenzkonstrukt. Die Konstrukte sind 24h in EGF bzw. 48h unstimuliert in-
kubiert worden. Die zwei Sterne über dem Konstrukt F2-2130/EGF zeigt das Signifikanzniveau von p <= 0,01. Der 
Stern über dem Konstrukt F2-930/EGF zeigt das Signifikanzniveau von p <= 0,05. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten 
stehen im Vergleich zu F2-2130 unstimuliert. Anzahl der Versuche ist gleich n= >3. Ernte nach 24h Stimulation bzw. 
48h nach Transfektion. 
 
In Abb. 14 sind die Flotillin-2 Promotorkonstrukte mit EGF stimuliert und unstimuliert aufgetra-

gen. Die Promotorkonstrukte (F2-2130, F2-1385, F2-930, F2-560) und der Kontrollvektor (pGL3-

Basic Vektor) wurden dafür 24 h mit 10 ng/ml EGF stimuliert bzw. 48 h unstimuliert inkubiert. Al-

le Zellen wurden 48 h nach Transfektion geerntet und die relative Luciferaseaktivität der Renilla- 

und Fireflyaktivität mit Hilfe des Tecan Readers ermittelt. Bei der statistischen Auswertung wur-

de der Wert für das größte unstimulierte Promotorkonstrukt F2-2130 auf 1 gesetzt. 

Es zeigt sich, dass die mit EGF stimulierten Konstrukte F2-2130, F2-1385 und F2-930 die 

höchsten relativen Luciferaseaktivitäten mit p<0,01 und p<0,05 aufweisen. Das Konstrukt F2-

560 zeigt eine geringere relative Luciferaseaktivität. Ebenfalls bei diesem Experiment deutlich zu 

erkennen ist, dass die Stimulation der Zellen mittels EGF, gegenüber den unstimulierten Zellen 

zur Promotoraktivitätszunahme führt. Bei den Konstrukten F2-2130 und F2-930 ist dieser Unter-

schied statistisch signifikant.  
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Abb. 15: Stimulation der Flotillin-1 Promoterregion mit EGF/ Inhibition mit U0126 
HeLa Zellen mit transfiziertem Promotorkonstrukt F1-2600 stimuliert mit EGF, inhibiert mit U0126 und mit beiden zur 
selben Zeit. Das unstimulierte ist jeweils das Referenzkonstrukt. Die drei Sterne(***) über dem Konstrukt U0126 zei-
gen ein Signifikanzniveau von p <= 0,001. Ebenfalls zeigen die drei Sterne(***) über dem Konstrukt EGF+U0126 ein 
Signifikanzniveau von p <= 0,001. Anzahl der Versuche ist gleich n= >3. Ernte nach 24 h Stimulation bzw. 48 h nach 
Transfektion. 
 
Um zu überprüfen, ob der Anstieg der Promotoraktivität durch EGF auf die Aktivierung der 

MAPK ERK zurückgeführt werden kann wurde ein für MAPK spezifischer Inhibitor von MEK ver-

wendet, welcher sich in der Signalkaskade proximal/upstream von ERK befindet und somit es-

sentiell für dessen Aktivierung ist. Ziel war es, die unterschiedlichen Effekte von Stimulatoren 

und Inhibitoren auf das Promotorkonstrukt zu untersuchen. Es sollte verdeutlicht werden, wie 

stark der Einfluss der einzelnen Faktoren auf die DNA-Seguenz im Vergleich zueinander, aber 

auch im Vergleich zu potentiellen Konkurrenten ist. Die Promotorkonstrukte wurden für 24 h mit 

10 ng/ml EGF, 10 µM U0126, oder mit 10 ng/ml EGF+ 10 µM U0126 stimuliert. 48 h nach Trans-

fektion wurden die Zellen geerntet und die relative Luciferaseaktivität der Renilla- und Fireflyakti-

vitätsmessung mit Hilfe des Tecan Readers bestimmt. Bei der statistischen Auswertung wurde 

der Wert für das unstimulierte Promotorkonstrukt auf 1 gesetzt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 

15 gezeigt. 

Man erkennt deutlich, dass nach Gabe von U0126 allein oder in Kombination mit EGF nur eine 

geringe relative Luciferaseaktivität erreicht wird. Damit liegen beide Werte signifikant unterhalb 

der Aktivität der unstimulierten Zellen (p <= 0,001). Auf der anderen Seite bewirkte die Stimulati-

on mit EGF wie auch in vorangegangenen Experimenten nach 24 h einen leichten, jedoch bei 

der Messung nicht signifikanten Anstieg des Promotoraktivitätsniveaus. Interessant sind an die-

ser Stelle die beiden supprimierten Konstrukte. Der Effekt der Inhibition mittels U0126 verdeut-

licht, dass die basale Promotoraktivität von MEK und somit von ERK abhängt, die Inkubation der 

Zellen mit dem MEK Inhibitor UO126 nicht nur das ansonsten starke EGF-induzierte Signal un-

terdrücken, sondern auch in signifikanter Weise die basale Promotoraktivität herunterregulieren 

kann. Daraus lässt sich folgen, dass bereits die basale Expression der Flotilline abhängig von 
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MAPK ERK ist. Diesen Effekt konnte man insbesondere für Flotillin-1 beobachten, welches 

nachweislich selbst die MAPK-Signalkaskade beeinflusst[32].  

 
Abb. 16: Stimulation der Flotillin-2 Promotorregion mit EGF/Inhibition mit U0126 
HeLa-Zellen mit transfiziertem Promotorkonstrukt F2-1385, stimuliert mit EGF, inhibiert mit U0126 und mit beiden zur 
selben Zeit. Das unstimulierte ist jeweils das Referenzkonstrukt. (***)p <= 0,001. (***) des Konstrukst EGF+U0126 mit 
Signifikanzniveau ( p <= 0,001). Anzahl der Versuche n= >3. Ernte nach 24h Stimulation bzw. 48h nach Transfektion. 
 
Die Abb. 16 zeigt die Zellen transfiziert mit dem Promotorkonstrukt F2-1385, behandelt mit EGF, 

U0126 oder EGF+U0126 im Vergleich zu unstimulierten Zellen. Die Versuchsreihe wurde durch-

geführt, um den Effekt mittels EGF im Vergleich zu dem Effekt des Inhibitors UO126 deutlich zu 

veranschaulichen. Die Promotorkonstrukte wurden für 24h mit 10 ng/ml EGF, 10 µM U0126, o-

der mit 10 ng/ml EGF+ 10 µM U0126 inkubiert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen geern-

tet und die relative Luciferaseaktivität der Renilla- und Fireflyaktivität bestimmt. Bei der statisti-

schen Auswertung wurde der Wert für das Unstimulierte Promotorkonstrukt auf 1 gesetzt. Der 

einseitige ANOVA zeigte, dass die Konstrukte U0126 und EGF+U0126 nur eine relativ geringere 

Luciferaseaktivität erreichen. Beide Werte liegen mit (p <0,001), signifikant unterhalb der Aktivi-

tät des unstimulierten Konstruktes. Die Stimulation mittels EGF zeigte auch hier erneut einen 

leichten, nicht-signifikanten Anstieg der Promotoraktivität. Nachdem hiermit ein effektiver Supp-

ressor untersucht wurde, beschlossen wir die Auswirkungen einer Stimulation weiter zu untersu-

chen. Dazu wurde in weiteren Untersuchungen der EGF-unabhängige starke Stimulator der Pro-

teinkinase C, PMA verwendet.  
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3.5 Promotoraktivität nach PMA Stimulation 

 
Abb.17: Stimulation mit PMA 
HeLa-Zellen mit transfizierten Promotorkonstrukten F1-2600 und F2-1385 für 24h stimuliert mit PMA. Das unstimulier-
te Konstrukt ist jeweils das Referenzkonstrukt. Die zwei Sterne(**) über dem Konstrukt F1-2600 zeigt das Signifikanz-
niveau von p <= 0,05. Anzahl der Versuche ist gleich n= >3. Ernte nach 24h Stimulation bzw. 48h nach Transfektion. 
 
PMA ist ein Aktivator der Proteinkinase C, einem Mitglied der Ser/Thr-Kinasefamilie mit wichtiger 

Funktion während des Zellwachstums, der Proliferation und der Tumorgenese [122]. Unabhängig 

von der Stimulation des Rezeptors imitieren Phorbolester wie PMA den natürlichen Aktivator Di-

acylglycerol. Eine Aktivierung von PKC bewirkt eine weitere Aktivierung von Raf-Kinasen, und 

aktiviert die weiter distal gelegene ERK [123]. Die Aktivierung der Promotorkonstrukte ist in Abb. 

17 dargestellt. Die Abbildung verdeutlicht die Stimulation der Promotorkonstrukte F1-2600 und 

F2-1385, stimuliert mit PMA, im Vergleich zu unstimulierten Zellen. Die Promotorkonstrukte wur-

den für 24 h mit 20 ng/ml PMA stimuliert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet und 

die relative Luciferaseaktivität der Renilla und Fireflyaktivitätsmessung mit Hilfe des Tecan Rea-

ders bestimmt. Bei der statistischen Auswertung wurde der Wert für das unstimulierte Promotor-

konstrukt auf 1 gesetzt. 

Es zeigt sich, dass beide Konstrukte im Vergleich zum unstimulierten Konstrukt eine deutlich 

höhere, im Falle von F2-1385 auch signifikante (p<0,05) relative Luciferaseaktivität erreichten. 

Schlußfolgernd deuten meine Ergebnisse darauf hin, dass PMA eine deutlich höhere Promotor-

aktivität der Promotorregionen beider Flotilline bewirkt, welche auf die Aktivierung von ERK1/2 

zurückzuführen sind. 
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 4 Diskussion 
 
Flotilline nehmen eine wichtige Funktion in Signalkaskaden ein und sind eng mit malignen und 

neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert [81, 124]. Über die transkriptionelle Aktivität, 

Regulation und Interaktion der Flotilline mit ihrer Umgebung ist noch vieles weiterhin unklar. 

In dieser Doktorarbeit wurden Promotoranalysen bezüglich der transkriptionellen Regulation von 

humanen und murinen Flotillinen durchgeführt. Die ausgewählten proximalen Promotorregionen 

wurden auf wichtige regulatorische Sequenzen hin untersucht, welche die Flotilline in ihrer 

Expression beeinflussen können. Ein Sequenzvergleich mit anschließendem Screening auf 

potentielle Transkriptionsfaktoren mit der Software MatInspector von Genomatix hat gezeigt, 

dass viele verschiedene potentielle Transkriptionsfaktoren an die ausgewählten 

Promotorsequenzen binden können. Über die in dieser Doktorarbeit präsentierten Ergebnisse 

hinaus ist es vorstellbar, dass sich weiter proximal oder in den gespleissten Introns der 

untersuchten Promotorregionen weitere regulatorische Einheiten befinden. 

Um genaueres über die allgemeine Regulation der Flotilline herauszufinden, wurden allein 

Transkriptionsfaktoren, die einen Einfluss auf normale Gewebetypen haben, ausgesucht. 

Transkriptionsfaktoren, deren Einfluss bisher experimentell in vitro nur mit Hilfe spezieller 

Gewebetypen wie beispielsweise Nebenhodenzellen oder Hippokampusneuronen ermittelt 

werden konnten, wurden nicht weiter untersucht. 

Flotilline können durch Transkriptionsfaktoren wie Egr1, SRF, RXRα, RARα und PPARy reguliert 

werden [119]. Insbesondere wurden die Transkriptionsfaktorfamilien EGRF, ETSF und RXRF 

analysiert und der Einfluss verschiedener Stimuli wie EGF, Retinsäure und PMA auf die MAPK 

Signalkaskaden sowie Transkription untersucht [119]. Darüber hinaus konnte unsere Gruppe 

zeigen, dass Flotilline auch von ERK und über den Retinoid X Rezeptor beinflusst werden 

können [119]. 

Da Flotilline eine wichtige Rolle bei der Regeneration, dem Wachstum und der Migration 

einnehmen, wurde insbesondere beim Promotorsequenzscreening nach potentiellen 

Transkriptionsfaktorbindestellen gesucht, die Einfluss auf eben o.g. Prozesse haben. Alle 

Untersuchungen wurden in HeLa-Zellen durchgeführt, da diese für Reportergenanalysen 

geeignet sind. Die hier untersuchten Promotorkonstrukte von Flotillin-1 als auch Flotillin-2 ließen 

sich durch Stimulation der Zellen mit EGF, 10% FCS und PMA aktivieren. PMA ist ein Aktivator 

der Proteinkinase C Isoformen α, βI, βII, γ (Gruppe der cPKC) und δ, ε, η, θ (Gruppe der nPKC). 

EGF ist ein Wachstumsfaktor, der über den EGFR eine Vielzahl von Signalkaskaden in der Zelle 

aktivieren kann. EGF wurde für die hier durchgeführten Experimente ausgewählt, da Flotillin-1 

ein wichtiger Regulator der EGFR-Signalkaskade ist [32].  
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Nach Aktivierung des EGFR bzw. der PKC kommt es zur direkten und auch indirekten 

Beeinflussung verschiedener Signalwege in der Zelle, die nachfolgend als mögliche 

transkriptionelle Regulatoren der Flotillin-Expression diskutiert werden. 

4.1 Bedeutung von ERK in der Signalkaskade der Flotilline 
 
Die MAPK Familienmitglieder ERK 1-8 werden von extrazellulär reguliert und sind Ziel von 

verschiedenen Wachstumsfaktoren, Ionenkanälen, RTKs und Integrinen, über welche sie 

verschiedenartig aktiviert werden können. ERK ist deshalb von großem Interesse, da es bei 

Aktivierung durch Phosphorylierung als Shuttle zwischen dem Cytoplasma und dem Nucleus hin 

-und hertranslozieren kann und somit eine Schlüsselposition in der Signalkaskade der Flotilline 

einnimmt. Fukuda konnte nachweisen dass, das MEK Exportsignal an ERK im Cytoplasma 

gebunden die nukleäre Translokation von ERK verhindern kann [125]. 

Sobald ERK aktiviert wird, kommt es zur Ausbildung von Dimeren und zur Translokation in den 

Nucleus. Flotillin-1 beeinflusst MAPK, da es ebenfalls direkt mit dem MEK/ERK-Komplex 

interagieren kann [32]. Im Nucleus kann das aktivierte ERK verschiedene Transkriptionsfaktoren 

durch Phosphorylierung aktivieren. Ein besonders interessanter Transkriptionsfaktor ist Elk-1, 

der an sechs verschiedenen Stellen von ERK phosphoryliert wird. Weitere Zellzyklusmoleküle 

die von ERK durch Phosphorylierung aktiviert werden sind sogenannte èarly response genes`. 

Hierzu zählt man beispielsweise Net, SAP, c-Myc, c-Fos, Egr-1 und Cyclin-D [126-131]. 

Elk-1 gehört zur ETS-Transkriptionsfaktorfamilie, auch bekannt unter „E26 Transformation-

specific Sequence“, und besteht aus mehreren hochkonservierten DNA Bindungsdomänen, 

welche an unterschiedlichen Prozessen wie Zellwachstung oder Differenzierung unter 

physiologischen und pathologischen Bedingungen genauso wie an der Entwicklung 

verschiedener maligner Prozesse beteiligt sind [132, 133]. Patki konnte nachweisen, dass Elk-1 

in Prostatazelltumoren mit dem Androgenrezeptor direkt interagieren kann [134]. 

Elk-1 bildet einen Komplex mit dem „Serum Response Factor“ (SRF) und bindet an eine 3‘-DNA-

Sequenz, die als „Serum Response Element“ (SRE) bezeichnet wird [135]. In der ETS-

Transkriptionsfamilie gibt es Miglieder die unterschiedliche Gene hoch-, aber auch 

herunterregulieren und später posttranskriptionell modifizieren können. Mittels Phosphorylierung, 

Sumoylierung oder Acetylierung können die ETS-Mitglieder positiv oder negativ beeinflusst 

werden [136-138]. SRF-Zielgene konnten bisher im Zusammenhang mit Wachstums- und 

Differenzierungsprozessen und Hormonsignalkaskaden nachgewiesen werden [139, 140]. 

Typische Elk-1/SRF -Zielgene sind Egr-1-3, das Protoonkogen c-Fos, GABPDA Regionen, die 

durch Glukose regulierten LXRB Gene, verschiedene Matrix-Metalloproteasen (MMP) darunter 

auch MMP-1, MMP-3, MMP-9, welches insbesondere in Gliomen überexprimiert wird, uPa, 

Integrin-β3, TBP, Nur77, CHERP Gene und die AP-1 Komponente JunB [141-143].  
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Die Flotilline gehören ebenfalls zu den SRF-Zielgenen [119]. Durch Kotransfektion der Flotillin-

Promotorkonstrukte mit einem SRF-Expressionsplasmid ließ sich die Promotoraktivität beider 

Flotilline im Experiment deutlich steigern. Des Weiteren führte eine Überexpression von SRF zu 

einer erhöhten Flotillinexpression auf mRNA und Proteinebene [119]. In dieser Doktorarbeit 

konnten beim Screening der Promotoren mit MatInspector von Genomatix, für die Sequenzen 

von Flotillin-1 und Flotillin-2 zahlreiche Transkriptionsfaktorbindestellen der ETS-Familie 

gefunden werden. Ein weiterer wichtiger potentieller Regulator der Flotillin-Expression, der 

infolge einer ERK-Aktivierung vermehrt exprimiert wird, ist der Transkriptionsfaktor Egr-1. Meine 

Analyse hat ergeben, dass sich in der Promotorregion der Flotilline ca. 25 potentielle murine und 

humane Egr1-Bindestellen befinden. 

Egr-1 gehört zur Gruppe der `early growth response genes` und zur Zinkfinger-Familie der 

Transkriptionsfaktoren, die in vielen verschiedenen Geweben vorkommen. Egr-1 wird 

insbesondere im Gehirn exprimiert und kann durch bestimmte Stimuli überexprimiert werden 

[144, 145]. Die Egr-1 Promotorregion enthält fünf Regionen, an die mittels Elk-1/SRF Dimere 

gebunden werden kann und ist für die Expression von Genen verantwortlich, die wesentlich für 

Wachstum und Apoptose sind wie beispielsweise p53, TGFB1 und PTEN [146-149]. Darüber 

hinaus kann Egr-1 im Zusammenhang mit mitogenen Aktivitäten neben Proliferation und 

Differenzierung auch  pathologische Prozesse wie Inflammation und eine Apoptose induzieren 

[150-153]. Insbesondere scheint Egr-1 bei der Entwicklung von Malignomen in unterschiedlichen 

Geweben eine wichtige Rolle zu spielen [154-156]. In Prostatakrebszellen konnte Gregg eine 

erhöhte Egr-1 Expression via ERK Signalkaskade mittels EGF stimulieren [157]. Roberts konnte 

nachweisen, dass Mutationen proximal von ERK gelegen häufig zur Ausbildung von 

unterschiedlichen Tumoren führen [158]. 

Insgesamt gibt es bislang widersprüchliche Ergebnisse zur proapoptotisch bzw. zellprotektiven 

Funktion von Egr-1. Höchstwahrscheinlich kommt es vielmehr auf die Zellart und die Art des 

Stimulus an.  

Unsere Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass Flotilline Zielgene von Egr-1 sind. Sowohl die 

Promotoraktivität als auch die Flotillin mRNA und Proteinmenge ließen sich durch 

Überexpression von Egr-1 erhöhen [119]. In der Signalkaskade aktiviert ERK1/2 via p90RSK 

zuerst die Transkriptionsfaktoren SRF und Egr-1, die beide mehrere Bindungstellen in den 

Promotoren der Flotilline haben. Aus ähnlichen Beobachtungen folgerte Chang, dass ERK das 

Potenzial dazu hat, über die Kontrolle von Zellzyklusmolekülen die Zellproliferation zu 

beeinflussen [159].  

Während es beim Knockdown von Flotillin-1 in HeLa-Zellen zu einer verminderten Expression 

kommt, zeigen neueste Ergebnisse bei einem Knockdown von Flotillin-2 eine deutlich verringerte 

Expression beider Proteine in unterschiedlichen Zelllinien. Banning konnte entgegen vermuteter 

Inhibition mittels siRNA Knockdown von Flotillin-2 in HeLa-Zellen eine signifikante Steigerung 
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der Aktivierung durch Phosphorylierung von ERK, MEK, CRAF und MAPK Substraten beobach-

ten [69]. Diese Ergebnisse konnten nicht allein in vitro, sondern auch in vivo im Mausmodell mit 

Hilfe eines Knock-Outs bestätigt werden, bei denen es zur Hochregulierung von Genen die für 

Proliferation und Differenzierung verantwortlich sind kam [69]. 

Durch die Behandlungen der HeLa-Zellen mit dem MEK-Inhibitor U0126 ließ sich sowohl die 

basale als auch die EGF-stimulierte Promotoraktivität hemmen und die essentielle Bedeutung 

von MAPK ERK für die basale Expression der Flotilline bestätigt. 

4.2 Wechselwirkungen von Akt und Flotillinen 
 
In den in dieser Doktorarbeit untersuchten Promotorregionen der Flotiline kommen sieben 

murine und humane potentielle Foxo (FHKD), sieben murine und zehn humane NFkB sowie acht 

murine und vier humane CREB Transkriptionsfaktorbindestellen vor.  

Diese Transkriptionsfaktorbindestellen haben gemeinsam, dass sie mit Akt interagieren können.  

Die von Staal zuerst beschriebene Proteinkinase Akt (auch bekannt unter Protein Kinase B), 

welche N-terminal eine PH Domäne und C-terminal eine hydrophob regulatorische Einheit 

besitzt, besteht aus drei Isoformen, die in unterschiedlichen Geweben exprimiert werden und 

unter anderem an Zellzyklus, Angiogenese, Zelladhäsion, Proliferation, Glukoseaufnahme in die 

Zelle und am Überleben der Zelle beteiligt sind [160, 161]. Außerhalb der Zelle kann es 

beispielsweise via EGFR zur Aktivierung des komplexen PI3K/Akt/mTOR Signalweges kommen 

[162, 163]. Die Aktivierung der PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade ist wichtig für verschiedene 

essentielle Funktionen wie die Proteinsynthese, Proliferaton und die Versorgung von Zellen mit 

Nährstoffen, aber auch für die Onkogenese [164].Verschiedene Studien haben bestätigt, dass 

Akt durch Phosphorylierung an Thr308 und Ser473 aktiviert wird [165, 166]. Allein die 

Dephosphorylierung von Thr308 und Ser473 mittels PP2 (protein phosphatase 2) und PHLPP 

(PH domain leucine rich repeat phosphatase) und das in Krebszellen mutierte PTEN 

(phosphatase and tensin homology) können die Aktivierung beenden [167-169].  

Kommt es zur Phosphorylierung und Aktivierung von Akt, dissoziiert dieses von der 

Plasmamebran via Cytosol in den Nucleus wo es eine Vielzahl von Substraten phosphoryliert. 

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass Akt via mTORC1 die Proteinsynthese und 

Proliferation kontrolliert [170]. Die Überexpression der Proteinkinase Akt führt zur Entwicklung 

von Krebszellen [171]. Interessanterweise reguliert Akt auch die Insulinsignalkaskade [172]. 

Obwohl man bisher die Zusammenhänge im Einzelnen noch nicht genau kennt, scheint es, als 

wäre die Aktivieurng von Akt kardiovaskulär- und neuroprotektiv [173, 174]. Akt kann auch 

GTPasen wie Rab und RhoA regulieren, die das Zellwachstum beeinflussen können [149, 175-

177]. Darüber hinaus konnte Chen nachweisen, dass Akt verschiedene Knochenmarkspezifische 

Gene wie Runx2 regulieren kann, die zur Entwicklung von mesenchymaler Progenitorzellen hin 

zu Osteoblasten essentiell sind [178]. Akt interagiert darüber hinaus auch mit einer 
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zunehmenden Anzahl von Tanskriptionsfaktoren. Hierzu gehören o.g. „Forkhead box O“ 

(FOXO/FHKD) Transkriptionsfaktoren, die durch Akt-Phosphorylierung gehemmt werden und 

somit nicht mehr aus dem Nucleus in das Cytoplasma shuttlen. Bei Hemmung der Akt-

Signalkaskade, kann FOXO (FHKD) übernehmen und es scheint als würde es dann über das 

Überleben der jeweiligen Zelle entscheiden [179, 180].  

Der Transkriptionsfaktor CREB ist wichtig für das Überleben unterschiedlicher Zellen und konnte 

nachweislich in verschiedenen Studien durch Akt ebenfalls aktiviert werden [181-183]. Ein 

weiterer wichtiger und vielseitiger Transkriptionsfaktor ist NFkB. Romashkova konnte 

nachweisen, dass NFkB via Akt den Platelet-derived growth factor (PDGF) direkt aktivieren kann 

und somit das Überleben und Wachstum der Zelle sichern kann [184].  

4.3 Die Rolle von mTOR in der Flotillinsignalkaskade 
 
An dieser Stelle sollen die Eigenschaften des Moleküls mTOR in der Signalkaskade 

PI3K/AKT/mTOR näher erläutert werden. Diese Signalskaskade interagiert mit den Flotillinen, 

bisher ist jedoch nicht viel über die damit zusamenhängende Expression der Flotilline oder deren 

Einfluß bekannt. 

Die atypische Serin-&-Threonin Kinase mTOR (mechanistic Target Of Rapamycin) ist eines der 

besterforschten Substrate unterhalb von Akt und kann von Wachstumshormonen, Stress, 

Energiebedarf, Hypoxie, Aminosäuren, Zytokinen wie TNFα und Medikamenten wie 

beispielsweise Rapamycin beeinflusst werden [185]. mTOR wird von Akt an Thr2446 und 

Ser2448 phosphoryliert und besteht aus zwei großen Komplexen, mTORC1 (gebunden an 

Raptor) und mTORC2 (gebunden an Rictor) die auf unterschiedliche Weise aktiviert werden 

können [186, 187]. Die Komplexe bestehen jeweils aus mehreren Proteinkomponenten und 

werden durch unterschiedliche Effektoren, wie Akt/PKB, ERK1/2 oder RSK1 beinflusst [188]. 

Viele dieser Stimuli aktivieren mTORC1 via TSC [189-191]. Darüber hinaus kann mTORC1 auch 

mit Kinasen der AGC Familie, SGK-1 und PKC interagieren [192-195]. Weiter upstream gelegene 

Effektoren sind unter anderem PA (Phosphatidylsäure), MAP4k3 und Rag GTPasen [196-201]. 

Eine der wichtigsten Aufgaben von mTORC1 ist die Phosphorylierung von 

Transkriptionsfaktoren für die Proteinsynthese [202-204]. Dass mTOR weiter downstream den 

Helix-Loop-Helix Transkriptionsfaktor HIF-1 reguliert konnte durch Düvel beschrieben werden. 

HIF-1 stimuliert die gleichen Gene der Glykolyse wie der Transkriptionsfaktor C-Myc. C-Myc, 

welches vermutlich 15% aller Gene reguliert, kann darüber hinaus auch downstream von mTOR 

aktiv Gene der Glykolyse regulieren. Des Weiteren geht man davon aus, dass mTORC1 die 

Funktion von Lysosomen via v-ATPase Expression beeinflusst [205, 206]. Ein weiterer 

Transkriptionsfaktor ist PGC-1, welcher hauptsächlich im Stoffwechsel der Mitochondrien 

intrazellulär eine Rolle spielt und diese beeinflusst. Eine Inhibition von mTOR in Myokardzellen 
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führt downstream zu einer Reduktion von PGC-1, zu Schäden innerhalb des 

Mitochondrienstoffwechsels und zu einem möglichen Zusammenbruch der Atmungskette [207].  

mTORC1 kann die Kinasenkomplexe ULK1/Atg13/FIP200 und mTORC1/TFEB aktivieren, die für 

die Autophagie essentiell sind [208-211]. Rosenbluth konnte zeigen, dass der 

Transkriptionsfaktor p73, welcher hauptsächlich an der zellulären Autophagie beteiligt ist, bei 

erhöhter Aktivität von mTOR gehemmt werden kann [212, 213]. Eine Überlegung von Rosenbluth 

war es bei Ausfall von intaktem p53 in Tumorzellen mTOR zu inhibieren, um einen initiierten 

Zelltod via Autophagie über eine Hochregulierung von p73 zu erreichen. Auch Sasaki konnte 

beobachten, dass die Regulation der Flotillin-2 Transkription auf das endogene p73 angewiesen 

ist [89].  

Im menschlichen Gehirn kommt mTORC1 auch in verschiedenen Strukturen vor und ist aller 

Wahrscheinlichkeit nach an neurodegenerativen Erkrankungen des ZNS beteiligt, bei denen es 

einen Einfluss auf das Ubiquitin-Proteasom-System und die Ansammlung von falsch gefalteten 

Proteinen in Neuronen hat [32]. Über einen Mechanismus an dem auch Neuropeptid Y und S6K1 

beteiligt sind, reduziert mTORC1 die Aufnahme von Nährstoffen [214, 215]. Eine weitere Aufgabe 

von mTORC1 ist die Lipidsynthese [216]. Eine lipidreiche Diät unterbricht die Möglichkeit von 

Leptin das hypothalamische mTORC1 zu aktivieren, somit eine weitere Nahrungsaufnahme, und 

damit die Gefahr der Entwicklung von Adipositas und Diabetes zu unterbrechen [215, 217]. 

Bezüglich der Funktion der Sterolbiosynthese können die Transkriptionsfaktoren SREBP1 (sterol 

regulatory element-binding protein) und SREBP2 downstream von mTOR aktiviert werden, die 

darüber hinaus noch am Pentosephosphatweg und dem Zellwachstum beteiligt sind [205, 218]. 

Ein weiterer Transkriptionsfaktor nennt sich PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor) 

und ist ein Agonist der Fettregulation und -aufnahme. Es konnte gezeigt werden, dass er von 

mTOR downstream hochreguliert wird und es bei Aktivierung zu einer erheblich vermehrten 

Aufnahme von Fetten in die Zelle führen kann [219]. Es konnte nachgewiesen werden, dass bei 

mTORC1 Inhibition nicht nur die Adipogenese sondern auch die Aufrechterhaltung der Fettzellen 

gestoppt werden konnte [220-222]. Bei Verlust von mTORC1 in Fettzellen blieb das Gewicht 

hingegen unverändert [223]. Aus diesen Beobachtungen folgerte Joshi, dass durch mTOR – 

Inhibition eine gleichzeitige grenzenlose Fettaufnahme über die spezifischen 

Transkriptionsfaktoren PPAR und SREBP ebenfalls verhindert werden könnte [224]. Darüber 

hinaus konnte gezeigt werden, dass mTORC1 Gene der Ketogenese aktivieren kann und 

NCOR, ein Repressor von PPARy beeinflusst wird [225, 226].  

Unsere Arbeitsgruppe konnte eine Regulation der Flotilline durch PPARy nachweisen [119]. Eine 

erhöhte Expression von mTORC1 führt im Muskel von Patienten mit Adipositas zu einer S6K1 

Feedback Hemmung der Insulinsignalkaskade, welche die Aufnahme von Glucose in die 

Muskulatur unterbricht und somit zu einer erhöhten systemischen Insulinresistenz und zu 

Proteinkatabolismus führt [227-229]. Eine weitere Erhöhung von mTORC1 konnte in hypertropher 
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Muskulatur nachgewiesen werden, wobei ein Fehlen mit einer verfrühten Todesrate einherging 

[230]. Weitere Studien haben gezeigt, dass mTORC1 eine wichtige Rolle in der Entwicklung und 

Progression von Krebszellen spielt [189, 205, 231, 232]. Es scheint, als das mTORC2 eine große 

Rolle in Gliomen und Prostatakrebs einnimmt, da sie hier häufig überexprimiert sind [233-235]. 

Für das Nierenzellkarzinom, welches auf eine Tsc1/2 Mutation zurückzuführen ist, ist mittlerweile 

der mTOR Inhibitor Temsirolimus zugelassen [236]. Rapamycin hingegen konnte bisher in 

klinischen Studien nicht überzeugen, da es nur eine teilweise Hemmung vermitteln kann und 

noch andere, unbekannte Faktoren und Mechanismen bei der Hemmung eine Rolle spielen [237-

241]. Die Therapie von Individuen unter Rapamycin ging häufig mit der Entwicklung eines 

Metabolischen Syndroms einher [242-244]. Brachmann konnte zeigen, dass es in der Zukunft 

interessant sein könnte, einen Inhibitor zu entwickeln, der auf der einen Seite mTORC1/2 und 

PI3K hemmen und damit die Phosphorylierung von Akt, S6K1 und 4E-BP1 verhindern könnte 

und auf der anderen Seite eine generelle Inhibition der gesunden Zellen unterbleibt [245]. 

Insbesondere in Patienten mit Brustkrebs welcher unter anderem auf eine Störung von mTOR 

zurückzuführen ist, gibt es positive Ergebnisse bei Studien mit Inhibitoren [246-248]. Darüber 

hinaus konnte herausgefunden werden, dass die Stimulation von mTOR die Lebenserwartung 

drastisch senken kann, wobei die Hemmung von mTOR mit Rapamycin diese verlängert [249-

252].  

Im Gegensatz zu mTORC1, ist bisher nicht viel über mTORC2 bekannt, außer das es von 

Wachstumsfaktoren aktiviert werden kann, in der Insulinsignalkaskade vorkommt und 

Ribosomen für dessen Aktivierung vorhanden sein müssen [253].  

4.4 Rolle der PKC bei den Flotillinen 
 
Bis heute sind mindestens 10 verschiedene PKC-Isoformen beschrieben worden, die in klassi-

sche, neue und atypische Serin-Threonin-Kinasen unterteilt werden und mit unterschiedlichen 

Funktionen wie Zellmigration, Supression von Tumoren und Regulation der Apoptose assoziiert 

werden [254-256]. Die unterschiedlichen Isoformen werden am häufigsten in T-Zellen exprimiert. 

Obwohl die genauen Mechanismen hinter den verschiedenen PKC-Isoformen nicht gänzlich ge-

klärt sind, ist man sich sicher, dass unterschiedliche Signalkaskaden existieren und diese auch 

eine Rolle in der Signalkaskade der Flotilline spielt [254, 257-259]. PKC-Isoformen können kom-

plexe Signalkaskaden wie MEK/ERK, JNK, p53,NFkB und Jak/Stat und p38 aktivieren, mit Cyto-

kin– und Adhäsionsrezeptoren und weiteren Signalkaskaden interagieren [260-266]. Kishimoto 

konnte nachweisen, dass PKC via PLC (Phospholipase C) durch Phosphorylierung des EGFR 

über eine komplizierte Signalkaskade, an dessen Ende es zur Bereitstellung der Second-

Messenger DAG (Diacylglycerol) und IP3 (Inositoltrisphosphat) kommt, aktiviert werden kann 

[267]. Um eine PKC-Aktivierung zu erreichen wird häufig das stark kanzerogene PMA als Stimu-

lus verwendet. Da PMA chemisch gesehen dem lipidem DAG sehr ähnelt und auch die PKC ak-
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tivieren und somit Einfluss auf die transkriptionelle Aktivierung nehmen kann, habe ich es es in 

meinen Experimenten ebenfalls verwendet [268].  

PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat) aktiviert die Proteinkinase C, woraufhin es zur Bereitstel-

lung der Second Messenger IP3 und DAG kommt. Die Isoformen binden mit ihrer C1-Domäne 

an den N-Terminus des DAG Rezeptors, welches zur Translokation führt [122, 255, 269]. Hwang 

et al konnten bestätigen, dass die Aktivierung von PKC mittels PMA eine Translokation der PKC-

Isoformen hin zur Plasmamembran bewirkt, was zur Proliferation, Differenzierung, maligner 

Transformation und somit zu Krebszellen führt [270].  

Bei den klassischen PKCs kommt es durch erhöhte Calciumlevel zu einer Aktivierung. 

Anschließend kommt es zu einer Bindung, Aktivierung und Hochregulation von PKC- η, γ und -l 

mRNA und somit zu einer gesteigerten Expression und Zellproliferation [271].  

Mittels Phosphorylierung kann PKC, Transkriptionsfaktoren und weitere MAPK Signalkaskaden 

aktivieren [272]. Yokoyama konnte zeigen, dass PMA dosisabhängig die Aktivität der Transkripti-

onsfaktoren c-fos und c-jun steigern kann. Darüber hinaus kam es zur Beeinflussung der Gene 

Aggrecan und collagen type2 und zu einer erhöhten Transkriptions – und Proteinexpression mit 

Aktivierung von ERK1/2, p38, JNK [273]. Die Aktivierung dieser auch als `early- response- ge-

nes` bekannten Gene wie c-fos, c-jun und Egr- wurde ebenfalls von Dunnmon bestätigt [274]. 

Darüber hinaus aktiviert PMA eine PKC δ abhängige, mTORC2 unabhängige Signalkaskade die 

CREB und NFkB beeinflussen kann [275]. Eine stetige Stimulation mittels PMA führt zu einer er-

höhten Bindungsaktivität des Transkriptionsfaktors NFkB [276]. Neben NFkB konnte auch der 

Transkriptionsfaktor AP-1 aktiviert werden, welcher für die Differenzierung und Regulation der 

Transkription verantwortlich ist [277]. Via PKC konnte durch PMA eine Aktivierung von Genen in 

Glioblastomen ausgelöst werden [278]. Auch während der Adhäsion, Differenzierung, Aktivierung 

von T-Zellen kann der ̀ PKC Effekt` mittels PMA getriggert werden [279]. Des Weiteren hat Mani-

cassamy herausgefunden, dass PMA durch PKC- Ω Aktivierung eine Inhibition oder Aktivierung 

des Calciumioneneinstroms in T-Zellen bewirkt [280]. PMA kann in Zellen ganz gezielt den Zell-

tod hervorrufen, welcher sich aber von den beiden grundlegenden Mechanismen Apoptose und 

Nekrose wesentlich unterscheidet [281, 282].  

Cremona konnte zeigen, dass Flotillin-1 essentiell für die PKC- induzierte Endozytose und Inter-

nalisierung bei zwei verschiedenen neuronalen Transportsystemen, des EAAT2 (glial glutamate 

transporter) und des DAT (Dopamin transporter) ist [46]. Sorkina konnte diese Beobachtungen 

nicht teilen, und führte die DAT-Endozytose eher auf Clathrin als auf Flotillin zurück. Flotilline 

haben bei der Interaktion mit der PKC eher eine modulierende Funktion [47]. 

4.5 Transkriptionelle Regulation anderer SPFH Familienmitglieder  
 
Proteine, die eine Stomatin/Prohibitin/Flotillin/HflK/C (SPFH) Domäne haben, auch bekannt als 

PHB-Domäne, lassen sich in verschiedenen Spezies von Pro-und Eukaryoten nachweisen [4, 6, 
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25]. Sie kommen ubiquitär in unterschiedlichen Zellkompartimenten vor. Diese Proteine haben 

die Neigung zu oligomerisieren, co- und post-translational modifiziert zu werden und subzelluläre 

`Sortieranlagen` zu bilden. Darüber hinaus lassen sich SPFH Domänen in cholesterinreichen 

Regionen der Plasmamembranen, in frühen Endosomen, im Golgi-Komplex, in Mitochondrien 

und dem endoplasmatischen Retikulum nachweisen [4, 6, 9, 25, 39, 283-285]. Bisher wurden den 

verschiedenen Migliedern der SPFH Familie unterschiedliche Aufgaben zugeschrieben wie die 

Ionenkanalregulierung, Membranprotein-Chaperonfunktion, Vesikel- und Proteintransport, 

Mechanotransduktion, die Bildung von Mikrodomänen und spezialisierten Membranstrukturen [6, 

39, 286, 287]. Prohibitine (PHB1 und PHB2), welche meist an der Innenseite der Membran von 

Mitochondrien lokalisieren, wurden ursprünglich als negative Regulatoren der Zellproliferation 

bezeichnet, von denen auch der Name Prohibitin kommt [288, 289]. 

Theiss und Kathitia konnten in Kolontumoren zeigen, dass Prohibitin durch das 

Akutphaseprotein IL-6 und das Zytokin TNFα hochreguliert wird, um weiter mit STAT3 und p53 

zu interagieren [290, 291]. Des Weiteren kann PHB1 vom Zytokin TNFα negativ beeinflusst 

werden [292]. Trotz dieser unterschiedlichen Funde, sind der genaue Mechanismus der 

Regulation und die Transkriptionsfaktoren die, die PHB Mitglieder beeinflussen, bisher unklar. 

Der onkogenetische Transkriptionsfaktor c-Myc hat nachweislich Bindungsstellen in der PHB 

Promotorregion und erhöht auf diese Weise in vielen Tumoren die Expression seiner Zielgene 

[293]. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass während der Differenzierung von Myoblasten 

die Transkriptionsfaktoren MyoD und MEF2 aktiviert werden und bei stetiger Expression PHB2 

inhibieren können [294-296]. Der Einfluß von Vitamin D auf Prohibitin konnte von Peng erarbeitet 

werden. Stomatin konnte durch den Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktor HIF-1 und durch 

die Verwendung von Glucocorticoiden in unterschiedlichen Geweben hochreguliert werden [297, 

298]. 

4.6 Mögliche Folgen einer erhöhten Flotillinexpression 
 
Es ist bekannt, dass Flotillin-1 und Flotillin-2 in unterschiedlichen Tumoren hochreguliert sind. 

Song konnte z.B. nachweisen, dass Flotillin-1 in humanen ESCC (oesophageal squamous cell 

carcinoma cells) hochreguliert ist. Die Hochregulierung von Flotillin-1 ging einher mit erhöhter 

Aggressivität und klinischer Progression des Tumorwachstums, wobei eine Herunterregulierung 

mittels Knockdown/Silencing diese verringerte. Die Höhe der Flotillin-1 Proteinlevel korrelierten 

bei ESCC-Patienten negativ mit der Überlebensrate und positiv mit der Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors NFkB und dem Stadium der Erkrankung [299]. Ähnliche Beobachtungen 

konnte Wang für das Kleinzellige Lungenkarzinom durchführen [300] . In Untersuchungen zum 

kolorektalen Karzinom konnten Thorn bestätigen, dass eine Korrelation zwischen der 

Überexpression von Flotillin-1 und dem Schweregrad des infiltrativen Phenotyps existiert [301]. 

In vitro und in vivo konnte Lin die essentielle Rolle von Flotillin-1 im Zusammenhang mit der 
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Proliferation und Tumorgenese in humanen Brustkrebszellen nachweisen. Dazu konnte mittels 

Knockdown von Flotillin-1 die Expression von Protein und mRNA in Brustkrebszellen inhibiert 

werden, welches auf Ebene der Signaltransduktion auf die Suppression von Akt und der 

daraufhin erhöhten Transkriptionsaktivität von FOXO3a, sowie der hochregulierten Cyclin-

abhängigen Kinaseinhibitoren p21(cip1) und p27(kip1) und der Inhibierung des CDK Regulators 

CyclinD zurückzuführen war [59]. Flotillin-1 und Flotillin-2 sind wesentlich an der Stabilisierung 

eines Komplexes aus Hsp90 und ErbB2 an der Plasmamembran in Brustkrebszellen beteiligt 

und ihr Expressionslevel korreliert mit der Prognose von Brustkrebs [302]. Koh konnten ähnliche 

Beobachtungen bezüglich Tumorwachstum und metastatischem Potenzial bei Brustkrebszellen 

durchführen [303]. Einen Zusammenhang einer erhöhten Expression von Flotillin-1 in HCC 

(Hepatozellulärem Karzinom), Flotillin-2 in Zervixkarzinom und einer damit assoziierten kürzeren 

Überlebensrate und schlechteren Prognose konnte auch durch Zhang und Liu gezeigt werden 

[304, 305]. Für Flotillin-2 konnten Wang et al. nachweisen, dass im Vergleich zu nichtkanzerösen 

Zellen eine Überexpression in malignen Brustkrebszellen mit einem schlechteren klinischen 

Stadium, histopathologischen Diffenzierungsgrad, ErbB-2 Expressionslevel und einer 

verminderten Überlebensrate korreliert [67]. Kurrle führten daraufhin einen Knockdown an 

Flotillin-1 in MCF7 Zellen durch, welcher zu einer Hochregulierung von EGFR und einer 

erhöhten Aktivität der MAPK Signalwege führten. Diese durch einen Knockdown induzierte, 

erhöhte Aktivität konnte anschließend durch EGFR Inhibitoren gesenkt werden[60]. Bei 

metastatischen Melanomzellen konnte Hazarika ebenfalls einen Zusammenhang zwischen 

Expressionslevel von Flotillin-2 und der Progression von Melanomzellen, erhöhter PAR-1 

Expression und einer erhöhten Tendenz zur Transformation von SB2 Melanomzellen hinzu 

metastatischen Zellen in vivo nachweisen [27]. Berger konnten darüber hinaus bei FLOT2 

Knockouts eine Inhibition in Lungenmetastasen in vivo nachweisen, ohne den Primärtumor zu 

beeinflussen [70]. Ähnliche Beobachtungen konnte Zhu in malignen Epithelzellen des Magens 

machen, bei denen die Expression von Flotillin-2 mit dem Histopathologischen Stadium und dem 

Expressionsgrad von ErbB-2 korrelierte. Umgekehrt konnte beim Flotillin-2 Knockdown eine 

verminderte Expression von ErbB-2 in SGC-7901 malignen Magenkarzinomzellen bestätigt 

werden [68]. Darüber hinaus wurden Flotilline in mehreren Analysen als unabhängiger Biomarker 

für die Prognose des Mammakarzinoms, der Lymphknotenmetastasen ,des Magenkarzinoms 

und des oralen Squamosazelltumors vorgeschlagen [59, 67, 68, 306]. Bei 

Nasopharynxkarzinomen konnte ebenfalls eine Hochregulierung von Flotillin-1 nachgewiesen 

werden, welche zu einer aggressiven Invasion und Metastasierung des Primärtumors führte 

[307]. Im Vergleich zu Krebserkrankungen konnten Thomas in neurodegenerativen 

Erkrankungen wie AD bislang keinen Zusammenhang zwischen klinischem Stadium, 

Schweregrad, Progression der Erkrankung und erhöhten Expressionslevel von Flotillin-1/-2 

nachweisen [308]. 
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Zusammengefasst zeigen die oben genannten Ergebnisse, dass eine Überexpression von 

Flotillinen unterschiedliche physiologische wie auch pathologische Effekte fördert. In zukünftigen 

Untersuchungen wäre interessant herauszufinden, ob Flotilline als Therapieziele in der 

Onkologie Anwendung finden könnten. 

5 Ausblick 
 
Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die Regulation der Promotorregion der Flotilline durch 

verschiedene Stimulatoren und Inhibitoren näher untersucht. Hierbei konnte der Einfluss 

potentieller Transkriptionsfaktoren auf das Aktivitätsniveau unterschiedlich hergestellter 

Promotorkonstrukte ermittelt werden. Daraus konnten unterschiedliche Rückschlüsse auf die 

Eigenschaften der Promotorregionen gezogen werden, die eine bestimmte Anzahl von Basen 

benötigen um einen bestimmten Effekt im Aktivitätsniveau zu erzielen. In Zukunft könnte man 

den direkten Einfluß der erfolgreich getesteten Transkriptionsfaktoren auf die transkriptionelle 

Regulation der Flotilline mittels Expressionsplasmiden, in welche die cDNA der entsprechenden 

Transkriptionsfaktoren einkloniert wurde, untersuchen. Weiterhin wäre es von Interesse die 

Transkriptionsfaktoren in mutierter Variante beispielsweise als dominant negative Proteine zu 

überexprimieren. Mittels Knockdown bzw. Überexpression verschiedener Transkriptionsfaktoren 

wäre es interessant, das Expressionsniveau der Flotilline auf mRNA und Proteinebene zu 

beobachten. Hierbei sollte man insbesondere die Transkriptionsaktivität und die mögliche 

Aktivierung von Onkogenen überprüfen, welche die Karzinogenese fördern. Ein weiteres 

wichtiges Ziel wäre die Überprüfung der MAPK Signalkaskade. Es ist anzunehmen, dass bei 

Mutationen wichtiger Schlüsselstellen eventuell weitere Signalkaskaden mit pathogenem 

Potenzial für den Organismus aktiviert werden, welche in Folge dessen weitere für die Zelle 

pathogene hochreaktionsfreudige Faktoren/Moleküle aktiviert oder sogar produziert.  

Die in meinen Experimenten verwendeten HeLa-Zellen unterliegen aufgrund ihrer hohen 

Pathogenität einem völlig veränderten Stoffwechsel. Es wäre deshalb von großem Interesse, 

den Einfluss von EGF, PMA, UO126 und der unterschiedlichen Promotorkonstrukte bei völlig 

physiologischem Stoffwechsel zu untersuchen. Schlussendlich sollte man weitere 

Untersuchungen auf Ebene der Translation durchführen. Insbesondere hierbei würden sich 

mRNA Knockdowns nützlich zeigen. Die Proteinexpression ist schließlich essentiell, um über 

den Abbau bzw. die Expression auf Proteinebene und deren Folgen für den gesamten 

Stoffwechsel der Zelle und den Einfluss der Flotilline auf den Organismus, Rückschlüsse ziehen 

zu können. 
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6 Zusammenfassung 
 
Die Flotillin-Familie besteht aus zwei evolutionär hochkonservierten Membranproteinen, die in 

verschiedenen Organismen ubiquitär exprimiert werden. Flotilline sind mit 

Membranmikrodomänen mittels Lipidmodifikationen und Oligomerisierung assoziiert. Da 

Flotilline N-terminal eine s.g. SPFH-Domäne besitzen, gehören sie zusammen mit Stomatin, 

Prohibitin und Hf1K zur SPFH-Familie. Am C-Terminus der Flotilline befinden sich mehrere 

Glutamat- und Alanin Wiederholungen, welche vermutlich Coiled Coil-Strukturen bilden und für 

die Oligomerisierung wichtig sind. Durch Stimulation mit EGF können Flotilline an Tyrosinresten 

phosphoryliert werden. Flotilline spielen eine wichtige Rolle bei verschiedenen physiologischen 

Mechanismen wie bei der Wachstumssignaltransduktion, der Insulinsignalkaskade, 

Phagozytose, der Regulierung des Aktinzytoskeletts und dem Membrantransport. Hingegen ist 

bisher nicht viel über potentielle Transkriptionsfaktoren, Effektoren und Inhibitoren der 

Flotillinexpression bekannt. 

In dieser Arbeit war es daher das Ziel, die Promotorregionen der Flotilline näher zu 

charakterisieren. Hierfür wurden zunächst biometrische Sequenzvergleiche durchgeführt 

unterschiedlich große Promotorregionen der Flotilline in Form von Deletionskonstrukten in einen 

Reportergenvektor kloniert und diese Konstrukte anschließend in HeLa-Zellen transfiziert. Um 

unterschiedliche Effekte verschiedener, äußerer Einflüsse zu untersuchen, wurden die 

transfizierten Zellen mit EGF, PMA oder dem MEK1/2-Inhibitor UO126 behandelt. Die Aktivität 

beider Promotoren ließ sich durch EGF und PMA steigern, wobei PMA den stärksten Effekt 

erzielte. Die basale sowie die EGF-induzierte Promotoraktivität wurden mittels MEK1/2-Inhibitor 

UO126 gehemmt, was darauf hindeutete, dass die Transkription der Flotilline durch die MAPK-

Kinase ERK1/2 reguliert wird. 

Die in dieser Arbeit präsentierten Ergebnisse lassen vermuten, dass eine bestimmte Anzahl von 

Basen in den Promotorregionen vorhanden sein muss, um ein bestimmtes Aktivitätsniveau zu 

erreichen. Zusammenfassend sprechen diese Resultate dafür, dass sich innerhalb der hier 

untersuchten Promotorregionen wichtige genregulatorische Sequenzen befinden, welche die 

Expression der Flotilline beeinflussen und durch verschiedene externe Signale moduliert werden 

können. 
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6.1 Abstract 
 
The family of the flotillins encounters two highly evolutionary conserved membrane proteins, 

which are ubiquitary expressed among different organism. Flotillins are associated with 

membrane microdomains via lipid-modification and oligomerisation. With an n-terminal SPFH-

domain, flotillins belong together with stomatin, prohibitin and Hf1K to the SPFH-family. On the 

c-terminus of the flotillins are several glutamate and alanine repeats, forming coiled-coils and 

enable oligomerisation. EGF-stimulation of flotillins enables a phosphorylation of the tyrosins.  

Flotiilins play a major role in different physiological mechanisms e.g. growth signal transduction, 

insulin signaling, phagocytosis, regulation of the actin cytoskeleton and transport along the 

membrane. Nevertheless not many details are fully elucidated when it comes to potential 

transcription factors, effectors and inhibitors of the flotillin-expression. 

In this thesis, the primary aim was therefore, to depict a better characterization of the promoter 

region of the flotillins. With the help of biometric sequence alignments of different sized promoter 

regions of the flotillins, I was able to introduce those deletion-constructs into a reportergen 

vector, which were later on transfected into HeLa-cells.  

During the next step of my experiments, I exposed those cloned and later transfected cells to 

EGF, PMA or the MEK1/2 inhibitor UO126. 

The activity of the promoter was raised by exposure to EGF and PMA, whereas PMA had the 

most powerful effect. The basal and the EGF-induced promotor activity were inhibited using the 

MEK ½ inhibitor UO126. Those results point towards that the transcription of the flotillins is 

regulated by MAPK kinase ERK ½. 

Furthermore, I showed that a specific number of bases in the promoter region were necessary to 

enable a specific level of activation. 

Altogether these findings suggest an important genregulatory sequence in those promoter 

regions that were further investigated in this thesis, which can have a tremendous effect on the 

expression of the flotillins, being modulated by external signals. 
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 7 Abkürzungsverzeichnis 
Abkürzung Dechiffrierung Abkürzung Dechiffrierung 

4E-BP1 Engl. eukaryotic initia-

tion factor 4E (eIF-4E) 

binding protein-1; 

Regulator der Protein-

translation 

ERM Familie Aktin-bindinder Proteine 

AD Alzheimers Demenz F-Aktin Dynamische Aktinfilamente 

AGC Familie cytoplasmic seri-

ne/threonine kinases 

F3/Contactin CNTN1 Modulator der Neurogenese 

BACE1 Beta-secretase 1 FOXO Forkhead-Box-Protein O3, Tran-

skriptionsfaktor 

BAD Proapoptotisches 

BCL-2 Mitglied 

Fyn Kinase 

BSE Bovine,spongiforme 

Enzephalopathie, 

GLUT4 Glukosetransporter 4 

CAP Engl.c-Cbl-

associated protein 

GPI Anker Glycosyl-Phosphatidylinositol-

Proteine 

CJD Creutzfeldt Jakob 

Erkrankung, 

Prionerkrankung 

HB-EGF Heparin-binding EGF-like growth 

factor 

Clathrin Protein der Endozy-

tose 

HIF-1α Hypoxia-inducible factor 1-alpha 

CRAF Proteinkinase regu-

liert Differenzierung 
IKKβ Kinase, Regulator des Endothels 

DAT Dopamintransporter IL11 Interleukin 11 

EGF Engl. Epidermal-

growth -factor 

IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 

EGFR/ErBb Engl. Epidermal 

growth factor receptor 

JNK c-Jun N-terminale Kinasen 

Epigen Engl. Epithelial mito-

gen, Protein 

Kinesin KIF9 Engl. Motor protein  

ERK1/2 MAP-Kinase KSR1 Engl. Kinase suppressor of RAS1; 

Enzym 
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Abkürzung Dechiffrierung Abkürzung Dechiffrierung 

Lck Kinase Rapamycin Sirolimus, Immunsuppressivum 

MEK1/2 Engl. Mitogen-

activated protein 

kinase kinase 

RTK Rezeptor-Tyrosinkinase 

miR-124 Engl. miR-124 

microRNA precursor, 

non-coding RNA 

S6K1 Engl. protein S6 kinase 1, Regulator 

der Protein Translation 

mTOR Engl. mechanistic 

Target of Rapamycin 

Scrapie Prionerkrankung 

NCOR Nuclear receptor co-

repressor 1, Protein 

SOHO Familie Engl. Sorbin Homology, Adapterpro-

tein 

Neuregulin1-4 Protein;Essentiell für 

die Entwicklung des 

Herz und ZNS 

SPFH/PHB Konservierte Region benannt nach 
den Proteinen Stomatins, 
Prohibitins,Flotillins and HflK/C 

Neuroglobin Sauerstofftrans-

portierendes Protein 

im ZNS 

STATS Signaltransduktoren und -aktivatoren 

der Transcription, eine Familie DNA-

bindender Proteine 

Neuropeptid Y Neuropeptid des ZNS 

und PNS 

TCR/CD3 T-Zell Rezeptor Proteinkomplex zur 

Aktivierung von T-Lymphozyten 

NPC1L1 Niemann-Pick C1-like 

protein 1 

TGF-α Engl. Transforming growth factor 

alpha 

P38 p38-mitogenaktivierte 

Proteinkinasen 

Thy-1 GPI-Anker  

PAR-1 Protease-aktivierte 

Rezeptoren 

v-ATPase Engl. Vacuolar-type H+ 

-ATPase 

PSGL-1 Engl. P-selectin gly-

coprotein ligand-1 

VEGF Engl. Vascular Endothelial Growth 

Factor; Signalmolekül der Vaskulo-

genese/Angionese 

PTOV1 Gen aus Pros-

tataadenoCA; Über-

expression 

Vimentin Intermediärfilament des Zytoskeletts 

Rac GTP-bindender Pro-

teine, ProteinkinaseB 

β-Cellulin Polypeptid hergestellt von Inselzel-

len 

Raf Engl.Rat fibrosar-

coma; Proteinkinase 
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10 Anhang 

Flot1-2600Flotillin1 2600 fwd; Flotillin1 prom rev  

5‘-
AtgcctcgacatgtgcctgcagcccgggatctcacccacccccactcacgactcaCacactcacaacgtgcagttgggcgcctaggattgtgcatgt
caagtctccacccActccctttgtttaatcgtcggaatttccagcccgctgctgccaaccgctccccaGctgcgggaggaggagttagaaggacccg
cccaattttcaggagcacataaattaCctctgccggcagccgaccctcacttggccttacactccgctcggctcaccatgtGtcactctcgcagctgcc
acccgaccatgaccatcctgcaggccccgaccccggcCccctccaccatcccgggaccccggcggggctccggtcctgagatcttcaccttcGac
cctctcccggagcccgcagcggcccctgccgggcgccccagcgcctctcgcgGgcaccgaaagcgcagccgcagggttctctaccctcgagtgg
tgagtatcgccgaAgtgggcattcgcggggtgcgctgccctggagtcactggggaacgacccgactccagAggcctcgacctgacctgtctcctgtt
ttgtctccccttaggtccggcgccagctgCcagtcgaggaaccgaacccagccaaaaggcttctctttctgctgctcaccatcgtcttctgccagatcct
gatggctgaagagggtgtgccggcgcccctgcctccagaggacgcccctaacgccgcatccctggcgcccacccctgtgtcccccgtcctcgagc
cctttaatctgacttcggagccctcggactacgctctggacctcagcactttcctccagcaacacccggccgccttctaactgtgactccccgcactccc
caaaaagaatccgaaaaaccacaaagaaacaccaggcgtacctggtgcgcgagagcgtatccccaactgggacttccgaggcaacttgaactc
agaacactacagcggagacgccacccggtgcttgaggcgggaccgaggcgcacagagaccgaggcgcatagagaccgaggcacagcccag
ctggggctaggcccggtgggaaggagagcgtcgttaatttatttcttattgctcctaattaatatttatatgtatttatgtacgtcctcctaggtgatggagatg
tgtacgtaatatttattttaacttatgcaagggtgtgagatgttccccctgctgtaaatgcaggtctcttggtatttattgagctttgtgggactggtggaagca
ggacacctggaactgcggcaaagtaggagaagaaatggggaggactcgggtgggggaggacgtcccggctgggatgaagtctggtggtgggtc
gtaagtttaggaggtgactgcatcctccagcatctcaactccgtctgtctactgtgtgagacttcggcggaccattaggaatgagatccgtgagatccttc
catcttcttgaagtcgcctttagggtggctgcgaggtagagggttgggggttggtgggctgtcacggagcgactgtcgagatcgcctagtatgttctgtga
acacaaataaaattgatttactgtctgcagtcttgagtgtatctttgcaagcgccgactccccactcctcccggccttcagatggcaaggaccggcggg
aggcgccgtggccgagtccccagcccgcgcacctccctgggcccaggagccccttttcctggagtcacagaacccagcatccggttgccggatgta
gtctttcattgcccagtctgcggttttcccaggtagttgccccgcggcgaatccgagatgtggcaatcacccttacgccagggtgccaggcggaggtca
agtccctcacccgggggcggagcgtggcgcggcgtgggcgggattcccggctcaagaagggcggtgactggggcggcagggatgtggccctcc
ccgggctaaccaggcagcccggctgggcccgagagccagcgggcgggcgggctgcggactctagcggggcctgccgggaaaggggcgggc
cgagcgcactgggccgaggcggggcgaagtgggggtgcttagtccgttgcggggggcggggtcgcgtctgccgcagcaacggggtgcggcagg
gtggggaacgcgggagcggggccagctcccaggaaagctggtctgcgagcggcccctgcccggctcccaggtccctgcgcgaccccgcccttcc
cgagaccccagccgggctgccgcccgcgtcccggaaggtgagtgggggaggggagatggagcctggggctgccgagaagcagggagagag
gggaaaggtctgcaggcctctgggcgcgggggacctttatcaaagggagcggcgaggggaagggagggaccatacgcaggcggagaagag
gtagctggggatcttaaggattttgtagggaaaagccttagcggacccatgggtgtagaagggacgggccgtggcggatgcagactgggagggcc
tgacgggaaagggaaaggatgggcccctgtggacgccacagcgcgccttccccatccgcaaaggctttccctccctctcctccagctccagcctga
accatg-3‘ 
 

Flot1-1330 
5‘tgtctccccttaggtccggcgccagctgccagtcgaggaaccgaacccagccaaaaggcttctctttctgctgctcaccatcgtcttctgccag
atcctgatggctgaagagggtgtgccggcgcccctgcctccagaggacgcccctaacgccg-
catccctggcgcccacccctgtgtcccccgtcctcgagccctttaatctgacttcg-
gagccctcggactacgctctggacctcagcactttcctccag-
caacacccggccgccttctaactgtgactccccgcactccccaaaaagaatccgaaaaac-
cacaaagaaacaccaggcgtacctggtgcgcgagagcgtatccccaactgg-
gacttccgaggcaacttgaactcagaacactacagcggagacgccacccggtgctt-
gaggcgggaccgaggcgcacagagaccgaggcgcatagagac-
cgaggcacagcccagctggggctaggcccggtgggaaggagagcgtcgttaatttatttct-
tattgctcctaattaatatttatatgtatttatgtacgtcctcctaggtgatggagatgtg-
tacgtaatatttattttaacttatgcaagggtgtgagatgttccccctgctg-
taaatgcaggtctcttggtatttattgagctttgtgggactggtggaagcaggacacctg-
gaactgcggcaaagtaggagaagaaatggggaggactcgggtgggggaggac-
gtcccggctgggatgaagtctggtggtgggtcgtaagtttaggaggtgactg-
catcctccagcatctcaactccgtctgtctactgtgtgagacttcggcggaccattaggaatgagatccgtgagatccttccatcttctt-
gaatgagatccgtgagatccttccatcttcttgaagtcgcctttagggtggctgcgaggtagagggttgggggttggtgggctgtcac-
gaagtcgcctttagggtggctgcgaggtagagggttgggggttggtgggctgtcac-
ggagcgactgtcgagatcgcctagtatgttctgtgaacacaaataaaattgat-
ttactgtctgcagtcttgagtgtatctttgcaagcgccgactccccac-
tcctcccggccttcagatggcaaggaccggcgggaggcgccgtggccgag-
tccccagcccgcgcacctccctgggcccaggagccccttttcctggagtcacagaacccag-
catccggttgccggatgtagtctttcattgcccagtctgcggttttcccaggtagtt-
gccccgcggcgaatccgagatgtggcaatcacccttacgccagggtgccaggcg-
gaggtcaagtccctcacccgggggcggagcgtggcgcggcgtgggcgggat-
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tcccggctcaagaagggcggtgactggggcggcagggatgtggccctccccgggctaac-
caggcagcccggctgggcccgagagccagcgggcgggcgggctgcg-
gactctagcggggcctgccgggaaaggggcgggccgagcgcactgggccgaggcggggcgaagtgggggtgcttagtccgtt-
tgggccgaggcggggcgaagtgggggtgcttagtccgtt-
gcggggggcggggtcgcgtctgccgcagcaacggggtgcggcagggtggggaacgcgggagcggggccagctcccaggaaa-
gagcggggccagctcccaggaaagctggtctgcgagcggcccctgcccggctcccaggtccctgcgcgaccccgcccttcccga-
gctggtctgcgagcggcccctgcccggctcccaggtccctgcgcgaccccgcccttcccga-
gaccccagccgggctgccgcccgcgtcccggaaggtgagtgggggagggga-
gatggagcctggggctgccgagaagcagggagagaggggaaaggtctg-
caggcctctgggcgcgggggacctttatcaaagggagcggcgaggggaagggagggac-
catacgcaggcggagaagaggtagctggggatcttaaggattttgtagggaaaa-
gccttagcggacccatgggtgtagaagggacgggccgtggcggatgcagactgg-
gagggcctgacgggaaagggaaaggatgggcccctgtggac-
gccacagcgcgccttccccatccgcaaaggctttccctccctctcctccagctccagcctgaaccatg-3‘ 
 
Flot1-630 
5‘Agagccagcgggcgggcgggctgcggactctagcggggcctgccgggaaaggggcgggccgagcgcactgggccgaggcggggc
gaagtgggggtgcttagtccgttgcggggggcggggtcgcgtctgccgcagcaac-
ggggtgcggcagggtggggaacgcgggagcggggccagctcccaggaaa-
gctggtctgcgagcggcccctgcccggctcccaggtccctgcgcgaccccgcccttcccga-
gaccccagccgggctgccgcccgcgtcccggaaggtgagtgggggagggga-
gatggagcctggggctgccgagaagcagggagagaggggaaaggtctg-
caggcctctgggcgcgggggacctttatcaaagggagcggcgaggggaagggagggac-
catacgcaggcggagaagaggtagctggggatcttaaggattttgtagggaaaa-
gccttagcggacccatgggtgtagaagggacgggccgtggcggatgcagactgg-
gagggcctgacgggaaagggaaaggatgggcccctgtggac-
gccacagcgcgccttccccatccgcaaaggctttccctccctctcctccagctccagcctgaaccatg-3‘ 
 
Flot1-375 
5‘ccgagaccccagccgggctgccgcccgcgtcccggaaggtgagtgggggaggggagatggagcctggggctgccgagaagcaggga
gagaggggaaaggtctgcaggcctctgggcgcgggggac-
ctttatcaaagggagcggcgaggggaagggagggaccatacgcaggcggagaa-
gaggtagctggggatcttaaggattttgtagggaaaagccttagcggacccatgggtg-
tagaagggacgggccgtggcggatgcagactgggagggcctgacgg-
gaaagggaaaggatgggcccctgtggacgccacagcgcgccttccccatccg-
caaaggctttccctccctctcctccagctccagcctgaaccatg-3‘ 
 
Flot2-2130 
5‘cagaggccctaaggcagaagttcctggtgtgcttgagaaaggctaatgtggctggaacagagtgaggggggagagtggcaagaggtga
ggtcatagagaggcactgtgtcctgtagggtttggagggaggttcac-
tataggcattctggcttttactctgagtgagataattggggatccagagcaacacttt-
gtcttatggaagaggttataccaggataacaagatctgtcatattcatattaccatactg-
cattttagatagtcactgcctaaggctcattagtaattataatagcgatgatcacaatt-
agcctttattaagtctttattacactccatatcactaatgtccaaaatagtggctgg-
tatactgcaagtacttaataaatgctggttaaacaaggaacaggacttgagctagaa-
gaaaagatggagagagactgagaattgtttcagacatgggacacag-
catgaacaaaatctgggatgtggggtgaacaagcagtctggatggaagcgaa-
gaggcttcatgcaggaaatgagtgaagtcacctcgcagaagccccgaatgcctggtaaa-
tactatcctggttcccttgaaaccagattctgtccctgttcttctagctctgttc-
tattttttttgttgttgtttttttttttaaagagacagagcttgactatgttgcccag-
tctggtctcaaactcctgggctcaagtgatcctcctgctccgcctcccgag-
tagctgtgactgtaaatacacaccactgtgcctagcccgactcctttctttcttcctgcc-
tacagggcctgtgaactcggagctgttcctgcgccatgttcctggatggctgcgcccac-
ttttgcgcccattggcttggctggtgctccgggcaccaagagggggtgcccaga-
cacccctgtattgtgctctacaagagggcatcgagcccctcagtgggagatatttt-
gccaactgccatgtggaagaggtgcctccagctgcccgagacgaccgggcagcccatcggc-
tatgggaggccagcaagaggctggcagggcttgggcctggggag-
gatgctgaacccgatgaagacccccagtctgaggactcagaggccccatcttctctaa-
gcaccccccaccctgaggagcccacagtttctcaaccttaccccagccctcagagctcac-
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cagatttgtctaagatgacgcaccgaattcaggctaaagttgagcctga-
gatccagctctcctaaccctcaggccaggatgcttgccatggcacttcatggtcctt-
gaaaacctcggatgtgtgcgaggccatgccctggacactgacgggtttgtgatcttgac-
ctccgtggttactttctggggccccaagctgtgccctggacatctcttttcctggtt-
gaaggaataatgggtgattatttcttcctgagagtgacagtaaccccagatggagaga-
taggggtatgctagacactgtgcttctcggaaatttggatgtag-
tattttcaggccccacccttattgattctgatcagctctggagcagaggcagggagttt-
gcaatgtgatgcactgccaacattgagaattagtgaactgatccctttgcaaccgtctagc-
taggtagttaaattacccccatgttaatgaagcggaatt-
aggctcccgagctaagggactcgcctagggtctcacagtgagtaggaggagggcctgg-
gatctgaacccaagggtctgaggccagggccgactgccgtaagatgggtgctga-
gaagtgagtcagggcagggcagctggtatcgaggtgccccatgggagtaaggggac-
gccttccgggcggatgcagggctggggtcatctgtatctgaagcccctcggaataaa-
gcgcgttgaccgccgaagctgcgctcactcctgcctcaacgcgccggccccgccctccgccgccacacttccggcggggctgcgaccg-
gcgccggccccgccctccgccgccacacttccggcggggctgcgaccg-
cagaggggcgcgggcgagcgagcgggcggccggccgctgggggtggcggga-
taggctgggcgcggccggcgctgcagacccgctgctgttgtccgggtctgtgcggtcccgagggccctccgtgccgccggcgccatg-3‘ 
 
Flot2-1385 
5‘gtagctgtgactgtaaatacacaccactgtgcctagcccgactcctttctttcttcctgcctacagggcctgtgaactcggagctgttcctgcgcc
atgttcctggatggctgcgcccacttttgcgcccattggcttggctggtgctccgggcac-
caagagggggtgcccagacacccctgtattgtgctctacaagagggcatcgagcccctcagtgggagatattttgccaactgccatgtggaa-
catcgagcccctcagtgggagatattttgccaactgccatgtggaa-
gaggtgcctccagctgcccgagacgaccgggcagcccatcggctatgggaggccagcaa-
gaggctggcagggcttgggcctggggaggatgctgaacccgatgaagacccccagtctgag-
gactcagaggccccatcttctctaagcaccccccaccctgaggagcccacag-
tttctcaaccttaccccagccctcagagctcaccagatttgtctaagatgacgcac-
cgaattcaggctaaagttgagcctgagatccagctctcctaaccctcaggccaggatgcttgccatggcacttcatggtccttgaaaacctcg-
gatgcttgccatggcacttcatggtccttgaaaacctcggatgtgtgcgaggccatgccctggacactgacgggtttgtgatcttgac-
gatgtgtgcgaggccatgccctggacactgacgggtttgtgatcttgac-
ctccgtggttactttctggggccccaagctgtgccctggacatctcttttcctggtt-
gaaggaataatgggtgattatttcttcctgagagtgacagtaaccccagatggagaga-
taggggtatgctagacactgtgcttctcggaaatttggatgtag-
tattttcaggccccacccttattgattctgatcagctctggagcagaggcagggagttt-
gcaatgtgatgcactgccaacattgagaattagtgaactgatccctttgcaaccgtctagc-
taggtagttaaattacccccatgttaatgaagcggaatt-
aggctcccgagctaagggactcgcctagggtctcacagtgagtaggaggagggcctgg-
gatctgaacccaagggtctgaggccagggccgactgccgtaagatgggtgctga-
gaagtgagtcagggcagggcagctggtatcgaggtgccccatgggagtaaggggac-
gccttccgggcggatgcagggctggggtcatctgtatctgaagcccctcggaataaa-
gcgcgttgaccgccgaagctgcgctcactcctgcctcaacgcgccggccccgccctccgccgccacacttccggcggggctgcgaccg-
gcgccggccccgccctccgccgccacacttccggcggggctgcgaccg-
cagaggggcgcgggcgagcgagcgggcggccggccgctgggggtggcggga-
taggctgggcgcggccggcgctgcagacccgctgctgttgtccgggtctgtgcggtcccgagggccctccgtgccgccggcgccatg-3‘ 
 
Flot2-930 
5‘agatttgtctaagatgacgcaccgaattcaggctaaagttgagcctgagatccagctctcctaaccctcaggccaggatgcttgccatggcac
ttcatggtccttgaaaacctcggatgtgtgcgaggccatgccctggacactgacgggttt-
gtgatcttgacctccgtggttactttctggggccccaagctgtgccctg-
gacatctcttttcctggttgaaggaataatgggtgattatttcttcctgagagtgacag-
taaccccagatggagagataggggtatgctagacactgtgcttctcggaaattt-
ggatgtagtattttcaggccccacccttattgattctgatcagctctggag-
cagaggcagggagtttgcaatgtgatgcactgccaacattgagaattag-
tgaactgatccctttgcaaccgtctagctaggtagttaaattacccccatgttaatgaa-
gcggaattaggctcccgagctaagggactcgcctagggtctcacagtgagtaggag-
gagggcctgggatctgaacccaagggtctgaggccagggccgactgccgtaa-
gatgggtgctgagaagtgagtcagggcagggcagctggtatcgaggtgccccatgggag-
taaggggacgccttccgggcggatgcagggctggggtcatctgtatctgaagcccctcg-
gaataaagcgcgttgaccgccgaagctgcgctcactcctgcctcaac-
gcgccggccccgccctccgccgccacacttccggcggggctgcgaccg-
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cagaggggcgcgggcgagcgagcgggcggccggccgctgggggtggcggga-
taggctgggcgcggccggcgctgcagacccgctgctgttgtccgggtctgtgcggtcccgagggccctccgtgccgccggcgccatg-3‘ 
 
Flot2-560 
5‘ggcagggagtttgcaatgtgatgcactgccaacattgagaattagtgaactgatccctttgcaaccgtctagctaggtagttaaattacccccat
gttaatgaagcggaattaggctcccgagctaagggactcgcctagggtctcacagtgag-
taggaggagggcctgggatctgaacccaagggtctgaggccagggccgactgccgtaa-
gatgggtgctgagaagtgagtcagggcagggcagctggtatcgaggtgccccatgggag-
taaggggacgccttccgggcggatgcagggctggggtcatctgtatctgaagcccctcg-
gaataaagcgcgttgaccgccgaagctgcgctcactcctgcctcaac-
gcgccggccccgccctccgccgccacacttccggcggggctgcgaccg-
cagaggggcgcgggcgagcgagcgggcggccggccgctgggggtggcggga-
taggctgggcgcggccggcgctgcagacccgctgctgttgtccgggtctgtgcggtcccgagggccctccgtgccgccggcgccatg-3‘ 
 
 
Die Abb. 5 Längster Abschnitt mit einer Homologie 77% 
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Die Abb.6 Längster Sequenzabschnitt mit einer Homologie von 80%  
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