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Einleitung

2.1 Hintergrund

Blutpldttchen (Thrombozyten) sind kernlose Zellfragmente, die im Knochenmark duch Ab-
spaltung aus Megakaryozyten entstehen. Thre wichtigste Aufgabe ist die Beteiligung an der
H&mostase. Von pathophysiologischer Bedeutung ist der Beitrag aktivierter Pléttchen an
den akuten Komplikationen degenerativer Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie der arteriellen
Thrombose mit den Folgen der instabilen Angina pectoris, des Myokardinfarkts und des
zerebralen Insults. PGIy (Prostacyclin) und das stabile PGIy-Analog Iloprost sind starke
Inhibitoren der Plidttchenaktivierung (Siess und Lapetina, 1989). PGIy wird iiber spezifi-
sche Rezeptoren gebunden und bewirkt in Abhéngigkeit des G-Protein Gg eine Stimulierung
der Adenylatzyklase. Durch die Aktivierung der Adenylatzyklase steigt die intrazellulire
cAMP-Konzentration und die cAMP-abhéngige Proteinkinase A (PKA) wird aktiviert, was
die Phosphorylierung spezifischer Proteine zur Folge hat (Siess et al., 1990). In vorange-
henden Untersuchungen wurde ein 38 kDa Protein gefunden, dessen PKA-abhéngige Phos-
phorylierung gut mit der Hemmung der Thrombozytenfunktion korrelierte (Halbriigge et al.,
1990; Siess und Lapetina, 1990). Das 38 kDa Protein wurde durch 2D-SDS-Gelelektrophorese
isoliert und charakterisiert (Luber, 1994). Basierend auf dem isoelektrischen Punkt des
38kDa Proteins (pI 6.5) wurde das Protein aus Thrombozytenlysaten mittels priparati-
ver Elektrophorese in der Rotofor-Kammer angereichert und anschlieBend durch 2D-SDS-
Gelelektrophorese gereinigt. Durch interne Sequenzanalyse konnten sieben Peptidsequenzen
ermittelt werden, mit denen die EST-Datenbank des “Institute of Genomic Research (TI-
GR)“ durchsucht wurde. Anhand {iberlappendender ESTs! konnte der vollstindige “offene
Leserahmen® (ORF), der fiir das 38 kDa Protein kodiert, rekonstruiert werden. Aufgrund der
86 %igen Sequenzidentitdt mit dem C-terminalen LIM-Domine Protein aus Ratte (rCLP-
36; Wang et al., 1995) wurde das 38kDa Protein als humanes CLP-36 bezeichnet. Mit-
tels sequenzspezifischer PCR-Primer wurde das humane CLP-36 aus einer HEL-Zell-cDNA-
Bibliothek kloniert (Bauer et al., 2000). Zur Untersuchung der zelluléren Funktion des Pro-

1ESTs (Expressed sequence tags) werden durch partielles, unidirektionales Sequenzieren von direkt klo-
nierten cDNA-Bibliotheken gewonnen und ermdglichen eine rasche Erfassung kodierender DNA-Abschnitte
(Adams et al., 1993)
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teins wurden durch Immunisierung von Kaninchen mit bakteriell exprimiertem CLP-36 po-
lyklonale Antikérper gewonnen (s.3.7.1).

2.2 Aufgabenstellung

Mittels primér immunchemischen Ansétzen sollte CLP-36 auf molekularer und zellulérer
Ebene charakterisiert und funktionell eingeordnet werden. Dies schlof3 die Untersuchung der
intrazelluldren Tokalisation von CLP-36, die Suche nach interagierenden Proteinen, sowie
Versuche zur Regulation von CL.P-36 ein. In Hinblick auf die Regulation wurde untersucht, ob
CLP-36 ein Substrat der Proteinkinase A und der LIM-Kinasen darstellt. Die intrazellulére
Lokalisation wurde v.a. in Pléttchen und Endothelzellen untersucht, da beide Zelltypen CLP-
36 stark exprimierten. Um die Beteiligung von CLP-36 an dynamischen Vorgéngen in der
Zelle einschétzen zu konnen, wurde die Motilitét von CLP-36 videomikroskopisch in lebenden
Epithelzellen studiert.

Da gefunden wurde, daf§ CL.P-36 in Plattchen und Endothelzellen mit dem Aktinzytoskelett
assoziiert, soll im folgenden kurz auf die Funktion und Bedeutung des Aktinzytoskeletts im
allcemeinen, und im besonderen in Pliattchen und Endothelzellen eingegangen werden.

2.3 Theoretische Grundlagen

2.3.1 Das Aktinzytoskelett

Aktin ist in evolutiondrem Sinne sehr alt und wird als eines der fiinf hidufigsten Proteine
auf der Erde betrachtet. Monomeres Aktin (G-Aktin) assoziiert unter physiologischen Be-
dingungen in eine doppelt-helikale, 10 nm dicke, Filamentstruktur (F-Aktin) und stellt als
solches die hauptsichliche Komponente des Zytoskeletts in eukaryotischen Zellen dar. Die
dynamische, semiflexible Natur von Aktinfilamenten erlaubt den Zellen auf extrazellulire
Signale durch Zellbewegung, Zellteilung, Formveréinderung, Endocytose und Translokation
intrazelluldrer Organellen zu antworten. Solche Prozesse sind kritisch fiir die Entwicklung
und Funktion multizelluldrer Organismen. So ist beispielsweise die Einwanderung von Leu-
kozyten in das infizierte Gewebe wichtiger Bestandteil der Immunantwort und die Migration
von Fibroblasten essentiell fiir die Wundheilung.

Blutplédttchen zeigen innerhalb von Sekunden nach ihrer Aktivierung eine ausgeprigte
Reorganisation des Zytoskeletts, die zur Bildung neuer Aktinfilamente und Filamentbiindel,
eines kontraktilen Aktomyosinrings und Stressfaser-artiger Strukturen fiihrt. Dieser rapide
Umbau des Zytoskeletts erméglicht die spezifischen Plittchenantworten: den Gestaltwandel?,
die Ausbreitung®, und die Aggregation und Bildung des fibrinreichen Plittchengerinnsels.

2engl. “shape change®
3engl. “spreading®
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(Allen et al., 1979; Hartwig, 1992). Das Aktinzytoskelett der Plittchen besteht aus zwei
Komponenten: (1) den zytoplasmatischen Aktinfilamenten, die das Zytoplasma ausfiillen
und die kontraktilen Prozesse vermitteln, (2) dem Membranskelett, das die innere Seite der
Plasmamembran auskleidet und die Kontur und Stabilitdt der Membran sowie die laterale
Verteilung der Glykoproteine in der Membran reguliert. Wéhrend der Aktivierung der Zelle
wird das Glykoprotein ajy,/33 kompetent fiir die Bindung von Fibrinogen. Es bilden sich
fokale Kontakte, eine spezielle Form der fokalen Adhésionen (s.S.8). Durch die Bindung an
Fibrinogen wird das Zytoskelett in der Weise umorganisiert , dafl die membranskelettalen
Proteine, die mit dem Glykoprotein «jp,33 assoziieren, mit dem zytoplasmatischen Aktin-
filamenten verkniipft werden. Dadurch kann die Umformung und Stabilisierung des Plétt-
chenklots eingeleitet werden. Als Konsequenz der Fibrinogenbindung durch das Glykoprotein
a3 werden Tyrosinkinasen, Calpain, Proteinkinase C und Phosphoinositid-3-Kinase ak-
tiviert, die an den fokalen Kontakten aggregierter Pléttchen detektiert werden kénnen (Fox,
1993; Morgenstern et al., 1990). Die Aktivierung der Plittchen ist essentiell fiir die primére
Blutgerinnung und kritisch involviert in die Pathologie des Schlaganfalls oder Myokardin-
farkts.

Endothelzellen kleiden als Monolayer die innere Gefdfiwand aus und bilden eine semiper-
meable Barriere fiir den Austausch von Makromolekiilen und bioaktiven Stoffen zwischen
dem Blut und dem GeféBsystem. Nach Aktivierung durch inflammatorische oder hdmosta-
tische Stimuli kommt es zu einer Reorganisation des endothelialen Aktinzytoskeletts und
die ruhenden, Pflasterstein-artig angeordneten Endothelzellen gehen in eine abgerundete,
kontrahierte Form mit intrazelluléren Stressfasern iiber (Grand et al., 1996). Dies fithrt zur
Entstehung von Liicken im Endothel (Ehringer et al., 2000) und zur Ablagerung von LDI.
in der vaskuldren Intima. Die Liickenbildung erméglicht die transendotheliale Migration von
Monozyten und neutrophilen Granulozyten. Eine endotheliale Dysfunktion fiithrt zu einer
erhohten Permeabilitit des Endothels, die wesentlich zur Entziindung und Atherosklero-
se beitrigt. Das Aktinzytoskelett in den Endothelzellen vermittelt auch die Migration der
Endothelzellen wihrend eines Wundverschlusses oder der Angiogenese.

Aktinfilament- Turnover Filamentwachstum findet an den schnell wachsenden Filamen-
tenden (engl.“barbed ends“) durch Assoziation von monomerem, an ATP gebundenem Ak-
tin statt, wihrend monomeres ADP-Aktin vom langsam wachsendem Ende (engl.“pointed
end) dissoziiert, so da im Gleichgewichtszustand eine kritische Konzentration von G-Aktin
aufrechterhalten wird (engl.“treadmilling“). Bei einer Monomerkonzentation grofer als der
kritischen Konzentration findet eine Nettopolymerisation statt, bei einer Monomerkonzen-
tration kleiner als der kritischen Konzentration kommt es zur Nettodepolymerisation. Der
Zusammenbau und Zerfall von Aktinfilamenten® sowie die Organisation des tertiiren Ii-
lamentnetzwerks wird iiber eine Reihe aktinbindender Proteine reguliert (Ubersichtsartikel
von Chen et al., 2000). Sie bewirken unter anderem, dafl Aktin in der Zelle etwa 100-200mal
schneller umgesetzt wird als reines Aktin in vitro. -Thymosin sequestriert ATP-Aktin, um
die spontane Nukleation von Filamenten zu verhindern und einen ATP-Aktin-Pool fiir die Fi-
lamentverlangerung bereitzustellen. Profilin beschleunigt den geschwindigkeitsbestimmenden

4engl.“actin turnover®
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Schritt des Nukleotidaustausches am Aktinmonomer und erméglicht somit einen gesteiger-
ten Umsatz von G-Aktin. Cofilin und Proteine der ADF (Aktin-depolymerisierender Faktor)-
Familie erhohen die Dissoziationsrate am langsam wachsendem Ende sowie die Assozitati-
onsrate am schnell wachsendem Ende und legen durch Filamentaufbruch (engl.“severing®)
neue Enden frei. Sie tragen somit ebenfalls zu einem gesteigerten Aktinumsatz bei. Der zu
Aktin verwandte Arp2/3 Komplex initiiert eine de novo Polymerisation von Aktin (Fila-
mentnukleation) und bindet an die Seiten vorhandener Filamente, wodurch Filamentver-
zweigungen kreiert werden (Machesky und Way, 1998). Capping Protein, Gelsolin und der
Arp2/3-Komplex decken Filamentenden ab (engl.“Capping®)und regulieren somit den Ver-
lust oder die Addition von monomerem Aktin.

Durch ein koordiniertes Zusammenspiel dieser Proteine wird eine beschleunigte lokale
Aktinpolymerisation und -depolymerisation moglich, die z.B. zur Ausbildung von Lamelli-
podien am vorwértsgerichteten Pol der Zelle (engl. “leading edge) fithrt. Die Bewegung des
Lamellipodiums ist zur Zeit der am besten verstandene Prozef3, der die Umorganisation ei-
nes Aktinnetzwerkes in vivo beschreibt (s. Abb.2.1)(Ubersichtsartikel von Chen et al., 2000).
Lamellipodien sind breite, lagenartige Zellfortsétze, in denen Aktinfilamente in einem gitter-
artigen Maschenwerk angeordnet sind; das lamellipodidre Netzwerk wird durch Ausbildung
von Filamentabzweigungen durch den ARP2/3-Komplex (Machesky und Way, 1998) sowie
durch Filamentbiindelung und -Quervernetzung geschaffen. Aktinfilamentbiindelung und -
Quervernetzung erhohen beide die Rigiditdt des Aktinpolymers und liefern unabhéngig von
Myosin die Kraft fiir die Deformation der Membran, die fiir die Ausbreitung des Lamellipodi-
ums und damit fiir die Zellbewegung benétigt wird (Ubersichtsartikel von Lauffenburger und
Horwitz, 1996). Die Quervernetzung von Aktinfilamenten trigt dariiber hinaus zu den visko-
elastischen Eigenschaften des Zytoplasmas bei: der Deformierbarkeit, die Bewegung erlaubt,
und der Elastizitét, die mechanischen Kréiften entgegenwirkt und die Erhaltung der Zellform
gewéhrleistet (Bray et al., 1986). Durch ein Biindeln von Aktinfilamenten kénnen Membran-
protrusionen wie die Mikrovilli des Biirstensaumepithels der Darmwand, die Stereozilien des
Innenohrs oder die Filopodien aktivierter Plittchen (Allen et al., 1979) ausgebildet werden.

Stressfasern Einen anderen Typ von Mikrofilamentbiindeln, der dem Muskelsarkomer
dhnelt, repriasentieren die Stressfasern. Sie bilden keine Membranprotrusionen sondern ver-
laufen transversal durch die ausgebreitete Zelle. Neben F-Aktin enthalten sie a-Aktinin,
Filamin, Tropomyosin und Myosin in periodischer, sarkomerihnlicher Anordnung und sind
aufgrund der Assoziation mit Myosin kontraktil (Kreis und Birchmeier, 1980; Byers et al.,
1984). Analog zur Z-Linie im Muskelsarkomer besitzen sie a-Aktinin-reiche elektronendichte
Banden, an denen F-Aktin quervernetzt und monomeres Aktin inkorporiert wird (Turnacio-
glu et al., 1998). Stressfasern finden sich in ausgebreiteten Kulturzellen sowie in situ in
arteriellen Endothelzellen (Wong et al., 1981) oder den Skleroblasten (Hornschuppen) des
Goldfisches (Byers und Fujiwara, 1982). In kultivierten Zellen ermoglichen sie durch ihr
Ankniipfen an adhéisive Matrixkontakte (Fokale Adhésionen) eine gesteigerte Adhérenz der
Zelle; In situ stellen sie wahrscheinlich einen Schutz vor Ablosung durch erhohte Scherkrifte,
etwa die des Blutstroms, dar. In Endothelzellen und Plittchen werden Stressfasern nach Ak-
tivierung der Zelle ausgebildet und partizipieren an der Formverdnderung der Zelle. Die

6
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‘borbed end

- ATP-Aktin
ADP-P-Aktin
ADP-Aktin

W Arp2/3 Komplex

™ WASP

% ADF/Cofilin
B-Thymosin

* Profilin

M Capping Protein

Abbildung 2.1: Modell fiir den Aktinumsatz im Lamellipodium am vorwértsgerichteten Pol der
Zelle. Die Aktinfilamentfront ist charakterisiert durch ein stark verzweigtes Geflecht an Aktinfi-
lamenten mit nach vorne gerichteten schnell wachsenden (barbed) Enden und langsam wachsen-
den Filamentenden an den Filamentverzweigungen. (1) Der Arp2/3-Komplex wird durch Bindung
an WASP aktiviert, das wiederum durch die kleine GTAase Cdc42 aktiviert wird. (2) Der akti-
ve Arp2/3-Komplex nukleiert Aktinfilamentwachstum und deckt die langsam wachsenden freien
Filamentenden ab oder (3) er bindet an die Filamentseiten und kreiert dort Filamentabzweigun-
gen. Das Wachstum der Filamente erfolgt schnell und die verzdgerte Dissoziation von P; fiithrt
zur Anreicherung von Filamenten an der vorderen Front des Lamellipodiums (griiner Kasten), die
hauptsichlich aus ATP- und ADP-P;-Aktin bestehen und nicht an ADF/Cofilin binden. (4) Das Ab-
decken der schnell wachsenden Enden durch Capping Protein verhindert eine weitere Verldngerung
der Filamentenden. An der hinteren Front des Lamellipodiums tragen zwei Mechanismen, Fila-
mentaufbruch und das Freilegen der langsam wachsenden Filamentenden durch die Entfernung des
Arp2/3-Komplexes (engl.“uncapping®), zu einer rapiden Aktindepolymerisaton bei. Das Aufbre-
chen der Filamente wird an Stellen zwischen ADFE/Cofilin-geséttigtem ADP-Aktin und “nacktem*
F-Aktin besonders begiinstigt. (5) ADF/Cofilin beschleunigt auch die F-Aktin-Depolymerisation
an den langsam wachsenden Filamentenden. (6) Der Komplex aus ADP-Aktin und ADF/Cofilin,
der von den Filamentenden dissoziiert, ist im Gleichgewicht mit den ADF /Cofilin- und ADP-Aktin-
Monomeren. (7) Der Nukleotidaustausch ist ein langsamer Prozef}, der durch ADF/Cofilin-Proteine
weiter aufgehalten wird, wihrend Profilin den Austausch beschleunigt. (8) ATP-Aktin-Monomere
stellen den Pool fiir den Filamentzusammenbau dar und werden durch G-Thymosin sequestriert,
um eine spontane Nukleation zu verhindern; Abb. aus Chen et al., 2000, modifiziert.
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Ausbildung der Stressfasern wird durch die kleine GTPase RhoA reguliert und ist abhéngig
von der Aktivitdt von Tyrosin-Kinasen (Ridley und Hall, 1992; Ridley und Hall, 1994).

Fokale Adhéisionen Stressfasern inserieren an der Membran in multifunktionellen Prote-
inkomplexen, den fokalen Adhésionen, die rdumlich und zeitlich die Adh#drenz an die Matrix
regulieren und so die Adhé#sivitidt und Zellbewegung koordinieren. Die Bildung der foka-
len Adhésionen wird durch die GTPasen Rho, Rac und Cdc42 reguliert (Nobes und Hall,
1995). Sie erfolgt iiber die Bindung von Matrixpolymeren wie Fibrinogen oder Kollagen
an Integrine. Dies fiihrt zur Gruppierung der Integrine in Cluster, und zur darauffolgenden
Kopplung der cytoplasmatischen Doménen der Integrine an die Aktinfilamente. Die Kopp-
lung der Integrine an das kontraktile Aktomyosinskelett geschieht iiber einen Komplex aus
zytoskelettalen Proteinen, darunter Talin, Vinkulin, a-Aktinin und Filamin, deren Funktion
an den fokalen Adhésionen besonders gut verstanden ist (Horwitz et al., 1986; Ubersichtsar-
tikel von Critchley, 2000). Die Assoziation der Integrine mit dem Zytoskelett ist essentiell fiir
eine normale Integrin/Tigand-Interaktion und somit auch fiir die Zellmotilitét. Die fokalen
Adhésionen sind mit Signalmolekiilen wie der fokalen Adhisionskinase ppl125 (FAK) assozi-
fert (Ilic et al., 1995) und stellen damit die zentralen Schaltstellen fiir eine integrinvermittelte
Signaltransduktion dar. Diese erfolgt bidirektional® und ist essentiell fiir die Bewegung, Ak-
tivierung und Differenzierung von Zellen wihrend der Immunreaktionen, der Wundheilung,
Organogenese und Onkogenese (Ubersichtsartikel von Schonwélder und Burridge, 1999). In
Blutplattchen sind die fokalen Kontakte an adhésive Matrixproteine wie Kollagen oder Fi-
brinogen an der Aktivierung der Plattchenfunktionen beteiligt, und ermoglichen die Bildung
und -Retraktion des Gerinnsels wihrend der Hémostase (Morgenstern et al., 1990).

a-Aktinin  Zur Ausbildung der beschriebenen Zytoskelettstrukturen stehen filamentbiin-
delnde, -verankernde bzw. quervernetzende Proteine unterschiedlicher Gewebsspezifitét und
Geometrie zu Verfiigung wie z.B. Fascin, Villin, Fimbrin oder a-Aktinin (Ubersichtsartikel
von Bartles, 2000).

a-Aktinin ist ein stabformiges antiparalleles Homodimer mit einem Molekulargewicht der
Untereinheiten von ca. 100 kDa (Ubersichtsartikel von Critchley und Flood, 1998). Durch die
antiparallele Anordnung der zwei N-terminalen aktinbindenden Doménen im funktionellen
Dimer konnen Aktinfilamente quervernetzt und gebiindelt werden. Die Dimerisierung zweier
Monomere wird iiber die spektrin-artigen Sequenzwiederholungen® 2 und 3 im Mittelteil des
Molekiils vermittelt (Djinovic-Carugo et al., 1999)(s. Abb.2.2 A). Es existieren verschiede-
ne Isoformen von a-Aktinin. a-Aktinin-1 und -4 sind in nichtmuskulédren Zellen exprimiert,
a-Aktinin-2 ist auf Herz- und Skelettmuskelzellen und a-Aktinin-3 auf die Muskulatur der
Gliedmafen beschrinkt. Die Bindung an Aktin ist bei den meisten nichtmuskuléren Iso-
formen Ca?*-sensititv und wird durch die Ca?*-bindende EF-HandI am C-terminus des
Molekiils kontrolliert.

Durch viskoelastische Messungen wurden die mechanischen Eigenschaften von F-Aktin/a-
Aktinin-Netzwerken bestimmt (Xu et al., 1998). Es zeigte sich, daf die Quervernetzung durch

Sengl. “outside-in* und “inside-out® signaling
Sengl.“spectrin-like repeats®
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Abbildung 2.2: (A)Schematische
413121 ABD Darstellung des a-Aktinin Dimers.
EF1 EF2 @ Die Monomere bestehen aus einer
Aktin-bindenden Domine (ABD),
B vier spektrin-artigen Sequenzwie-
N Pl'ﬁl'P derholungen (1-4) und zwei Ca?'-
Eg% , > PIP5Kinase bindenden EF-Hinden (EF). (B)
v Die Funktion von a-Aktinin wird di-
N N PI-4,5-P, rekt durch Bindung der Phosphoi-
(PDGP) > > pip,-3-kinase | AN nositide PI-4,5-Py und PI-3,4,5-P3
Rac? v / 4 kontrolliert, die nach Aktivierung
PI 3,4,5-P; Organisation der von Rho oder nach mitogener Sti-
Aktinfilamente mulation durch PDGF (Platelet De-
und rived Growth Factor) gebildet wer-

fokalen Adhdsionen den.

a-Aktinin dynamisch ist: die Kinetik der a-Aktinin/F-Aktin-Interaktion und die Dissozia-
tionskonstante von Ky=1-5uM erlauben der Zelle, elastisch auf eine rapide Deformation zu
reagieren, ermoglichen aber gleichzeitig eine langsame Deformation des viskoelastischen Zy-
toplasmas als Antwort auf Zellbewegung.

a-Aktinin verankert Aktinfilamente an den fokalen Adhésionen, den adhaerenten Mem-
brankontakten und der Z-Scheibe im Muskelsarkomer. An den elektronendichten Banden
entlang der Stressfasern biindelt es die Aktinfilamente (Sanger et al., 1983). Es bindet an
die zytoplasmatischen Doménen in Adhésionsrezeptoren wie den 31-, 32- und 33-Integrinen,
L-Selektin, ICAM-1, ICAM-2 sowie an die Zell/Zell-Adhésionsrezeptoren N- und E-Cadherin
via a-Catenin (Jockusch et al., 1995; Pavalko et al., 1995; Knudsen et al., 1995). An den
fokalen Adhé#sionen verkniipft a-Aktinin die Adhé#sionsrezeptoren direkt mit dem Aktin-
zytoskelett und interagiert dort mit Zyxin und Vinkulin, die ebenfalls in die Bildung und
Stabilitét der fokalen Adhésionen involviert sind (Crawford et al., 1992). An den Stressfasern,
fokalen Adhé&sionen, Zell/Zell-Kontakten und embryonalen Z-Scheiben interagiert a-Aktinin
mit Palladin, das essentiell fiir die Organisation des Zytoskeletts und der fokalen Adhé&sionen
ist (Parast und Otey, 2000).

Die Bildung der fokalen Adhé#sionen und Stressfasern wird durch die kleine GTPase Rho
reguliert (Ridley und Hall, 1992; s.0.). Die Aktivierung von Rho wihrend der Zelladhésion
ist mit der Aktivierung der PIP-5-Kinase und der Produktion des Phospholipids PI-(4,5)-Ps
verbunden (Chong et al., 1994). PI-(4,5)-P3 ist essentiell fiir die F-Aktin-gelierende Aktivitét
von a-Aktinin und reguliert die Bindung von a-Aktinin an die Proteinkinase N, die durch
Rho aktiviert wird (Fukami et al., 1992; Mukai et al., 1997). a-Aktinin ist neben Aktin und
Caldesmon in vitro ein Substrat der Proteinkinase N und PI-(4,5)-Ps reguliert die Kinaseak-
tivitat der Proteinkinase N in vitro. Man kénnte daher spekulieren, dafl die Proteinkinase N
die Effekte von Rho vermittelt durch eine Phosphorylierung des a-Aktinins und anderer zy-
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toskelettassoziierter Proteine, wenn auch unklar ist, ob die Phosphorylierung dieser Proteine
physiologisch relevant ist. Auch die kleine GTPase Racl, die die Bildung der Lamellipodien
vermittelt, assoziiert mit der PI-5-Kinase und fiithrt héchstwahrscheinlich zur Aktivierung
der Kinaseaktivitdt und Bildung von PI-(4,5)-Py (Hartwig et al., 1995; Tolias et al., 2000).
a-Aktinin bindet neben PI-(4,5)-Py auch die PI-3-Kinase und deren Produkt PI-(3,4,5)-Ps.
Eine Aktivierung der PI-3-Kinase durch mitogene Stimulation der Zelle fiihrt zu einer par-
tiellen Auflosung der fokalen Adhésionen und Stressfasern; die Interaktion von a-Aktinin
mit der S-Untereinheit des Integrins kann in vitro durch Zugabe von PI-(3,4,5)-Ps inhibiert
werden (Greenwood et al., 2000). Beides zusammen spricht dafiir, daf die Interaktion von
a-Aktinin mit dem S-Integrin an den fokalen Adhésionen durch PI-(3,4,5)-P3 reguliert wird.
Eine partielle Auflésung der fokalen Adhéisionen konnte physiologisch den Ubergang einer
stark adhdrenten Zelle zu einer schwicher adhirenten Zelle bedeuten, der die Motilitat der
Zelle erméglicht (Palecek et al., 1997). So findet sich in einigen Krebszellen eine erhshte
PI-(3,4,5)-Ps-Konzentration (Cantley und Neel, 1999), was mit dem Verlust des adhéirenten
Phénotyps in Zusammenhang stehen kénnte.

Nach Aktivierung der PI-3-Kinase kommt es zu einem Anstieg von a-Aktinin in der triton-
X-16slichen Zellfraktion, der begleitet wird von der Entbiindelung und Umorganisation der
Stressfasern zu einem filamentésen Aktinnetzwerk (Greenwood et al., 2000). Bei niedrigen -
Aktinin-Konzentrationen werden ungeordnete (isotrope) Aktinnetzwerke gebildet, bei hohen
Konzentrationen biindelt a-Aktinin Aktinfilamente (Furukawa und Fechheimer, 1997). Die
kritische a-Aktinin-Konzentration, die den Ubergang eines Aktinnetzwerks zu Akinbiindeln
markiert, wird auch von der Affinitdt von a-Aktinin fiir die Aktinfilamente beeinflufit. Es
kann daher postuliert werden, dafl PI-(3,4,5)-P3 die Affinitdt von «-Aktinin fiir F-Aktin
reduziert und somit die Umorganisation der Aktinfilamente von einer gebiindelten Anord-
nung (Stressfasern) zu einem isotropen Netzwerk bewirkt. a-Aktinin ist somit ein wichti-
ger Effektor der durch Phosphatidylinositide vermittelten Regulation des Aktinzytoskeletts
(s. Abb.2.2 B) und Schaltstelle fiir eine partielle Auflésung der fokalen Adhésionen, die wahr-
scheinlich zu einer reduzierten Zelladhérenz fiihrt.

Einige der Adapterproteine mit LIM- und PDZ-Doménen, zu denen auch CLP-36 gehort
(s.u.), interagieren ebenfalls mit c-Aktinin und rekrutieren Signalproteine an das Zytoskelett
(s.2.3.2 und Diskussion). Die Regulation und Bedeutung dieser Interaktionen ist jedoch
weitgehend ungeklért.

Die Uberexpressionen von a-Aktinin in Endothelzellen fithrt zu einer reduzierten Mo-
tilitdt und zur verlangsamten Bewegung der Zelle in eine artifizellen Wundbereich (Gliick
und Ben-Ze “ev, 1994). Die Deletion von a-Aktinin in der kollektiven Amébe Dictyostelium
verhindert die komplette Entwicklung des Fruchtkérpers (Ponte et al., 2000) und die Mikro-
injektion proteolytischer Fragmente von a-Aktinin in Fibroblasten fiihrt zur Disruption der
Stressfasern und fokalen Adhosionen (Pavalko und Burridge, 1991). Dies deutet darauf hin,
daf3 a-Aktinin eine spezifische, nicht-redundante Funktion in der Zelle besitzt.
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2.3.2 Die Proteinbindungsdominen PDZ und LIM

An spezialisierten Doménen der Plasmamembran wie den apikalen, basalen und lateralen
Doménen polarisierter Epithelzellen, den synaptischen Membranen in Nervenzellen oder
den fokalen Matrixadhésionen werden grioflere Proteinkomplexe ausgebildet. Diese vermit-
teln z.B. die adhésiven Eigenschaften bestimmter Zellen, die Bildung parazelluldrer Bar-
rieren (engl. “tight junctions®), den Ionentransport, sowie die Weiterleitung von Signalen
zwischen benachbarten Zellen, die Wachstum, Differenzierung und Homeostase regulieren.
Die Bildung solcher Proteinkomplexe wird grofiteils durch die Interaktion modularer Prote-
inbindungsdomé&nen bestimmt. Dies sind strukturell konservierte Elemente mit einzigartiger
Sperzifitét, die in Proteinen unterschiedlichster Funktion vorkommen. Beispiele hierfiir sind
SH3-Doménen, die variable Aminosduresequenzen in Umgebung einer basischen Pro-X-X-
Pro-Stelle erkennen, SH2- und PTB-Doménen, die Phosphotyrosinmotive erkennen (Pawson,
1998), sowie PDZ- und LIM-Doménen. PDZ- und LIM-Doménen interagieren mit diversen
Proteinmotiven, wobei die Interaktion einzelner LIM- oder PDZ-Domé&nen mit hoher Spezi-
fitat stattfindet.

CLP-36 besitzt sowohl eine PDZ- als auch eine LIM-Doméne. Daher soll im folgenden das
Wissen {iber diese Proteindoménen wiedergegeben werden.

Die PDZ-Doméine Die PDZ-Doméne wurde urspriinglich als konserviertes Sequenzele-
ment innerhalb des postsynaptic density proteins PSD95/SAPI0, des Tumorsuppressors dlg-
A aus drosophila und des Proteins ZO-1 an den parazelluliren Barrieren entdeckt. Die Be-
zeichnung PDZ stellt ein Akronym aus den Anfangsbuchstaben dieser Proteine dar. Die
80-90 Aminosduren umfassende Doméne wurde bis jetzt in iiber 75 Proteinen identifiziert
und tritt typischerweise in mehreren Kopien innerhalb eines Proteins auf. Sie vermittelt
spezifische Proteininteraktionen und findet sich in so diversen Organismen wie Metazoen,
Pflanzen und Bakterien, ist also phylogenetisch stark konserviert. PDZ-Doménen zeigen
bei paarweisem Sequenzvergleich eine durchschnittliche Identitét von etwa 30 %, wobei kei-
ne Aminosidure durchgehend konserviert ist. Aufgrund von Sequenzhomologien und des
Bindungsmechanismus kénnen PDZ-Doménen in zwei Gruppen unterteilt werden. PDZ-
Doménen der ersten Gruppe finden sich in vielen membranassoziierten Proteinen und binden
das C-terminale Sequenzmotiv (T/S)-X-(V/hydrophober Rest) in Transmembranproteinen.
Diese PDZ-Doménen enthalten eine konservierte GLGF-Sequenz, die an der Bindung des C-
terminalen Sequenzmotivs im Proteinliganden beteiligt ist; das C-terminale Sequenzmotiv
liegt als antiparalleler 3-Strang in einer Spalte, die von der aB-Helix und dem J3B-Strang
der PDZ-Domiéne ausgebildet wird (Doyle et al., 1996)(s. Abb.2.3). Die Bindung der C-
terminalen Carboxylgruppe erfolgt iiber Wasserstoff-Briickenbindungen, der Valinrest liegt
in einer hydrophoben Hohle. Die Interaktion des Liganden mit dem (-Strang umfafit nur
Wasserstoff-Briickenbindungen zwischen den Hauptketten, die offensichtlich nicht zur Spezi-
fitdt der Interaktion beitragen. Die Spezifitéit wird iiber die Interaktion des Serin- oder Threo-
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ninrests an Position -2 des Peptids mit einem positiv geladenem Histidin-Rest in der a-Helix
vermittelt. Das Durchmustern von Peptid-Bibliotheken zeigte, dafl viele PDZ-Interaktionen
zusitzliche Wechselwirkungen mit Aminoséureresten an den Positionen -1, -4, -5 des Li-
ganden bendtigen (Songyang et al., 1997). AuBlerdem beschrinkt sich das Repertoir der
moglichen Interaktionspartner durch Rekrutierung des PDZ-Doméne-Proteins an spezifische
Membrandoménen durch andere Domé&nen innerhalb des Proteins.

Carboxylate binding Carboxylate bindi
loop 'x P 4 3

Arg 318

Carboxylate binding

Leu323 ./

Gly 324 r -y
R

Abbildung 2.3: Strukturelles Diagramm der PDZ-Doméne 3 aus PSD95 und ihrer Interaktion
mit einem Peptidliganden. (A) Banden-Diagramm der PDZ3-Domine. Das interagierende Peptid
(gelb) liegt in einer Grube, die von dem FB-Strang und der aB-Helix gebildet wird; der COOH-
Terminus des Peptids wird in einer hydrophoben Hohle eingeschlossen, die von der GA-GB Schleife
(“Carboxylate binding loop“) ausgebildet wird. (B) Chemische Interaktionen, die in die Peptid-
bindung involviert sind. Darstellung der Wasserstoff-Briickenbindungen (gestrichelte weifle Linien)
zwischen Resten der PDZ-Domiéne (blau) und des Peptidliganden (orange) in einem stereosko-
pischem Doppelbild. Sauerstoffatome in rot, Stickstoffatome in blau. Ein Wassermolekiil (griine
Kugel) verbindet die Carboxylatgruppe mit Arginin®'®. Das Motiv GLGF ist konserviert inner-
halb der PDZ-Doménen, die an das C-terminale Sequenzmotiv (T/S)-X-(V/hdrophober Rest) des
Ligand-Proteins binden. Reproduktion aus Doyle et al., 1996.

PDZ-Doménen der zweiten Gruppe binden an interne Proteindoménen und finden sich
oft in Zytoskelett-assoziierten Proteinen. Sie bilden mit anderen PDZ-Doménen Homo- und
Heterodimere (Brenman et al., 1996), interagieren mit LIM-Doménen, ankyrin- und spek-
trinartigen Sequenzwiederholungen oder binden an interne (T/S)-X-V Motive (Shieh und
Zhu, 1996).

Die gro8e Mehrheit der Proteine, die PDZ-Doménen enthalten, ist mit der Plasmamem-
bran assoziiert. Obwohl PDZ-Doménen dort in unterschiedlichsten Strukturen zu finden sind,
ist jedes einzelne PDZ-Doméne-Protein auf spezifische subzelluldre Domé&nen wie Synapsen,
Zell-Zell-Kontakte oder die apikale, basale oder laterale Epithelzellmembran beschriankt. Dies
148t darauf schlielen, dafl sich PDZ-Doménen friih entwickelt haben und eine zentrale Rolle
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in der Organisation der Membrandoménen einnehmen. PDZ-Doménen agieren als Adap-
terdoménen und vermitteln die Bildung funktioneller Proteinkomplexe. Sie besitzen eine
fundamentale Rolle fiir die Cluster-Bildung von Transmembranproteinen und die Kopplung
der zytoplasmatischen Domé&nen von Rezeptoren und Ionenkanilen an Signalproteine. Bei-
spielhaft hierfiir sind die durch InaD vermittelte Proteininteraktionen im Rhabdomer der
Photorezeptor-Zellen von Drosophila. InaD enthélt fiinf PDZ-Doménen und koppelt durch
PDZ-Interaktionen das Transmembranprotein Rhodopsin und den TRP-Ca?*-Kanal mit der
Proteinkinase C und der Phospholipase C(3 zu einem signaliibertragendem Proteinkomplex
(Tsunoda et al., 1997)(s. Abb.2.4). Es fungiert also als Geriistprotein 7, das den TRP-Ca?*-
Kanal in rdumliche Ndhe zum Rhodopsin bringt, wodurch wahrscheinlich die Effizienz der
Phototransduktion verstérkt wird.

PDZ-Doménen in anderen Proteinen koppeln ITonenkanile und Signalproteine an das Aktin-

Abbildung 2.4: InaD bindet den G-Protein(Gq)-gekoppelten Rezeptor Rhodopsin ( Rh), die licht-
aktivierten Kationen-Kanile TRP und TRPL, die Phospholipase C-3 (PLC'), die Proteinkinase C
(PKC) iiber PDZ-Doménen. Calmodulin bindet an die Region zwischen die PDZ-Doménen 1 und
2. Ein hochorganisierter multimerer Proteinkomplex an der Plasmamembran entsteht durch homo-
und heteromere Interaktionen zwischen den PDZ-Domé&nen 3 und 4. Reproduktion aus Xu et al.,

1998.

zytoskelett (Tang et al., 2000 Ubersichtsartikel von Sheng und Pak, 2000) und sind an der
korrekten membransiren Lokalisation® adhirenter Zellkontakte oder synaptischer Proteine
beteiligt (Legouis et al., 2000). Die Interaktion der PDZ-Doménen mit ihren transmembra-
nen Bindungspartnern kann direkt durch Signaltransduktion kontrolliert werden. So kann die
Interaktion der PDZ-Doméne des postsynaptischen Proteins PSD-95 mit dem transmembra-
nen K*-Kanal Kir2.3 {iiber Phosphorylierung des Serin-Rests an Position -2 des K*-Kanals
reguliert werden (Cohen et al., 1996). Weiterhin ist die Bindung der Rezeptor-Tyrosinkinase
EphB3 an das PDZ-Protein AF6 an die Aktivierung des Rezeptors gekoppelt (Hock et al.,
1998). Entsprechend der Vielzahl an PDZ-Proteinen und der méglichen Interaktionen ist
es wahrscheinlich, dafl viele Transmembranproteine, Ionenkanéle und Rezeptoren sowie die

Tengl. “scaffold®
8engl. “cellular trafficking®
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davon ausgehenden Signalereignisse iiber eine regulierte Assoziation mit PDZ-Doménen or-
ganisiert werden (Ubersichtsartikel von Fanning und Anderson, 1999).

Die LIM-Doméne Das Akronym LIM steht fiir die Homeodoméne-Proteine Lin-11, Isll
und Mec-3, in denen die LIM-Doméne als konservierter Sequenzabschnitt entdeckt wur-
de (Way und Chalfie, 1988; Karlsson et al., 1990). Die LIM-Doméne ist ebenfalls ein Ad-
aptermotiv fiir Protein-Proteininteraktionen in funktionell diversen Proteinen aus héheren
und niederen Metazoen, Pflanzen und Hefen. NMR-Spektren zeigten, dafl LIM-Doménen
aus zwei Zn?*-koordinierenden Einheiten (“Zinkfinger*) bestehen (Schmeichel und Becker-
le, 1994), die rdumlich getrennte Subdoménen représentieren und durch hydrophobe Inter-
aktionen im Kern der Subdoménen eine globulidre Faltung einnehmen. Ein Zinkfinger kann
bereits eine sperzifische Proteinbindungsstelle ausbilden (Schmeichel und Beckerle, 1997).
Wasserstoff-Briickenbindungen sowie ionische Wechselwirkungen stabilisieren die Konfor-
mation der LIM-Doméne. Kurze Segmente innerhalb der 3-Schleifen (engl. “loops“) zwi-
schen den (-Faltblatt-Strukturen besitzen flexible Konformation (Konrat et al., 1997) und
kénnten zur Optimierung der intermolekularen Wechselwirkungen beitragen. Die vier koor-
dinierenden Liganden in der tetraedrischen Zn?*-Bindungsstelle jedes Zinkfingers sind die
Sulthydrylgruppen der Cysteinreste, der Imidazolring des Histidins oder gelegentlich Sauer-
stoff aus Aspartat- oder Glutamatresten. Die Cystein- und Histidin-Seitenketten sind streng
konserviert innerhalb der Konsensussequenz C-Xo-C-Xj7_19-H-Xo-C-Xo-C-Xo-C-X16_20-C-
X3-C/H/D der LIM-Doméne (s. Abb.2.5A B). Die Bindung von LIM-Doménen an Nuklein-
siuren, die auferund der strukturellen Ahnlichkeit der Zinkfinger von CRP1 und CRP2 mit
der DNA-bindenden Doméne von GATA1 vermutet werden kann, ist bisher unbewiesen.
LIM-Doménen treten wie PDZ-Doménen oft geklustert innerhalb eines Proteins auf und
konnen daher als multifunktionelle Adaptermotive in Proteinkomplexen fungieren. Sie kénnen
Homo- oder Heterodimere ausbilden (Arber und Caroni, 1996; Fouassier et al., 2000) und
mit einer Reihe anderer, strukturell verschiedenartige Doménen wie der PDZ-Doméne oder
tight-turn-Motiven interagieren (Wu und Gill, 1994). Die Klassifizierung der LIM-Proteine
erfolgt aufgrund von Sequenzhomologien innerhalb der LIM-Doméne (Klassen A-D) und der
Gesamtstruktur des Proteins (Gruppen 1-3)(s. Abb.2.5C; Dawid et al., 1998).

LIM-Doménen der Klassen A und B kommen als Tandem in den LHX-Proteinen mit
DNA-bindender Homoedoméne, sowie dem lim-only Protein LMO und den LIM-Kinasen vor.
Die LHX- und LMO-Proteine sind primér nukledr und regulieren als Transkriptionsfaktoren
die zelluldre Entwicklung. Sie bilden die Gruppe 1.

Die LIM-Doménen der Klasse C finden sich in den lim-only Proteinen, die grofiteils aus
LIM-Dominen bestehen und in Gruppe 2 zusammengefasst werden. CRP1/2 (cystein-rich
protein und CRP3/MLP partizipieren an der Organisation der fokalen Adhésionen und der
Aktin-Mikrofilamente und spielen eine Rolle bei die Entwicklung des Herz- und Skelettmus-
kels (Arber et al., 1997; Pomies et al., 1997).

Die Proteine der Gruppe 3 sind heterogener und enthalten eine oder mehrere C-terminale
LIM-Doménen, die meistens zur Klasse D gehdren. Sdmtliche Proteine dieser Gruppe sind
zytoskelettassoziiert. Sie spielen moglicherweise eine Rolle bei der Organisation der Aktin-
Mikrofilamente bzw. der fokalen Adhé#sionen. CLP-36 bildet eine Untergruppe mit ALP
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Abbildung 2.5: (A) Schematische Darstellung der “Zinkfinger der LIM-Doméne mit den konser-
vierten Cystein(C)- und Histidin(H)-Seitenketten. (B) Banden-Zeichnung der NMR-Struktur der C-
terminalen LIM-Domine aus qCRP2 (Reproduktion aus Konrat et al., 1997). Die Zn?*-bindenden
Cysteinreste sind gelb dargestellt, die Histidinreste hellblan, die Zn?*-Ionen als magentafarbige Ku-
geln. Die LIM-Doméne enthilt acht g-Faltblatt-Srukturen und endet in einer C-terminalen a-Helix
(rot). (C) Klassifizierung der LIM-Doménen bzw. der LIM-Proteine (nach Dawid et al., 1998). Die
LIM-Doménen in den LHX Proteinen mit DNA-bindender Homeodomaéne, in LMO und TL.IMK sind
sequenzverwandt und bilden Gruppe 1; die Sequenzihnlichkeit zwischen LIMK und anderen Protei-
nen der Gruppe 1 ist niedriger als die Ahnlichkeit zwischen LHX- und LMO-Proteinen. Die Proteine
aus Gruppe 2 haben verwandte LIM-Domé&nen und enthalten nur ein kurzes zusétzliches Sequenz-
motiv (schwarz). Obwohl die Proteine der Gruppe 3 heterogener sind, sind die LIM-Doménen
dieser Gruppe untereinander verwandter als mit denen der Gruppen 1 und 2. Proteine mit einer
zusitzlichen N-terminalen PDZ-Doméne (s.o0.) bilden eine Untergruppe in 3.
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(actinin-associated LIM protein)und Ril (reversion-induced LIM protein), sowie Enigma,
Cypher und ENII (enigma homolog), die alle zusétzlich eine N-terminale PDZ-Doméne
enthalten und groflere Homologien innerhalb der LIM und PDZ-Doménen aufweisen. Das
Wissen iiber diese Proteine ist hauptséchlich deskriptiv: sie vereinigen {iber PDZ- und LIM-
Interaktionen Zytoskelettproteine und Signalmolekiile. Uber die funktionelle und physiolo-
gische Konsequenz dieser Interaktion ist bisher wenig bekannt (s. Diskussion).

Im Gegensatz zu den PDZ/T.IM-Doméne Proteinen assoziieren die Proteine Zyxin, Paxil-
lin, HIC-5 (Hydrogenperoxid-inducible LIM-Protein) und PINCIH mit den fokalen Adhésio-
nen (Beckerle, 1997; Brown et al., 1996; Wu, 1999). Durch direkte oder indirekte Assoziation
mit Integrinen und integrin-assoziierten Kinasen nehmen sie dort eine zentrale Stellung fiir
die Transduktion integrinvermittelter Signale ein. Zyxin und Paxillin enthalten neben den
LIM-Doménen auch Bindungsstellen fiir SH2- und SH3-Doménen, iiber die zusétzlich Si-
gnalproteine gebunden werden kénnen (Crawford et al., 1992).

Paxillin ist das am besten untersuchte Protein innerhalb der Gruppe 3 und bindet an

eine Vielzahl von Struktur- und Signalmolekiilen. Es rekrutiert die fokale Adh#sioneskinase
FAK an ihren Wirkort (Brown et al., 1996) und kann als funktioneller Partner von FAK als
eines der wichtigsten regulatorischen Proteine an den fokalen Adhésionen betrachtet werden.
Durch seine Interaktion mit dem «4-Integrin reduziert es die Ausbildung von Stressfasern
und fokalen Adhésionen und damit die Ausbreitung der Zellen® (Liu et al., 1999). Paxillin
ist an den fokalen Adhé&sionen ein Substrat der Onkoproteine v-Src und E6, und somit in
die onkogenen Transformation involviert (Sattler et al., 2000). Die regulierte Phosphorylie-
rung und Dephosphorylierung von Paxillin widhrend der Differenzierung der Neuroblasten
(Ivankovic-Dikic et al., 2000), der integrinvermittelten Degranulation eosinophiler Leukozy-
ten (Kato et al., 2000), der transendothelialen Lymphozytenmigration (Etienne-Manneville
et al., 2000) und wihrend apoptotischer Zytoskelettverdnderungen (Song et al., 2000) impli-
ziert eine Funktion wihrend der Zelldifferenzierung, Immunantwort und Apoptose und legt
eine ubiquitdre Bedeutung von Paxillin fiir die Zelladhésion und die Transduktion integri-
nabhéngiger Signale nahe.
Das zu Paxillin homologe HIC-5 findet sich sowohl in den fokalen Adhésionen als auch in
der Kernmatrix. Es interagiert iiber die vier C-terminalen LIM-Doménen (s.2.5) mit Vin-
kulin, FAK und der Phosphotyrosin-Phosphatase PEST (Nishiya et al., 1999) sowie mit
der Transkriptionsaktivator-Doméne des Glykokortikoid-Rezeptors, wodurch es koaktivie-
rend auf den steroidrezeptor-vermittelte Genexpression wirkt (Yang et al., 2000). HIC-5 ist
in die Zellalterung und- Immortalisierung involviert (Ishino K. et al., 2000) und fungiert als
Negativregulator wiahrend der Muskeldifferenzierung. Die Phosphorylierung von HIC-5 an
einem Tyrosinrest durch CAKS und Fyn impliziert eine Funktion wéihrend der Signaltrans-
duktion (Ishino M. et al., 2000).

Zyxin wird in den Zellkern transportiert und enthélt ein leucinreiches Motiv, das den Ex-
port aus dem Nukleus erméglicht. Durch dieses Pendeln ' zwischen den fokalen Adhéisionen
und dem Nukleus ist Zyxin ein potentieller Kandidat fiir die Steuerung der integrinvermit-
telten Genexpression (Nix und Beckerle, 1997).

Yengl “spreading
Oengl. “shuttle®

16



FEinleitung

LIM- und PDZ-Doménen stellen also zwei strukturell verschiedenartige, hochspezifische Ad-
aptermotive fiir Protein/Protein-Interaktionen dar, die Transmembranproteine mit ihren
Effektorproteinen, Strukturproteinen oder Signalmolekiilen zu einem funktionellen Prote-
inkomplexen vereinen. Dies geschieht an spezialisierten Membranregionen, z.B. den fokalen
Adhésionen, den neuronalen Synapsen oder dem Rhabdomer von Sehzellen. Proteine mit
LIM- und/oder PDZ-Doméne assoziieren allerdings auch mit nichtmembranstéindigen Zy-
toskelettstrukturen wie den elektronendichten Banden auf Stressfasern oder der Z-Scheibe
im Muskelsarkomer, wobei ihre funktionelle Bedeutung dort noch weitgehend ungeklart ist.
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Material und Methoden

3.1 Feinchemikalien

O-AcetylsaliCyISAUTE . . . . oot e e Fluka
Agarose N A .o Pharmacia
Agarose (low EEO) ... Sigma
3-Amino-1,2,4-triazol. . . .. .o Sigma
AmpIcillin . .o Sigma
BA P LA - A . Sigma
Benzamidin. ... ... e Sigma
Coomassie Brillant Blue R ... ... Serva
Cytochalasin D ... .. Sigma
Dithiotreitol . ... o Sigma
D I L Sigma
D S O . Sigma
H332POy (in Wasser, pH 5-7, 8500-9120 Ci/mmol, 150mCi/ml) ....................... NEN
DS . .ot Sigma
0] 03 4 7= PP Schering
P G Biomol
KanamycCin . . ... Sigma
05707/ 1 Biomol
Maleimid aktiviertes Keyhole Limpet Hemocyanin .............. .. ... .t Pierce
PEG 4000, . .. Sigma
Phosphatase Inhibitor Cocktail 1..... ... . e Sigma
Papes . oo Sigma
P S L Sigma
Poly-LrLiysim . o oo Sigma
Proteaseinhibitor-Cocktail Tabletten, mini (EDTA-frei) ............ Boehringer Mannheim
Protein A—Sepharose CL-4B ... . Sigma
DR A P L Sigma
Triton X-100. ..o Sigma
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Natriumecitrat (3,1%1g) ....oovviii i Apotheke Klinikum Innenstadt
XGal . Clontech

3.2 Enzyme

A D T aSC . o ot Sigma
Thrombin. ... ..o Boehringer Mannheim
Faktor Xa .. ..o o Boehringer Mannheim

(Enzyme fiir die Molekularbiologie s.3.21)

3.3 Antikorper

e Frstantikorper

— Anti-Huhn a-Aktinin Ig, monoklonal, Klon BM-75.2..................... Sigma
— Anti-Aktin, monoklonal ....... ... .. Chemicon
— Anti-Vinkulin Ig, monoklonal ............................... ICN, Aurora, Ohio
— Anti-Phosphoserin IgM, monoklonal (Klon 16.B.4)...................... Biomol
— Anti-Gal4(DBD), Kaninchen, polyklonal............................ Santa Cruz
— Anti-RGSHHHH, Maus IgGy ..o ot Qiagen

(alle monoklonalen Antikorper stammen aus der Maus)

e /weitantikorper

— Esel Anti-Kaninichen Ig, HRP-gekoppelt, F(ab’)e Fragment ......... Amersham
— Esel Anti-Maus Ig, HRP-gekoppelt, F(ab’)s Fragment ............... Amersham
— Ziege Anti-MausIgM, HRP-gekoppelt ...l Jackson
— Fluorescein (FITC)—konjugiertes AffiniPure Ziege Anti-Kaninichen IgG (H+L)..
Jackson
— Alexa 568 Ziege Anti-Maus IgG, 2mg/ml..................... Molecular Probes
— Alexa 488 Ziege Anti-Maus IgG, 2mg/ml..................... Molecular Probes
— Alexa 568 Ziege Anti-Kaninchen IgG, 2mg/ml................ Molecular Probes
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3.4 Zellkultur

3.4.1 HUVEC-Zellen
Material:

e Endothelzell-Medium: Endothelial Cell Growth Medium mit Supplementmix (Promo-
cell) + 10 % FCS (Fetal calf serum, Sigma)

e PBS fiir die Zellkultur (Sigma)

e Kollagen-Losung: Collagen G 3mg/ml in 12mM HCI (seromed) wird 40-fach verdiinnt
in PBS, 10min. geriihrt und sterilfiltriert

e 1 x Trypsin-EDTA Lésung (Sigma)

e o-Chymotrypsin (Sigma), 0.1 %ig in PBS

e 25cm? Primariakolben (Falcon), nicht coaten!
e 75cm? PS-Zellkulturflaschen (Falcon)

e 26 x 33 mm 8-well Platten (Nalge Nunc)

e in Ethanol gewaschene und abgeflammte 1.2 x 1.2cm Glas-Deckglidschen (Labor-
Assistent)

Endothelzellen wurden aus der menschlichen Nabelschnur nach einer Methode von Jaffe
(Jaffe et al., 1973) isoliert. Die Zellen, die die Innenwiinde der Nabelschnurvene auskleiden,
wurden durch Chymotrypsinbehandlung abgeldst (30 min., 37°C). Die Vene wurde mit ca.
20ml PBS nachgespiilt und die isolierten Endothelzellen bei 110 g und 25°C 10 min. abzen-
trifugiert, in Endothelzell-Medium resuspendiert und je 5-7 x 10° Zellen in Primariakolben
ausgesit. Das Medium wurde alle 3-4 Tage ausgewechselt. Fiir die Subkultivierung wurden
konfluente 1-2 Wochen alte Passagen bei 37°C fiir 1-3 min. mit Chymotrypsin inkubiert.
Anschlieend wurde das Trypsin durch Zugabe desselben Volumens serumhaltigen Medi-
ums, das natiirlicherweise Trypsininhibitoren enthélt, inhibiert. Die Zellen wurden pelletiert
(110 g, 10min. ,25°C), in Endothelzell-Medium resuspendiert und mit einer Konzentration
von ca. 50000 Zellen/ml in Zellkulturflaschen ausgesit. Um adhérentes Zellwachstum zu
ermdglichen wurden sdmtliche KulturgefdBe mit Kollagen G-Tosung beschichtet (1h, 37°C)
und anschlieBend mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden bis zur 5.Passage eingesetzt.

Fiir Immunfluoreszenzpréparate wurden kollagenisierte Glascoverslips in 8-well Platten mit
100! Zellsuspension einer Dichte von 200000 Zellen/ml iiberschichtet, 1 h bebriitet und an-
schlieBend die wells mit 1.5 ml Medium aufgefiillt. Die auf Glascoverslips kutivierten Zellen
wurden fiir Immunfluoreszenz-Farbungen (s. pagerefendos) verwendet:

Um ruhende Zellen zu erhalten, wurden konfluente Zellen 1h mit serumarmem (2% FCS)
Endothelzellmedium inkubiert und anschlieBend fixiert. Um aktivierte Zellen zu erhalten,
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wurden die ruhenden, konfluenten Zellen mit Thrombin stimuliert (1 U/ml, 7 min.) und da-
nach fixiert. Subkonfluente migrierende Zellen erhielt man, indem die Zellen etwa 3-6 h nach
der Aussaat auf die Deckglidschen fixiert wurden.

3.4.2 PtK2-Zellen und glatte Muskelzellen

PtK2 ist eine epitheliale Zellinie aus der Niere von Ratten-Kangurus. Die Zellen wurden von
Dr. Patrick Keller kultiviert wie beschrieben (Toomre et al., 1999).

Die glatten Muskelzellen wurde von Dr. Wolfgang Erl aus der Vena saphena magna isoliert
und kultiviert wie beschrieben (Erl et al., 1999).

3.5 Transformation von HUVEC-Zellen und PtK2-Zellen

3.5.1 Elektroporation der Endothelzellen

Die ppPactin-EGFP-Plasmide, die fiir die fluoreszierenden EGFP-CLP-36 Fusionsproteine
kodieren (s.3.21.8), wurden durch Elektroporation in Endothelzellen transformiert, um die
Lokalisation von CLP-36, CLP-36451_257 und CLP-3645958_329 % vivo zu untersuchen.
Wiahrend der Elektroporation wird durch Kondensatorentladung ein elektrischer Puls ge-
neriert, der zu einer transienten Porenbildung in der Zellmembran fithrt. Durch die Poren
kann DNA aufgenommen werden.

Material:
- Elektroporationskiivetten mit 0.4 cm Elektrodenabstand (Biorad)
- Gene Pulser® I Elektroporationssystem mit Capacitance Extender PLUS

2x10° subkonfluente Endothelzellen wurden trypsiniert und das Pellet mit 37°C warmem
PBS gespiilt. Die Zellen wurden in 800 ul eiskaltem PBS resuspendiert. Die Zellsuspensi-
on wurde auf Eis in eine Elektroporationskiivette gefiillt und 20 pg circulidre Plasmid-DNA
eingemischt. Nach einer Inkubation von 5 min. auf Eis wurde die Elektroporation bei 240 V
und 960 puF Kondensator-Kapazitét durchgefithrt. Die Zeitkonstante 7 betrug 16.0 msec. Die
Zellen wurde 7 min. auf Eis inkubiert und anschliefend in 10 Vol. temperiertem Endothelzell-
Medium (s. 3.4.1) aufgenommen und auf Deckglésern, die mit Kollagen G beschichtet waren,
ausgesit. Die Inkubation im Brutschrank verlief selektionsfrei. Eine transiente Expression
von EGFP-Fusionsprotein konnte bereits nach 12 h Inkubation beobachtet werden. Die Elek-
troporationseffizienz betrug jedoch nur ca. 2 %.

3.5.2 Transformation von PtK2-Zellen nach der Calcium-Phosphat-
Methode

Die Transformation der rekombinanten pfactinEGFP-Plasmide in die PtK2-Zellen mittels
Calcium-Phosphat wurde von Dr. Patrick Keller durchgefiihrt. Sie erfolgte wie beschrieben
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(Toomre et al., 1999).

3.6 Priparation der Blutpliattchen

Von gesunden Probanden wurden unter Vorlage von 1/10 Volumen Nag-Citrat (3,1%ig) 50—
300 ml Blut aus der Kubitalvene entnommen, bei 180 ¢ (RT, 20 min.) zentrifugiert und an-
schlieBend das Pldttchen-reiche Plasma (PRP) abgenommen. Um eine Aktivierung der Plitt-
chen wéahrend der Préparation durch freigesetztes Thromboxan und ADP zu verhindern,
erfolgte eine Inkubation des PRP mit 1 mM Acetylsalicylsiure und Apyrase (0,3 U/ml) fiir
15min bei 37°C; anschlieBend wurden 9mM Zitronensdure und 5mM EDTA (pH 7,6) zu-
gegeben und die Pléttchen bei 800 g (20°C, 20 min) pelletiert. Die Plittchen wurden in 2 ml
Resuspensionspuffer B (s.u.), der 3U/ml Apyrase enthielt, resupendiert und durch Zugabe
von 40 ml desselben Puffers, dem 0,6 U Apyrase zupipettiert wurden, gewaschen. Der pH-
Wert von 6,2 im Resuspensionspuffer B verhindert die Bindung von Fibrinogen und damit die
Pléttchenaktivierung. Nach erneuter Pelletierung (800 g, 20°C, 20 min. Jerfolgte eine Aufnah-
me in Resuspensionspuffer C, dem 0,6 U/ml Apyrase und 5 mM Glukose zugegeben wurden.
Die Plattchen ruhten nach der Préparation mind. 30 min. bei Raumtemperatur, damit vor-
aktivierte Formen - soweit moglich - wieder zum diskoiden Ausgangszustand zuriickkehren
konnten.

Plattchenlysate wurden durch Zugabe des gleichen Volumens eiskalten 2 x ILysepuffers ge-
wonnen. Dem Lysepuffer wurde Vanadat zugesetzt, das als P;-~Analogon Phosphatasen inhi-
biert. Vanadat stabilisiert in der verwendeten Konzentration den Ubergangskomplex ADP-P;
und wirkt daher stabilisierend auf das polymere F(filament6s)-Aktin (Combeau and Carlier,

1988).

Resuspensionspuffer B............. .. L 20mM....... Hepes/pH 6,2
138mM. ... Na(Cl
29mM ..o KCl
ImM. ... MgCly
ImM ... EGTA
036 mM ......... NaH,PO,

Resuspensionspuffer C.......... ... L 20mM....... Hepes/pH 7,4
138mM. ... Na(Cl
29mM ..o KCl
ImM. ... MgCly
036 mM ......... NaH,PO,
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2 x Lysepuffer I............. 2% . Triton-X 100
150mM. ...l Na(Cl
100mM ...... Hepes/pH 74
2mM .. EGTA
frisch zugeben:
2mM. .o NagVO,
Proteaseinhibitor-cocktail: .
1Tablette /5ml............

3.7 CLP-36 Anti-Seren

3.7.1 Gewinnung

Zur Gewinnung gegen CLP-36 gerichteter Anti-Peptid-Antikorper wurden Kaninchen mit
Peptiden aus CLP-36 immunisiert. Hierfiir wurden die Peptidsequenzen ESEEKGDPNKPS-
GFRS (AS226 - AS239) und EDQIYCEKHARER (AS302 - AS 314) ausgewéhlt, da sie eine
geringe Sequenzhomologie zu verwandten Proteinen zeigen und gleichzeitig geringe Hydro-
phobizitét aufweisen (bestimmt nach Kyte und Doolittle, 1982). Die geringe Hydrophobizitét
erhoht die Wahrscheinlichkeit, dafl diese Peptide an der Proteinoberfliche exponiert sind und
dadurch immunogen wirken. Die Synthese der Peptide erfolgte durch Georg Arnold (Genzen-
trum der Universitdt Miinchen, Martinsried). An beide Peptide wurde N-terminal Cystein
gekoppelt, um eine Konjugation mit dem aktivierten Trégermolekiil , keyhole limpet hemo-
cyanin” (KLIH) zu erméglichen. Mit den immunogenen Peptid-Triager Konjugaten wurden
Kaninchen immunisiert (Elvira Schecklis, pab-production, Hebertshausen). Im Abstand von
2 Wochen erfolgten je 2 Vorimmunisierungen subcutan mit 150 ug Antigen in 0,2ml PBS
+ 0,2ml “Freund “sches Adjuvans komplett“. Mit derselben Antigenaufbereitung wurden 3
Boostinjektionen im Abstand von 3-4 Wochen durchgefiihrt. Die Applikation erfolgte intra-
muskuldr. Nach allen Immunisierungsschritten erfolgten Blutentnahmen (insgesamt 10).

Zur Gewinnung hochafliner, hochspezifischer Antiseren wurde aulerdem rekombinant ex-
primiertes His-CLP-36 zur Immunisierung von Kaninchen eingesetzt. Das Immunisierungs-
schema war dasselbe wie fiir die Anti-Peptid—Antikorper.

Im Western-Blot zeigten bereits die Seren der 1. Blutentnahme nach der Vorimmunisierung

hohe Antikérper-Titer mit hoher Spezifitéit. Spezifitdt und Titer stiegen nicht weiter an mit
spéiteren Abnahmen.

23



Material und Methoden

3.7.2 Reinigung durch Protein A—Sepharose und Affinitétsreinigung
Protein A—Sepharose Chromatographie
(nach Ey et al., 1978)

Protein A aus Staphylococcus aureus bindet Immunglobulin aus Kaninchen mit hoher Affi-
nitit und quantitativ in unter 5 min. und eignet sich daher zur Aufreigung von Antiseren.
Gequollene Protein A—Sepharose CT-4B (Sigma) wurde in eine Séule gepackt (Bingungskapa-
zitdt ca. 10-20 mg Antikdrper pro ml gequollene beads) und mit 10 Vol. 1 M Tris-HCl (pH 8.0)
dquilibriert. Der pH-Wert im Serum wurde eingestellt durch Zugabe von 1/10 Volumen 1.0 M
Tris-HC1 (pH 8.0) und das Serum auf die Sdule aufgetragen. Die nichtbindenden Serumkom-
ponenten wurden sukzessive ausgewaschen mit 10 Gelvolumen 100 mM Tris-HCI (pH 8.0) und
10 Gelvolumen 10mM Tris-IICL (pH 8.0). Der gebundene Antikérper wurde eluiert durch Zu-
gabe von 100 mM Glycin (pH 3.0). Die Elution erfolgte schrittweise mit je 0.5 ml Puffer; wobei
der pH-Wert im Eluat sofort durch Zugabe von 1/10 Volumen 1.0 M Tris-HCI (pH 8.0) neu-
tralisiert wurde. Der Proteingehalt der Eluate wurde gemessen, die Peak-Fraktionen vereinigt
und in 0.02 % Na-Azid bei 4°C gelagert.

Wenn nicht anders angegeben, wurde fiir alle immunchemischen Versuche Protein A-gereinigter
Antikorper.

Affinitidtsreinigung an rekombinantem Antigen

(Internetprotokoll http://genome-www.stanford.edu/group/botlab /protocols.html)

Nitrocellulose bindet Protein und kann daher zur nichtkovalenten Immobilisierung von An-
tigen verwendet werden.

1ml reine Nitrocellulose (Amersham) wurde in einem 15ml PP-Falcon 3x mit 10ml PBS
gewaschen. 1 mg gereinigtes 6 x His—CLP-36 (siehe dort), gelost in 150 mM NaCl, 10 mM Tris
pI 8.0, I mM DTT, wurde mit der Nitrocellulose inkubiert (1h, RT). Der Uberstand wurde
dekantiert und verbliebene Bindungsstellen auf der Nitrocellulose blockiert durch Inkubation
mit 10ml Blocklosung (PBS, 2%BSA) (1h, RT). Die Blocklosung wurde entfernt und die
Nitrocellulose sukzessive gewaschen in 10ml PBS (3x 5min. ), 10ml Elutionspuffer (0.2M
Glycin pH2.5 /1 mM EGTA) (3% 5min. ) und 10ml PBS (3% 5min. ).

2ml Anti-6x His-CLP-36 Serum aus Kaninchen 2 (6. und 7. Blutabnahme) wurden mit der
Antigen-gecoateten Nitrocellulose inkubiert (1.5h, RT). Unspezifischer Antikérper und Se-
rumproteine wurden mit PBS abgewaschen (4x 10ml je 5 min. ). Der spezifisch gebundene
Antikorper wurde 2 x 10min. mit je 1 ml Elutionspuffer eluiert. Der pH-Wert der Eluate
wurde anschliefend durch Zugabe von 1/10 Volumen Tris pH 8.0 auf pI 7.6 eingestellt.
Alle Inkubationsschritte wurden auf einer rotierenden Plattform (5 Umdrehungen /s) durch-
gefiihrt. Die Waschschritte erfolgten wie die Inkubationsschritte bei RT.

Der affinitéitsgereinigte Antikoérper wurde fiir die Mikroinjektion in Endothelzellen einge-
setzt, da es hierfiir wichtig war, eine moglichst hohe Konzentration an antigenspezifischem
Antikdrper benotigt wird. Dafiir wurden die Eluate in 3x 21 Mikroinjektionspuffer (s.3.14)
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dialysiert und mit dem Zentrifugalfilter Centricon 100 (Millipore) auf 100 pl einer Konzen-
tration von 2.5 mg/ml Antikdrper eingeengt.

3.8 Isolation des Aktinmembranskeletts und des zyto-
plasmatischen Aktinzytoskeletts aus Pliattchenly-
saten

(modifiziert nach Fox et al.,1988)

Zur Untersuchung der physikalischen Assoziation von CLP-36 mit F-Aktin wurde das Ak-
tinzytoskelett und das Membranskelett ruhender und aktivierter Plattchen nach der von Fox
et al. (1988) entwickelten Methode isoliert:

500 pl Plittchensuspension einer Konzentration von 1 Mio. Zellen/ul Resuspensionspuffer C
wurden 5 min. auf 37°C vorgewdrmt und durch Zugabe des Thrombinrezeptor-aktivierenden
Peptids SFLLRNP (“TRAP“) (20 uM) stimuliert. Dies geschah im Aggregometer, da so das
Ausmafl der TRAP-induzierten Pléttchenaggregation mitverfolgt werden konnte. Zu ver-
schiedenen Zeitpunkten der Aktivierung wurden die Plittchen durch Zugabe von eiskaltem
2x Lysepuffer II lysiert und somit die Aktivierung gestoppt. Das neutrale Detergenz Triton-X
100 lysiert die Zellen und ermoglicht somit die Isolation der Triton-X-unléslichen Zytoskelett-
komponenten. Um eine Depolymerisation des Zytoskeletts durch Ca?"-abhingige Proteine
wie Gelsolin zu verhindern und um Proteasen, z.B. die Ca?'-abhiéngigen Protease (Cal-
paine), zu hemmen, werden dem Lysepuffer Proteaseinhibitoren und EGTA zugefiigt. Die
Lysate wurden fiir 5 sec. gevortext und 30 min. auf Eis stehengelassen. Das cytoplasmatische
Aktinskelett wurde durch Zentrifugation bei 15000 g fiir 15 min. bei 4°C sedimentiert. Zur
Isolation des Membran-Aktinskeletts wurde der Uberstand bei 100000 g erneut zentrifu-
giert (2.5h, 4°C). Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Fox et al. (1988) zeigten,
daB diese thrombozytiaren Aktinzytoskelett-Fraktionen morphologisch dem Zytoskelett und
dem Membranskelett entsprechen. Beide Sedimentfraktionen wurden kurz mit Lysepuffer IT
gewaschen und anschlieSend in SDS-Auftragspuffer-Puffer resuspendiert und fiir 5 min. bei
95°C gekocht. Die Proteine wurden mittels SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese (siche 3.10)
aufgetrennt und auf Nitrocellulose geblottet (siehe 3.13.1). Die Detektion der Proteine in
den Zytoskelettfraktionen erfolgte mit spezifischen Antikorpern.
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2 X LysepufferII............. 2% . Triton-X 100
150mM. ... Na(Cl
100mM. ... Tris-HCl/pH 7,4
20mM ... EGTA
frisch zugeben:
2mM. .o NagVO,
Proteaseinhibitor-cocktail: .
1 Tablette /5ml............

3.9 Praparation der aktinbindenden Proteinfraktion aus
Blutpliattchen

nach Payrastre et al., 1991

Die 15000 g Fraktion des Aktinzytoskeletts enthélt auch die Intermediérfilamente und evt.
Proteine, die unspezifisch im Pellet angesammelt sind. Um zu zeigen, dal CL.P-36 spezifisch
mit dem Aktinzytoskelett assoziiert, wurde das F-Aktin der 15000g Fraktion mit einem
chaotropen Puffer depolymerisiert, die unléslichen Intermediérfilamente durch Zentrifugati-
on abgetrennt und anschliefend das Aktin durch Dialyse repolymerisiert. Das repolymeri-
sierte F-Aktin enthélt nur spezifisch assoziierte Proteine und kann durch Zentrifugation bei
12000 g erhalten werden.

Suspensionen (0.5ml) von ruhenden und aktivierten Plittchen wurden in eiskaltem 2xLy-
sepuffer (2% Triton X-100, 100 mM Tris-HCI pH 7.4, 20 mM EGTA, 2mM NagVO,, 1 mM
7nCly, Proteaseinhibitorcocktail (1 Tab./5ml) lysiert. Die Zytoskelett{raktionen (15000 g Pel-
let) wurden in 1.5 ml Puffer A (0.6 M KI, 100 mM Pipes, 100 mM KCl, 10 pug/ml Leupeptin,
1mM PMSF, 0.1 mM NagVOy, 1 mM ZnCly, pH 6.5) aufgelst und fiir 20 min. bei 4°C milde
geschiittelt. Die Losung wurde geklért durch Zentrifugation bei 40000 g und 4°C fiir 20 min.
Der Uberstand, der das Aktin und die aktinbindenden Proteine enthielt, wurde bei 4°C UN
gegen einen Puffer, der 10mM Pipes, 1mM EGTA, 2mM MgCly, 0.1 mM ZnCly, 2 pg/ml
Pefablock enthielt, dialysiert. Dadurch wurde das Aktin repolymerisiert. AnschlieSend wurde
bei 12000 ¢ und 4°C fiir 10 min. zentrifugiert und das Pellet bestehend aus F-Aktin und ak-
tinbindenden Proteinen in Laemmli-Puffer (s.3.10) aufgenommen. Das Protein wurde durch
SDS-PAGE aufgetrennt (s. 3.10) und im Western-Blot (s. 3.13.1) untersucht.

Dialyseschlauch: MW-Ausschlufl 12-14kDa, 18 mm breit (Visking)
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3.10 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der Trennung von Proteinen im Polyacrylamidgel wird der Siebeffekt des Gels und
die Ladung der Polypeptide ausgenutzt. Im Falle der SDS-Gelelektrophorese nach Laemmli
(Laemmli, 1970) wird die individuelle Ladung der Polypeptide durch die Bindung des anio-
nischen SDS nahezu ausgeschaltet, wodurch die elektrophoretische Wanderung der Proteine
zur Anode allein von der Groe des Proteine und der Porengrofie des Gelnetzwerks abhéngt.
Die Erhitzung der Proben auf 95°C in Anwesenheit von §-Mercaptoethanol im Auftrags-
puffer bewirkt durch Reduktion der Schwefelbriicken eine Zerstérung der Quartér- und Ter-
tidrstruktur. Das Gelnetzwerk wird durch die radikalische Polymerisation des monomeren
Acrylsdureamids und des quervernetzenden N’ N-Methylen-bis-acrylsiureamids aufgebaut.
Durch die Verwendung eines diskontinuierlichen Gelsystems erfolgt vor der eigentlichen Tren-
nung die Konzentrierung der Proteine im Sammelgel.

3.10.1 Material und Losungen

- Vertikal-Gelelektrophorese- Apparatur ProteanII xi Cell (Biorad)
- GieBstand, Glasplatten (21.5cm x 18.5cm x 3mm) und spacer (Biorad)
- Stromgeber

2 x SDS-Auftragspuffer nach TrissHCLpH 6.8...... .. ... it 0.1M

Laemmli.....................
Glycerin. ... ..o 20ml
S . 1g
B-Mercaptoethanol ................ ... . ... 2ml
Bromphenolblau ................. ... ... lmg
HoObidest ... ad 100ml

Acrylamid-Stammldsung . .. .. 40 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid-Fertiglosung 37,5: 1
(Amresco)

Sammelgel-Puffer ............ 0.5M Tris-HCL, pH6.8

Trenngel-Puffer .............. 1.5 M Tris-HCI, pH&.8

Ammoniumpersulfat (APS) .. 10% (w/v) APS in HyObidest, in 0,5ml Aliquots auf -
20°C, frisch zusetzen!

Natriumdodecylsulfat (SDS).. 10% (w/v)SDS in HyO bidest
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5 x Elektrophoresepuffer..... Tris...ooooiiiiinl e
Glycin............... 360¢g
SDS...o 25¢g
HyObidest ........... ad bl

pH nicht nachstellen!

3.10.2 Herstellung des Polyacrylamidgel

Pipettierschema fiir ein 12 %iges Gel der Grofle 21.5cm x 18.5 cm:

Trenngel (T =12%) Sammelgel (T =4.6%)

Acrylamid-Stammldsung 15ml 2.5ml

Trenn-/Sammelgel-Puffer 12.5ml oml

HyO bidest 21.7ml 13.9ml

SDS-Losung 0.5ml 0.2ml
Trenngellosung 15 min. entgasen!

APS-Losung 0.3ml 0.06 ml

TEMED 40 pl 20 pl

Trenngel-Losung fiir 1 Gradientengel:

»leichte” Losung (T=5.2%) ,schwere” Losung (T=20.6%)

Acrylamid-Stammlosung 3 ml 12ml
Trenngel-Puffer 6 ml 6 ml
HyO bidest 14.7ml

Glycerin 5.7ml
SDS-Lésung 240 pl 240 pl
TEMED 15 pl 15 pl

Gielen des Gels und Elektrophorese:

1. Glasplatten mit Wasser spiilen und mit Aceton und Ethanol entfetten. Gelkammer im
Giefistand zusammenbauen und auf Dichtheit priifen.

2. Trenngellosung vorbereiten und luftblasenfrei zwischen die Platten bis ca. 4 cm unter
den oberen Rand einfiillen. Fiir ein Gradientengel , leichte” und ,schwere” Losung in
Gradientenmischer fiillen und Gemisch in die Gelkammer laufen lassen.

3. Trenngell6sung mit wasser-geséttigtem Butanol iiberschichten und ca. 2 h polymerisie-
ren lassen.

4. Butanol mit Filterpapierstreifen abnehmen und Trenngelkante kurz mit HyO bidest
spiilen. Wasser mit Filterpapier abnehmen.
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10.

11.

Zur Sammelgellosung APS und TEMED zugeben und bis zum oberen Rand der Gel-
kammer eingieBen, sofort Kamm mit Probentaschen einsetzen, Luftblasen entfernen
und das Sammelgel poymerisieren lassen.

Die Glasplatten mit dem Gel zum Schutz vor Austrocknung in feuchte Tiicher wickeln,
in eine Folie packen und zur vollstdndigen Polymerisation iiber Nacht im Kiihlraum
aufbewahren. Dort bis zur Verwendung lagern.

Kamm entfernen und Probentaschen mit Elektrophoresepuffer ausspiilen.
Gelkammer in Elektrophoreseapparatur einbauen und obere und untere Elektroden-

kammer mit Elektrophoresepuffer fiillen. Luftblasen in den Probentaschen und am
unteren Gelrand beseitigen.

. Proben in SDS-Auftragspuffer aufnehmen und sofort 5 min. bei 95°C kochen. (Vorher

nicht lysierte Plattchensuspensionen enthalten keine Proteaseinhibitoren und wurden
daher in kochendem Auftragspuffer aufgenommen.) Unlésliche Bestandteile durch Zen-
rifugation bei 15000 g fiir 5 min. pelletieren und Probe abkiihlen lassen.

Proben in die Geltaschen pipettieren

Elektrophorese {iber Nacht bei ca. 15 mA durchfiihren.

3.11 Anfiarbung von Proteinen in (el

3.11.1 Coomassie-Proteinfiarbung

Coomassie Brillant Blue R ist ein Triphenylmethanfarbstoff, der an Proteine unspezifisch bin-
det. Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei 0.3-1 ug Protein / Bande. Die Farbelosung
farbt das Gel zunéchst blau, nach der Entfarbung treten die Proteinbanden gegen einen

farblosen Hintergrund hervor.

Losungen:

Féarbelosung........... Coomassie Brillant BlueR ...

Methanol

Fisessig. ...t
H50O bidest

Entférbelosung........ Methanol

Fisessig ...l
H50O bidest
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Arbeitsprotokoll:

1. Das Gel in eine Wanne mit Farbelosung geben und im Schiittelwasserbad verdeckt bei
60°C oder RT fiir 15-30 min. schiitteln.

2. Farberlosung abgielen und Gel kurz mit Wasser waschen.

3. Das Gel mit Entférbelosung iiberdecken und im Schiittelwasserbad bei 60°C oder RT
entfiarben. Gefaltetes Papiertuch dazulegen, das den Farbstoff aufnimmt.

4. Das entfiarbte Gel mind. 10 min. in 10 %iges Glycerin einlegen, dann auf Filter-papier
bringen und mit Celluphanfolie zudecken. Im Slab-Dryer 1-2h bei 80°C trocknen.

3.11.2 Silberfarbung

Bei der Silberfirbung werden die Proteine sukzessive mit Essigsdure/Methanol und Glut-
araldehyd im Gel fixiert und dann in eine Silbernitratlosung eingelegt. Finige Silber-Ionen
werden von funktionellen Gruppen im Protein (z.B. Sulthydryl- und Carboxylgruppen) ge-
bunden und durch Reduktion in Silberkeime umgewandelt. In einem Mechanismus &hnlich
der Photographie werden nun durch starke Reduktionsmittel alle Silber-Ionen im Gel zu
metallischem Silber reduziert. Dies findet in der N#he der Silberkeime viel schneller statt
als im iibrigen Gel. Daher fiarben sich die Proteinbanden schnell braun bis schwarz. Die-
se Féarbemethode ist etwa 100 X sensititver als die Coomassie-Farbung. Es kénnen 2-5ng
Protein/Bande nachgewiesen werden.

Nur MilliQ-Wasser und Reinstchemikalien verwenden!

1. Fixierung 2 x 30 min.
Fixierlssung: ~ Methanol / HyO / Essigséure (120ml /90ml / 30 ml)

2 x 10 min. waschen mit HyO
1 X 15 min. 2.4 g Natriumtetraborat-Decahydrat
150 ml H,O
2ml 25 % Glutaraldehyd
3 X 30 min. oder ldnger, waschen mit HyO
2. Einlagerung 1 x 15 min. 24ml HyO

2.3ml IM NaOH
5ml 20% (w/v) AgNOs
ad 125ml H,O

2 X Smin. H>,O
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3. Reduktion 13 ml Fthanol
0.75ml 1 % (w/v) Zitronenséure
90ul1 37 % Formaldehyd
ad 150ml H,O

Enwicklung bis zur gewiinschten Intensitét

4. Reduktionsstop
1 x 10min. 3.7¢ Tris-HC1
2.5 g NaQSQOg
100ml HyO

2 X bmin. H»O

5. Hintergrund-Reduktion (Farmer s Reducer)
2.5ml 20 % (w/v) NagS203
2.5ml 1% (w/v) K3[Fe(CN)g]
220ml HyO
bis zur gewiinschten Hintergrund-
Intensitét einwirken lassen

3 % 10min. H»O

6. Lagerung 20 % Glycerin mindestens 2 h

3.12 Quantitative Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Konzentration von aufgereinigtem 6x His—Clp-36 erfolgte nach Lambert-
Beer iiber die Messung der Absorption bei 280 nm. Der Extinktionskoeffizient von CLP-36
wurde nach Gill und von Hippel (1989, Expasy Tools) anhand der Zahl der Tyr-, Trp-
und Cysteinreste in CLP-36 berechnet und betrigt ¢ = 20820 (M~'em™!, 280 nm, in 6 M
Guanidium-Hydrochlorid, 20 mM Phosphat-Puffer, pII 6.5).

Proteinbestimmung mit Coomassie Blue

Der Farbstoff Coomassie Brillant Blue G 250 liegt in sauren pH-Bereich anionisch vor und in-
teragiert mit den positiv geladenen Aminogruppen der Proteine. Dabei firbt sich die Losung
blau. Die Blaufdarbung wird bei 595 nm gemessen. Die Intensitét der Farbung ist im Bereich
0.03 < A(595nm) < 0.7 proportional zum Gesamtproteingehalt der Losung. Das Farberer-
gebnis variiert von Protein zu Protein in Abhéngigkeit von der Zahl der positiv geladenen
Aminogruppen (Variationskoeffizient = 29 %) und wird auf das Eichprotein BSA bezogen.
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Testansatz:
HoObidest. ...t 350 - x pl
Proteinlsg. ...... ... ool x pl
Coomassie-Blue Fertiglosung (Pierce) . ...
350 pl

3.13 Immunologische Techniken

3.13.1 Waestern-Blotting: Proteintransfer und Immundetektion

Die Western-Blot Methode wurde angewandt, um die Expression von CLP-36 in verschie-
denen Zellen zu iiberpriifen und um Anti-CLP-36-Immunpréazipitate zu untersuchen. In den
Immunprézipitaten sollten durch immunologische Detektion koprézipitierende Proteine de-
tektiert werden und die Phosphorylierung von CLP-36 (s.3.16.1 und 3.16.2) untersucht wer-
den.
Beim Western-Blot werden Proteine, die durch Gelelektrophorese getrennt wurden, auf eine
Membran transferiert und dort mit Hilfe von Antikérpern nachgewiesen.
Zur Trennung der Proteinproben wurde das unter 3.10 beschriebene diskontinuierliche, de-
naturierende Polyacrylamid-Gel nach Laemmli (1970) verwendet. Der Transfer der Proteine
auf die Membran erfolgte durch elektrophoretische Elution im Semi-Dry-Verfahren (Towbin
et al.,1979):

Materialien und Geréate

e Nitrocellulose-Membran Hybond-Super (Amersham)

Filterpapier Novablot PKG /500(Pharmacia Biotech)

Semi-Dry-Blotting Apparatur mit Graphitelektroden (LKB 2117 Multiphor II)

SuperSignal Chemiluminescent Substrate (Pierce)

ECL Hyperfilm (Amersham)

AnodenpufferT............... 0,3M Tris, 20% Methanol, pH~10.4 (nicht mit Sdure
oder Lauge nachstellen!)

AnodenpufferIT.............. 25 mM Tris, 20 % Methanol, pH~10.4 (nicht mit Séure
oder Lauge nachstellen!)

Kathodenpuffer.............. 40 mM e-Aminocapronsidure, 20% Methanol, pH~7.6
(nicht mit S&ure oder Lauge nachstellen!)
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TBST-Puffer................. 10mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.05 % (v/v) Tween 20
Block-Losung . ............... TBST-Puffer und 5% (w/v) Magermilchpulver (Biorad)

Erst-Antikoérperlosung. .. ... .. Verdiinnung des Erst-Antikorpers in 50 ml TBST-Puffer
Zweit-Antikorperlosung ... ... Verdiinnung des HRP-markierten Zweit-Antikorpers in

50ml TBST-Puffer

Elektroblotting

Die Nitrocellulose-Membran und 15 Filterpapiere auf die entsprechende Gelgréfle zu-
rechtschneiden (Standard: 12,5cm x 16 cm).

Nitrocellulose-Membran in Milli Q—Wasser trinken und 4 Filterpapiere in Anodenpuf-
ferI, 4 Filterpapiere in Anodenpuffer IT und 7 Filterpapiere in Kathodenpuffer einlegen.
Die Bildung von Luftblasen an Filterpapier oder Membran vermeiden.

Nach Beendigung der Gelelektrophorese eine Glasplatte abnehmen und den zum Trans-
fer vorgesehenen Teil ausschneiden.

Elektrodenplatten der Blotting-Apparatur mit HyO bidest gleichméfBig benetzen, und
iberschiissiges HoO mit Filterpapier abnehmen. Die in Anodenpuffer IT getrankten
Filterpapieren nacheinander auf die Anode legen.

Nitrocellulose-Membran auf den Filterpapierstapel auflegen.
Gel auf die NC-Membran legen.
Nacheinander 7 in Kathodenpuffer IT getrankte Filterpapiere auf das Gel legen.

Obere Elektrodenplatte prallel auflegen und mit 1,5 kg Metallplatten beschweren. Beim
Aufbau ist zu beachten:

Nach jeder Lage Luftblasen aus dem Sandwich durch vorsichtiges Rollen mit einer
Walze entfernen. Uberschiissige Fliissigkeit mit Filterpapier abnehmen.

eine konstante Stromstirke von 195 mA einstellen fiir Gele der Standardgrofie 12,5 cm
X 16 cm (ansonsten ca. 1,0mA /cm?). Die Spannung steigt wiihrend des Blottens auf
max. 20V an.

Transfer durchfithren fiir 1h 45—-2h.
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Immundetektion

Alle Inkubationen wurden in einer 15 cm X 18 cm Metallschale auf einem Horizontal-Schiitt-
ler durchgefiihrt.

Nach Beendigung des Transfers Membran mit einer stumpfen Pinzette entnehmen und
mit der dem Gel zugewandten Seite nach oben in eine Schale mit 50 ml Block-Lésung
iiberfiithren.

Zur Abséattigung der Membran mindestens 1 h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C schiitteln.
Membran 2 X 5 min. mit 100 ml TBST-Puffer waschen.

50 ml der Erst-Antikoérperlosung zugeben und 1h bei RT inkubieren.

Membran 3 X 10min. mit 100 ml TBST-Puffer waschen.

50 ml der Zweit-Antikérperlosung zugeben und 1h bei RT inkubieren.

Membran 3 X 10min. mit 100 ml TBST-Puffer waschen.

Fiir die Chemilumineszenz-Detektion das frisch angesetzte 1:1 Gemisch aus Luminol/Enhancer-
und Peroxid-Losung zugeben und je nach Stérke der zu erwartenden Banden 1 bis
S min. inkubieren.

Detektionslosung abkippen und Membran kurz in TBST-Puffer spiilen.

Membran in Frischhaltefolie einwickeln, verbleibende Fliissigkeit und Luftblasen mit
einer Walze und Papiertiichern entfernen.

Markerstreifen (stratagene) und Membran mit der geblotteten Seite nach oben auf
einen Karton kleben, in eine Film-Kassette legen und in der Dunkelkammer blausen-
sitiven Hyperfilm auflegen. Exposition bis zur Entwicklung des gewiinschten Signals.

3.13.2 Immunprizipitation

Mithilfe von immobilisierten Antikérpern kénnen Antigene aus Zell-Lysaten prézipitiert und

damit spezifisch angereichert werden. Diese Methode wurde eingesetzt, um (a) mit CLP-36
spezifisch koprézipitierende Proteine, also potentielle CL.P-36-bindende Proteine nachzuwei-

sen und (b) die Phosphorylierung von CLP-36 zu untersuchen.

Hierfiir wurden die prézipitierten Proteine iiber SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (s.refsec:SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese) aufgetrennt und mittels Silberfarbung (s.refSilber) detek-

tiert oder geblottet und anschlieSend immundetektiert.

Zur Immobilisierung des Antikorpers wurde Protein A—Sepharose CL-4B verwendet, da Pro-

tein A aus Staphylococcus aureus Kaninchen Ig G mit hoher Affinitdt bindet und CL-4B
Sepharose einen vergleichsweise geringen Hintergrund zeigt.
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Arbeitsprotkoll:

Alle Schritte werden bei 4°C durchgefiihrt. Die Inkubationen erfolgen im Horizontalschwen-

Protein A-Sepharose CL-4B-Lésung: Eine Spatelspitze Protein A-Sepharose (Feststoff)

in Lysepuffer I (s.3.6, ohne Zusitze) quellen lassen. 200ul gequollene beads werden 3
x mit Lysepuffer I gewaschen und mit Lysepuffer auf 1 ml eingestellt (1 ml gequollene
beads bindet ca. 10-20 mg Antikorper).

. 500 pl Plittchensuspension mit 1 Mio. Plidttchen/ul werden in 500 ul Vol. 2 x Lyse-
pufferI (s. 3.6, ohne Zusiitze) aufgenommen, 5sec. gevortext und 10min. auf Eis ste-
hengelassen. Zur Untersuchung der Phosphorylierung enthélt der Lysepuffer zusétzlich
“Phosphatase Inhibitor Cocktail 1%, der 1:100 verdiinnt eingesetzt wird.

. Um unlésliche Zellfragmente zu entfernen, werden die Lysate 15 min. bei 15000 g zen-
trifugiert.

. Unsperzifisch bindende Proteine werden praabsorbiert durch Inkubation der Lysate mit
2 pg Tg aus Prdimmunserum und 30 pl Protein A-Sepharose—Losung fiir 1 h.

. An die Antikorper-Sepharose gebundene Proteine werden pelletiert durch Zentrifuga-
tion bei 15000 g fiir 10 min.

. Der Uberstand wird fiir 1h mit 15 ug CLP-36 Ig inkubiert.

. Der Antigen/Antikérper—Komplex wird immobilisiert durch Zugabe von 15 ul Prote-
in A-Sepharose-Losung (1h Inkubation).

. Das sperzifisch an die Protein A-Sepharose gebundene Protein wird fiir 5 min. bei 15000 ¢
abzentrifugiert und 3 x mit Lysepuffer I gewaschen. Der Lysepuffer im letzten Wasch-
schritt enthélt keine Phosphatase- und Protease-Inhibitoren.

. Die gewaschenen beads werden in SDS-Auftragspuffer aufgenommen (s.3.10) und 5 min
auf 95°C erhitzt.

. Die Immunprézipitate werden iiber SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt
(s. 3.10) und iiber eine Silberfarbung (s. 3.11.2) des Gels oder im Immunoblot (s. 3.13.1)
untersucht. Das Silbergel wird im Slab-Dryer getrocknet (1.5h, 80°C) oder direkt mit
dem fiery-gesteuerten Canon CL.C 700 Kopiersystem eingescannt.

3.13.3 Immunopull-down Assay

Der Immunopull-down Assay basiert auf einer Immunprézipitation mit dem Unterschied,
daB nicht das endogene CLP-36 aus dem Pldttchenlysat, sondern exogen zugegebenes His—
CLP-36, His—CLP-36451_95¢ und His—CLP-3645 957_329 prézipitiert werden. Die Methode
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diente ebenfalls dem Nachweis kopréazipitierender Proteine. Plédttchenlysat wurde mit den
Polyhistidin-Fusionsproteinen inkubiert (1h, 4°C), das anschlieend prézipitiert wurde. Da-
zu wurde ein gegen den His-tag gerichteter Antikérper (Anti-RGSHHHIH, Quiagen, s. 3.3)
verwendet. Das Prizipitat wurde analog zur Immunprizipitation gewaschen (s.3.13.2) und
im Silbergel untersucht (s.3.11.2). Die Methode bietet den Vorteil, dafl rekominantes Prote-
in im UberschuB eingesetzt werden kann und daher interagierende Proteine aus dem Lysat
quantitativer abgefangen und im Silbergel besser detektiert werden kénnen. Finzelheiten der
Durchfithrung sind unter 4.6 beschrieben.

3.13.4 Cytochemische Immundetektion durch Immunfluoreszenz
und Immunogold-Elektronenmikroskopie

Immunfluoreszenzdetektion

Durch Immunfluoreszenz sollte CLLP-36 in Pléttchen verschiedener Aktivierungsstadien und

in ruhenden und aktivierten Endothelzellen lokalisiert werden. Durch spezifische Erst-Anti-

korper und fluoreszenzfarbstoff-markierte Zweit-Antikorper wurden Antigene in hierfiir pripa-
rierten Zellen sichtbar gemacht und fluoreszenzmikroskopisch lokalisiert. F-Aktin wurde mit

Phalloidin detektiert, das mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin markiert war. Phalloidin,

ein bizyklisches Heptapeptid aus dem griinen Knollenblatterpilz Amanita phalloides, bindet

spezifisch an filamentdses Aktin und verhindert dessen Depolymerisation.

Material:
e Deckgliser 12mm? (Labor-Assistent)

24-well, 6-well Platten (Corning)

Normal Goat Serum (Jackson ImmunoResearch), 10 %ig in PBS

Erst-Antikorperlosung: 0.4 ug CLP-36—Antikorper (s. 3.7.2) wird in 25 ul PBS verdiinnt.
Alle anderen Antikérper werden eingesetzt wie vom Hersteller empfohlen.

Zweit-Antikorperlosung: Der mit Fluoreszenzfarbstoff markierte Zweitantikorper (s.
3.3) wird 1:200 in PBS verdiinnt.

10 x PBS, pH7.4............ ] 2g
NaCl.......ooooooinit. 80g
KHoPOy oot 2g

PHEM-Puffer................ Pipes............... 60 mM
Hepes.............. 25 mM
EGTA.............. 10 mM
MgCly. oot 3 mM
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Vorbereitung:
Herstellung des Mounting-Mediums Mowiol (nach Heimer und Taylor, 1974:

2.4 ¢ Mowiol 4-88 (Calbiochem) werden mit 6 ¢ Glycerin vermischt und in 6 ml Wasser aufge-
nommen. Die Mischung wird fiir einige Stunden bei RT inkubiert, 12ml 0.2 M Tris (pH 8.5)
hinzugefiigt und unter gelegentlichem Mixen 10min. auf 50°C erhitzt. Nachdem sich das
Mowiol gelost hat, wird die Losung geklart durch Zentrifugtion bei 5000 g fiir 15 min. Um
das Verblassen des Farbstoffes zu reduziern, wird 1,4-diazobicyclo-[2.2.2]-octan (DABCO)
2.5 %ig hinzugefiigt. Die Losung wird aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Zentrifugation der Blutplattchen auf Deckgléser:

Deckgliaser wurden fiir 1h mit 100 pl Poly-T-Lysin (0.1 mg/ml) beschichtet, 2 x mit PBS
gewaschen und an der Luft getrocknet. 100 ul gewaschene Pldattchen oder Pldttchen-reiches
Plasma (PRP) wurden in Resuspensionspuffer C auf eine Konzentration von 15000 / ul ein-
gestellt und auf die beschichteten Deckgliser aufgebracht. Um die Adhésion der Pléttchen an
die Glasoberfldche zu beschleunigen, wurden die Deckgléser in einer “24-well“-Schale 5 min.
bei 250 g zentrifugiert. Anschliefend wurden die Pliattchen bei 37°C fiir 5-10 min. inkubiert,
um die Ausbreitung der aktivierten Plittchen (engl. ,spreading”) zu erméglichen. Die vorte-
xartigen Formen ausgebreiteter Plidttchen konnten vermehrt durch Inkubation bei 38-39°C
erhalten werden.

Arbeitsprotokoll:

Alle nachfolgenden Schritte werden bei RT durchgefiihrt. Die Antikorperlosungen werden
auf Parafilm getropft und die Deckgléser mit den Zellen nach unten auf den Film gelegt. Die
Inkubationen erfolgen in einer feuchten Kammer, die Waschschritte in der 24-well-Schale.

1. Fixierung: Die auf Glas ausgebreiteten Blutpldttchen oder auf Deckglésern kultivier-
te Endothelzellen (s.3.4.1) werden durch Austauschen des Mediums gegen Formalin
(PHEM-Puffer, 3.7 % Formaldehyd) fixiert, das 10 min. mit den Zellen inkubiert wird.
Nach 10 Min. wird die Fixierlosung abgegossen und die Zellen werden mit PBS gewa-
schen.

2. Die Zellen werden anschlieend 5 min. auf einem Horizontal-schwenker in PBS, 0.2 % Tri-
ton X-100 permeabilisiert.

3. Die Permeabilisierungslosung wird abgekippt und 2 x durch kurzes Schwenken der
Deckgléser in PBS abgewaschen.

4. Unsperzifische Bindungsstellen auf den Endothelzellen werden durch Uberschichten
der Zellen mit 10 % Ziegen-Normalserum blockiert. Nach 30 min. Inkubation wird die
Blocklosung mit PBS abgewaschen (2 x 10 min.).

5. Die Zellen werden fiir 1h mit der Erst-Antikorperlosung inkubiert.
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6. Die Erst-Antikorperlosung wird entfernt. Die Zellen werden 3 x 10 min. in PBS gewa-
schen.

7. Die Zellen werden im Dunkeln 1h mit der Zweit-Antikorperlésung inkubiert.
8. Die Zweit-Antikorperlosung wird entfernt und die Zellen 3 x 10 min. in PBS gewaschen.

9. Ca. 10 ul Mowiol wird auf einen Objekttriager pipettiert und das Deckglas mit den
Zellen nach unten aufgelegt. Die Préparate werden geschiitzt vor Licht bei 4°C gelagert
und konnen untersucht werden, sobald das Mowiol fest geworden ist.

Die Préparate wurden unter einem Fluoreszenzmikroskop von Leica (Typ DMRBE) mit
Hg-Lichtquelle (50W) untersucht. Es wurden PL FLUOTAR Objektive mit 40x (NA 0.7)
oder 100x (NA 1.3) Vergroferung verwendet. Einige Experimente mit auf Glas ausgebrei-
teten Plidttchen wurden in Kooperation mit PD Dr. Jorg Hagmann (Friedrich-Miescher -
Institut, Basel) prépariert und dort mit konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie untersucht.
Hierfiir wurde ein inverses Mikroskop (Leica), das mit einem TCS konfokalen System und
einem Ar/Kr-Laser ausgestattet war, verwendet und Bilder mit x63 und x100 Objektiven
aufgenommen (Typ UV 1,32NA O1 PL APO). Die Bilverarbeitung erfolgte mit der Leica NT
software.

Immunogold-Elektronenmikroskopie

Durch Immunogold-Elektronenmikroskopie sollte CL.P-36 in ruhenden Pléttchen, die zu kein
fiir fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen sind, und aggregierten Pléttchen untersucht
werden. Die Methode diente auch zur Bestatigung der durch Immunfluoreszenz gewonnenen
Ergebnisse. Durch die hier verwendete Kryosubstitution ist eine verbesserte Konservierung
der Zellkompartimente moglich. Die Praparation der Schnitte, Elektronenmikroskopie und
3D-Rekonstruktionen (s.u.) wurden von Prof. Dr. Eberhard Morgenstern (Universitdt des
Saarlandes, Homburg/Saar) durchgefiihrt.

Plattchen-reiches Plasma (PRP), antikoaguliert mit Na-Citrat (3.8 %) wurde aus vendsem
Blut gesunder Spender erhalten. Um ruhende Plittchen zu praparieren, wurde die Suspension
vorfixiert mit einer Losung, die 3% Paraformaldehyd und 0.1 % Glutaraldehyd (300u1/ml)
enthielt und zentrifugiert. Aktivierte Pléttchen wurden gewonnen, indem das PRP ohne
Vorfixierung zentrifugiert wurde. In beiden Fillen wurden die Pellets 30 min. bei 4°C in ei-
ner Losung mit 3% Paraformaldehyd und 0.1 % Glutaraldehyd in 0.1 M Kakodylatpuffer,
pH 7.4, fixiert. Nach dem Waschen wurden Blécke der Pellets infiltriert mit 2.3 M Sucrose
und schock-gefroren in fliissigem Stickstoff. Die gefrorenen Proben wurden mit Methanol bei
-80°C gefriersubstituiert und bei -40°C in Lowicryl HM20 unter UV-Licht eingebettet, wobei
die CS auto Kryosubstitutionseinheit (Reichert-Jung, Wien, Osterreich) benutzt wurde. Von
diesen Proben wurden serielle Schnitte prépariert. Fiir die Immunmarkierung wurden Lo-
wicryl HM20 Schnitte von ruhenden und aktivierten Plittchen auf Nickel-Gittern mit dem
priméren polyklonalen anti-CLP-36 Ig inkubiert. Nach dem Waschen wurden die Gitter
mit dem gold-markierten sekundéren Antikérper (Ziege anti-Kaninchen Ig, GAR EM 10 nm,
Aurion, Wageningen, Niederlande) inkubiert. Die Schnitte wurden mit Uranyl-Acetat und
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Blei-Citrat gefdrbt und mit einem Transmissions-FElektronenmikroskop untersucht.

Computer-animierte 3D-Rekonstruktion serieller elektronenmikroskopischer
Schnitte

Um einen besseren Linblick in die rdumlichen Beziehungen zwischen den Plattchen, dem
Zytoskelett und der Verteilung der Goldmarkierungen zu erhalten, wurden Modelle nach ei-
ner Technik nach Bogusch und Dierichs (Bogusch und Dierichs, 1995) konstruiert, wobei die
software BioModel benutzt wurde (geschrieben von R. Dierichs, Miinster). Charakteristische,
repriasentative Regionen wurden fiir diese Rekonstruktionen ausgewéhlt. Die strukturellen
Elemente (Plasmamembran, zytoskelettale Elemente) und die Goldmarkierungen wurden mit
dem Wacom input System digitalisiert.

3.14 Mikroinjektion von Antikorper

Mikroinjektionspuffer ........ ... .. S0mM......... Tris/pH 7,4
150mM.........oLL Na(Cl
omM.. ... MgCl,

Affinitéitsgereinigter Anti-CLP-36 Antikorper (s.3.7.2) wurde UN gegen Mikroinjektionspuf-
fer dialysiert und vor der Mikroinjektion fiir 15 min. bei 15000 g zentrifugiert. Phemtoliter-
Mengen der Antikorperlésung (2,5mg/ml) wurden mit einem Eppendorf-Transjektor 5246
und einem Eppendorf-Mikromanipulator 5171 in Endothel-Zellen mikroinjiziert. Um die Spe-
zifitét eines Effekts beurteilen zu konnen, wurden Kontrollzellen mit Praimmunserum (Ig-
Iraktion) derselben Konzentration injiziert. Die Zellen wurden fiir 2-5h mit dem Antikérper
inkubiert und anschliefend fixiert. Der mikroinjizierte Antikérper wurde durch fluoreszenz-
markierten Zweitantikorper nachgewiesen, das F-Aktin wurde mit Phalloidin-Rhodamin vi-
sualisiert (analog zu 3.13.4). Ca. 40 injizierte Zellen wurden untersucht.

3.15 Rekombinante Expression und Reinigung der Poly-
histidin- und GST-Fusionsproteine

3.15.1 Expression in E.coli und Proteinextraktion

Fiir Immuno Pull-down-, GST-Pull-down und Blot-Overlay-Experimente sowie viskoelasti-
sche Messungen wurde rekombinantes CLP-36 bendétigt. Dafiir wurden die CL.P-36-DNA oder
einzelne CLP-36-DNA-Doménen rekombinant mit GST (Glutathion-S-Transferase) oder Po-
lyhistidin(“his-tag®) fusioniert, da diese “tags® die Moglichkeit einer schnellen Aufreinigung
der Proteine durch Gluthation- bzw. Ni-NTA-Affinitétschromatographie bieten.

Um GST-Fusionsproteine zu erhalten, wurden die DNA-Sequenzen von CLP-36, CLP-36 45 1_95¢
und CLP-36 45957_329 in den Vektor pGEX kloniert. Fiir die Proteinexpression wurden drei
verschiedene F. coli-Stémme (BL21, NM322, XL1blue) getestet, die jeweils bei zwei ver-
schiedenen Temperaturen (30°C und 37°C) Protein exprimierten. Unabhéngig vom verwen-
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deten Stamm und der Temperatur konnte nur GST-CLP-36 45 257_329 exprimiert werden. Die
anderen Fusionsproteine wurden offenbar unvollstindig exprimiert und/oder in der Zelle de-
gradiert. GST-CLP-3645957_329 wurde iiber Glutathion-Affinitdtschromatographie gereinigt
nach einem Standardprotokoll (s. Handbuch von Qiagen). Klonierung, Expression und Rei-
nigung des GST-Fusionsproteins wurden von Dr. Marcus Otte durchgefiihrt.

Da CLP-36 und CLP-36451_25¢ als GST-Fusionsproteine nicht exprimiert wurden, wur-
den diese und zusétzlich CLP-3645957_329 als Polyhistidin-Fusionsproteine in F. coli M15
kloniert (s.3.21.7) und exprimiert (wie folgt). Auf diese Weise konnten His-CLP-36, His—
CLP-36 45 1_95¢ und His—CLP-36 45 257_3929 als full-length-Proteine erhalten werden. His—CLP-
36 45 257399 Wurde nur iiber Ni-NTA-Agarose gereinigt, da dieses Protein nur im Immunopull-
down eingesetzt wurde: wahrend des Immunpull-downs wird His—CLP-36 45957_329 durch
Antikorper, die gegen den Polyhistidin-fag gerichtet sind, spezifisch prizipitiert, wobei theo-
retisch die kontaminierenden Proteine aus E. coli entfernt werden sollten (s. 3.13.3).
His—CLP-36 und His—CLP-3645_25¢ wurden im Anschlufl an die Ni-NTA-Agarose weiter
iiber Gelfiltration und Anionen-Austauschchromatographie gereinigt wie im folgenden be-
schrieben. Material:

- Ultraschallgerét Labsonic (B.Braun)

Lyse-Puffer. . ... Lysozym (Muramidase)........ 0.2mg/ml
Na,HPO, /NaH,PO,, pH 8.0. ...... 0.1M
Tris, pH8.0. ...l 10 mM
Phosphataseinhibitor-Tabletten ..........
2Stk. /10 ml
RNase..............oooaL. 10pg/ml
DNasel................ooo.. Spg/ml

Die Klonierung der CLP-36-DNA in den Vektor pQE-30 ist unter 3.21.7 beschrieben.

Die Plasmide wurden durch Elektroporation (s.3.21.6) in E.coli M15 transformiert und die
Zellen auf selektiven LB-amp-kan Platten ausgestrichen (s.3.21.3).

Fir die rekombinante Expression des His-Tag-IFusionsproteins wurden 50 ml LB-amp Me-
dium mit einer E.coli Kolonie beimpft und UN in LB-amp-kan Medium angezogen. Mit
dieser Vorkultur wurden 1:50 4x500ml LB-Medium beimpft und bei 37°C im Inkubator
geschiittelt. Die Protein-Expression wurde bei einer OD(600) von 0.64 induziert durch Zuga-
be von 2mM IPTG (s.3.21.3). Nach der Induktion wurden die Zellen 12 h bei 30°C inkubiert.
Die Zellen wurden in einer Erntezentrifuge pelletiert (3000g, 25 min., 4°C) und bei -70°C
zwischengelagert.

Die Zellen wurden auf Eis in 10 ml Lysepuffer resuependiert und 30 min. bei 4°C inkubiert.
Um die Lyse zu vervollstdndigen, wurden sie danach 3 x 30sec. mit Ultraschall behandelt
(Einstellungen: power level 89, low). Eine gelb-graue Farbung des Extrakts zeigte die er-
folgte Lyse an. Der Zellextrakt wurde 30 min. bei 10000g und 4°C zentrifugiert und der
proteinhaltige Uberstand abgenommen.
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3.15.2 Affinititschromatographie mit Ni-NTA-Agarose

Eine Séule mit 2ml Ni-NTA Agarose wurde mit 10 Vol. Auftragspuffer dquilibriert und der
Proteinrohextrakt (s.o.) aufgetragen. Die Ni-NTA Matrix wurde aufgeschwemmt und 10 min.
mit dem Protein inkubiert. Die His-Reste binden {iber einen stabilen Metall-Chelat-Komplex
mit hoher Affinitdt an die Ni-NTA Matrix. Nichtbindende Proteine im Durchlauf wurden ab-
gefangen und die Sédule sukzessive mit je 10 Vol. Waschpuffer pH 6.0 und Waschpuffer pH 5.0
gewaschen. Das His-tag-Fusionsproteine wurden eluiert durch Zugabe von Elutionspuffer in
1 ml Fraktionen. Durch den sauren pH werden die sechs His-Reste im His-tag protoniert, was
die Bindung von Ni** verhindert und eine Loslésung von der Ni-NTA-Agarose bewirkt. Das
Imidazol im Elutionspuffer verdrangt kompetitiv den his-tag und trigt damit ebenfalls zur
Elution bei. Dies bewirkt die Elution in einem sehr kleinen Volumen, ideal fiir die anschlie-
Bende Aufreingung iiber eine Gelfiltrationssdule. Die Fraktionen 3 und 4 enthielten max.
Mengen an His-tag-Fusionsprotein und wurden zu einem Pool vereinigt (15 mg Protein/21
Bakterienkultur). Das Eluat wurde anschliefend im SDS-Polyacrylamid-Gel iiberpriift.

Material:

- Ni-NTA-Agarose, Bindekapazitét: 5-10 mg His-Tag Protein / ml Agarose (Qiagen)

Auftragspuffer ............... Nap,HPO,/NaHy,POy, pH 7.4.... ... 0.1M
Tris, pH74. ..o 10mM
Waschpuffer pH6.0........... Nap,HPO,/NaHoPOy..oooveoen 50 mM
NaCl. ..o 300 mM
Glycerin. .........cooviviiiiinan... 10%
Waschpuffer pH5.0........... Nap,HPO,/NaHoPOy..oooveoen 50 mM
NaCl. ..o 300 mM
Glycerin. .........cooviviiiiinan... 10%
Elutionspuffer pH4.0......... NaoHPO,/NaHPOy..oooovoen 50 mM
NaCl. ..o 300 mM
Glycerin. .........cooviviiiiinan... 10%
Imidazol ........................ 250 mM

Alle Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt.

3.15.3 GQGelfiltration

Bei der Gelfiltration werden Molekiile nach ihrem Molekulargewicht bzw. ihrer Grofie (Sto-
ke “scher Radius) getrennt. Kleine Proteine haben eine durchschnittlich langere Verweildauer
in den pordsen Gelfiltrationsmedien und bleiben daher l&nger auf der Saule.

Der Protein-Pool aus der Ni-NTA-Agarose-Chromatographie (s. 3.15.2) wurde UN bei 4°C
gegen IEDAN-BP-Puffer dialysiert. Da noch Glycerin in der Probe verblieben war und dies
bei der Gelfiltration stort, wurde die Proteinlésung zunéchst iiber eine PD-10 Sdule um-
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gepuffert. Fine Glassdule mit 3 cm Innendurchmesser und 150 cm Héhe wurde mit 580 ml
Sephadex-Medium bepackt und mit IEDAN-BP-Puffer dquilibriert. Die Chromatographie
wurde im Kithlraum durchgefiihrt. Die Proteinlésung (3 ml) wurde 10 min. bei 10000 g und
4°C zentrifugiert, um unlosliche Bestandteile zu entfernen und auf die Sdule aufgetragen.
Die Laufgeschwindigkeit des Puffers wurde durch eine geeignet hohe Aufhiangung der Séule
auf 4cm /h eingestellt. Die ersten 180 ml Leervolumen wurden verworfen, der Rest in 100
Fraktionen zu je 4 ml aufgefangen. Die Analyse der Fraktionen im SDS-Polyacrylamid-Gel
zeigte, daf in den Fraktionen 29-34 das His—CLP-36 eluierte; die Fraktionen 35-40 enthielten
His—CLP-36 45 1_256. Im Coomassie-Blau-gefdrbtem Gel konnten fast keine kontaminierenden
Proteine mehr detektiert werden. Die Fraktionen 29-34 und 35-40 wurden zu zwei Protein-
Pools zusammengefasst.

Material:

- Dialysekasetten Slide-A-Lyser, MWCO 10000 kDa (Pierce)
- PD-10 Entsalzungssiulen (Biorad)

IEDAN-BP-Puffer, pH 7.6 Imidazol/HCI ...... 10 mM
DTT ................ 1 mM
EGTA............... 1 mM
NaCl................ 0.2M
Na-Azid............ 0.02%
frisch zugeben:
Benzamidin ......... 1mM
PMSFEF............. 0.5 mM

3.15.4 Anionenaustausch—Chromatographie mit DEAE-Sepharose

Startpuffer (TEDA-BP) ...... Tris, pH 8.0........ 10mM
DTT ................ 1 mM
EGTA............... 1 mM
Benzamidin ......... 1mM
PMSE ............. 0.5 mM
Na-Azid............ 0.02%

Endpuffer: Startpuffer + 500 mM NaCl

Um die Protein-Pools aus 4.19 auf ein kleineres Volumen einzuengen und weiter aufzurei-
nigen, wurde eine Anionenaustausch-Chromatographie mit DEAE-Sepharose durchgefiihrt.
Trennkriterium ist die Ladung des Proteins. Als Gegenion diente C1~ im Puffer B. Die Chro-
matographie wurde im Kiihlraum durchgefiihrt.

5ml DEAE (Diethylaminoethan)-Sepharose wurden in eine Sdule gepackt und mit Start-
puffer dquilibriert. Das Protein wurde aufgetragen und im Gradientenmischer ein Gradient
aus Start- und Endpuffer mit ansteigender Ionenstirke erzeugt. s wurden je 50ml Start-
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und Endpuffer vorgelegt und 60 Fraktionen zu je 2ml gesammelt. Das His-CLP-36 eluierte
mit einem peak in den Fraktionen 4-7, die zu einem Pool vereinigt und mit Centriprep 10
Einwegkonzentratoren (Amicon) auf ein Volumen von 3.5ml mit einer Konzentration von
0.31 mg/ml eingeengt wurden. His—-CLP-36451_95¢ eluierte in den Fraktionen 11-14; diese
Iraktionen wurden vereinigt und ebenfalls eingeengt (0.18 mg/ml in 1.5 ml). Beide Konzen-
trate wurden aliquotiert und bei -20°C eingefroren. Das Silbergel in Abb. 4.22 zeigt His—CLP-
36 und His—CLP-36451_25¢ nach der kompletten Aufreinigung. His—CLP-36451_25¢ scheint
vollstdndig homogen zu sein, wihrend in der His-CLP-36-Préparation ein Fragment von His—
CLP-36 zuriickblieb, das wiahrend der Reinigung nicht vollstdndig enfernt werden konnte.

3.16 Untersuchung der Phosphorylierung von CLP-36

3.16.1 Proteinkinase A-abhingige Phosphorylierung

Zur Untersuchung der Proteinkinase A-abhéngigen Phosphorylierung wurden die Pliattchen
mit [*2P]-Orthophosphat markiert und anschlieBend mit Iloprost inkubiert wie folgt. Iloprost
ist ein Prostacyclin-Analog, das zur cAMP-vermittelten Inhibierung der Plittchenfunktion
und zur Aktibierung der Proteikinase A fiihrt (s.3.16.1).

Das Pléattchenpellet von 40 ml PRP wurde in 2 ml vorgewérmten Resuspensionspuffer A (s.u.)
resuspendiert, der 3Uml Apyrase und 10% autologes Pléttchen-armes Plasma (PPP) ent-
hielt. Das PPP erhielt man, indem man PRP 3min in einer Mikrozentrifuge bei 4°C mit
15000 g zentrifugierte. Die Plittchensuspension wurde mit 5mCi [*2P]-Orthophosphat fiir
90min. bei 37°C unter leichtem Schwenken inkubiert,anschliefend in 20 ml Resuspensions-
puffer B verdiinnt. Die Plidttchen wurden bei 800g (RT, 20min.) pelletiert und schlieflich
in 12 ml Resuspensionspuffer C aufgenommen, der zusétzlich 10 uM CaCly, 10 mg/ml BSA,
5 mM Glukose und 0,3 U/ml Apyrase enthielt. Nach einer Inkubation bei RT fiir 45 min. wur-
den die Plattchen 10 min. auf 37°C vorgewédrmt und anschliefend in 1,5 ml-Reagenzgeféflen
jeweils 500 pl Pléttchensuspension mit dem stabilen Prostazyklin-Analogon Iloprost (1 uM)
inkubiert (37°C, 5min.). Die durch Iloprost vermittelte Wirkung wurde durch Zugabe des-
selben Volumens eiskalten 2x Lysepuffer I (s. oben) abgestoppt. Der Lysepuffer enthielt au-
Ber NagVO, (2mM) die Phosphataseinhibitoren NaF (10 mM) und Nay,P;0; (Natrium-
pyrophosphat) (4mM) und war anstatt mit Hepes mit 100 mM Na,HPO, (pH 7.4) gepuf-
fert. Die Lysate wurden bei -20°C gelagert bis zur Durchfiihrung der Immunpréazipitation
(siehe 3.13.2). Die Autoradiographie der Western-Blot Membranen wurde mit einem Phos-
pho Imager Storm 840 von Molecular Dynamics aufgenommen.

Resuspensionspuffer B und C s. 3.6
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Resuspensionspuffer A........ 20mM....... Hepes/pH 7.4
138mM............... Na(Cl
29mM ...l KCl,
ImM.............. L. MgCly
ImM ...l EGTA

3.16.2 Detektion der Serinphosphorylierung im Immunoblot

Die Serinphosphorylierung von CLP-36 wurde in ruhenden Plédttchen, mit Thrombin akti-
vierten Pléttchen und mit Iloprost behandelten Pléttchen analysiert.

Thrombin fiihrt in der verwendeten Konzentration zur vollstdndigen Aktivierung der Platt-
chen, begleitet von Gestaltwandel, Sekretion und Aggregation. Gestaltwandel und Aggrega-
tion wurden am Aggregometer durch Kontrolle der Lichttransmission {iberpriift.

Durch Untersuchung der Phosphorylierung von CLP-36 in diesen Pldttchen sollte kontrol-
liert werden, ob CL.P-36 durch Proteinkinasen oder -Phosphatasen reguliert wird und ob die
Phophorylierung von CLP-36 mit einer Aktivierung oder Inaktivierung der Plattchenfunk-
tion in Zusammenhang steht.

Hierfiir wurden Plittchen isoliert wie beschrieben (s.3.6) und anschlieBend mit Thrombin
(1U Thrombin / ml Plittchensuspension) oder Iloprost (1 uM Iloprost) inkubiert. Die Inku-
bation erfolgte bei 37°C fiir 10, 30, 45, 60 und 120 Sekunden und wurde dann mit Lysepuffer
abgestoppt (s.3.6). Die Anti-CLP-Immunprizipitation erfolgte nach 3.13.2. Die Prizipitate
wurde anschliefend durchh SDS-PAGE aufgetrennt und geblottet (s.3.10 und 3.13.1). Die
Detektion der Serinphophorylierung erfolgte immunologisch durch Inkubation des Blots mit
monoklonalem Anti-Phosphoserin-Antikérper (s.3.3).

3.16.3 Phosphorylierungs-Assay mit den LIM-Kinasen I und II

Da CLP-36 einen Grofiteil der Erkennungssequenz fiir die Phosphorylierung durch die LLIM-
Kinase I enthélt, sollte untersucht werden, ob CLP-36 ein Substrat der LIM-Kinasen I und
IT ist. Die Versuche wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Kensako Mizuno durchgefiihrt
(Kyushu Universitit, Japan).

Dieser Assay erfolgte in vitro. COS-7 Zellen, die die rekombinanten LIM-Kinasen I und II
{iberexprimierten wurden lysiert und in Anwesenheit von [y-32P| ATP mit dem rekombi-
nanten His—-CLP-36 und His—CLP-36 451_25¢ inkubiert (je 0,2 mg/ml). Als Negativkontrolle
wurde der Vektor pUCD2 (mock) oder eine Kinasedefekt-Mutante eingesetzt. Als Positiv-
kontrolle diente das LIM-Kinase-Substrat Cofilin. Neben dem rekombinanten CLP-36 wurde
auch Plattchenlysat (0,1 mg/ml) mit der LIM-Kinase I inkubiert. Der Nachweis der Phos-
phorylierung erfolgte durch Autoradiographie.
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3.17 Affinitiatsblotting: Blot-overlay assay

Diese Methode dient dem in vitro-Nachweis von Protein/Protein-Wechselwirkungen auf einer
Westernblot-Membran. Sie wurde durchgefiithrt, um in geblottetem Plattchenlysat Proteine
zu detektieren, die mit His—CLP-36 oder GST-CLP-36 a5957_3929 interagieren. Hierfiir wurden
His—CLP-36 und GST-LIM biotinyliert und als Sonde zur Suche nach CLP-36 bindender
Proteine in Plattchenlysaten eingesetzt. Die biotinylierten Proteine wurden iiber Komplex-
bildung mit Streptavidin-gekoppelter Meerrettich-Peroxidase detektiert.

Material:
e Dialyseschlduche, 18 mm breit, MW-Ausschlufl 12-14 kDa (Visking)
e N-(+)-Biotinyl-6-amino-capronséure-N-succinimidylester, 50 ug/pl (Fluka)
e Lxtravidin-Peroxidase (Sigma)

e Reaktionspuffer: 50 mM Na,HPO,/NaH,PO,, pH 7.4

Overlay-Puffer: TBST-Puffer + 0.5 % Trockenmilchpulver (s.3.13.1)

Biotinylierung der CLP-36 Konstrukte:
(nach Kincaid und Vaughan, 1988)

0.75mg 6xHis-CLP-36, 0.5 mg GST-LIM und 1.1mg GST wurden bei 4°C 3 x 7h gegen
jeweils 21 Reaktionspuffer dialysiert. AnschlieSend wurde die 16-fache molare Menge Bioti-
nylester dazugegeben und die Kopplung 2h bei 4°C durchgefithrt. Uberschiissiger Biotiny-
lester wurde durch Dialyse gegen Reaktionspuffer entfernt (3 x 8 h, je 21). Zur Kontrolle der
Derivatisierung wurde ein Aliquot Protein iiber SDS-PAGE (s. 3.10) aufgetrennt, auf eine
Nitrocellulose-Membran geblottet (s.3.13.1) und mit Extravidin-Peroxidase inkubiert. Ein
sehr starkes Chemilumineszenz-Signal auf der Hohe des entsprechenden Molekulargewichts
zeigte, daf3 die Proteine biotinyliert worden waren. Das Protein wurde bei -20°C gelagert.
Fiir die Langzeitlagerung wurde biotinyliertes Protein in 20 % Glycerin aufgenommen, ali-
quotiert und bei -80°C gelagert.

Blot-overlay assay:

Suspensionen (150 ul) gewaschener Thrombozyten (1 Mio./ul), entweder ruhend oder mit
Thrombin aktiviert (0.5U/ml, 30sec, gerithrt), wurden in kochendem Laemmlipuffer ly-
siert, iiber SDS-PAGE aufgetrennt (s.3.10) und auf eine Nitrocellulose-Membran geblot-
tet (s.3.13.1). Die Membran wurde UN bei 4°C mit Blocking-Puffer (TBST-Puffer, 3%
Magermilchpulver) abgesiittigt und anschliefend 4h bei RT mit 15ml Overlay-Puffer, der
100 ng/ml biotinyliertes Protein enthielt, inkubiert. Durch Zugabe von 1 mM DTT in den
Overlay-Puffer konnten unspezifische Interaktionen mit den biotinylierten Proteinen deut-
lich reduziert werden. Der Overlay-Puffer enthélt das nichtionische Detergenz Tween 20 in
einer Konzentration, die nicht mit der spezifischen Bindungsaktivitit von Proteinen inter-
feriert. Die Membran wurde 3 x 10 min. mit Overlay-Puffer gewaschen und fiir 1 h bei RT
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mit Extravidin-Peroxidase (1:10000) inkubiert. Das Enzym wurde mit Overlay-Puffer abge-
waschen (3 x 10min. ) und die Membran 5 min. mit Chemilumineszenz-Substrat inkubiert.
AnschlieBend wurde die Membran dem ECL-Film exponiert. (s.3.13.1)

3.18 Yeast two-hybrid Assay

Das two-hybrid System ist eine genetische Methode, die die Transkription eines Repor-
tergens als Mafistab fiir Protein/Protein-Interaktion benutzt. Dem System zugrunde liegt
der modulare Aufbau vieler Transkriptionsfaktoren. Das hier verwendete System basiert
auf dem eukaryotischen Transkriptionsfaktor Gal4, der nativ in der Hefe den Galaktose-
Metabolismus reguliert. Gald besteht aus einer DNA-bindenden Doméne und einer die Tran-
skription aktivierenden Doméne. Die DNA-bindende Doméne bindet an eine spezifische
Upstream-Aktivatorsequenz, und ermoglicht so der aktivierenden Doméne, cis-aktiv Kon-
takt mit dem basalen Transkriptionsapparat aufzunehmen und die Transkription auszulGsen.
Im two-hybrid System werden zwei Hybride konstruiert: Fin Protein X wird fusioniert mit
der DNA-bindenden Doméne (DNA-BD, ,bait”-Plasmid) des Transkriptionsfaktors Gal4,
ein Protein Y mit der DNA-aktivierenden Doméne (DNA-AD, ,prey”-Plasmid) von Gal4.
Wenn die Proteine X und Y interagieren entsteht ein funktioneller Aktivator, da die DNA-
bindende Doméne in rdumliche Ndhe zur aktivierenden Doméne gebracht wird. Binden die
Proteine X und Y nicht aneinander, so wird keine Transkription ausgelost, da die DNA-
Bindungsdoméne kein Aktivierungspotential besitzt und die Aktivierungsdoméne nicht in
der Nidhe des Reportergens gebunden ist. Die Hybridkonstrukte werden auf selektierbaren
Plasmiden in die Hefe eingebracht und exprimiert.

Die hier verwendeten Hefestdmme besaflen als Reportergene HISS und LacZ, vor die
die Upstream-Aktivatorsequenz des GAL1-Gens geschaltet war. Die aktivierbare Transkrip-
tion des LacZ-Gens wurde iiber einen J-Galactosidase Assay gemessen, bei dem X-Gal als
Substrat eingesetzt wurde. Die Plasmide und Hefestdmme stammten aus dem MATCHMA-
KER Two-Hybrid System 2 von Clontech. Die Arbeitsprotokolle glichen weitgehend denen
im mitgelieferten Handbuch. Nach vergleichenden Versuchen mit den Saccharomyces cerevi-
stae—Stadmmen HE7¢c, CG-1945 und Y190, wurde ausschlieSlich der Stamm Y190 benutzt, da
er mit den Kontrollplasmiden fiir eine positive Interaktion die héchste X-Gal Expression zeig-
te. In jedem der Stdmme war das negative Kontrollplasmid im X-Gal Assay negativ. Y190
besitzt den nativen HIS3 Promotor, der eine signifikante konstitutive (,leaky”) Expression
des Reportegens HISS bewirkt. Durch Zugabe von 30 mM 3-Amino-1,2,4-triazol, einem kom-
petetiven Inhibitor des HIS3 Proteins, lie3 sich das konstitutiv exprimierte HIS3 inhibieren.
Die Menge des Inhibitors wurde so gewéhlt, dal grossere Mengen an HIS3-Protein, wie sie
nach einer Aktivierung des HIS3-Gens durch eine positive two-hybrid Interaktion gebildet
werden, nicht inhibiert werden und daher die Selektion positiver Klone auf HIS™-Medium
moglich war.
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Material:

Stamm: Genotyp Reporter Referenzen

Y190 MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2- HISS, lacZ Harper et al., 1993;
801, trp1-901, leu2-3, 112, gal4A\, galSOA, . Flick & Johnston,
cyh” 2, 1990
LYS.‘.‘GALZUAS—H]S(?TATA—HZ'S(?,
URA(?.'.'GALZUAS—GAL]TATA—ZCLCZ

Vektoren: Beschreibung Selectionsmarker GroBe (kb) Referenzen
pAS2-1 GAL4 (1-14nDNA-BD, Trpl 8.4 Harper et al.,1993
(bait) TRP1,amp”,CYH*2

pACT2 GAL{ (r68—g31)AD, Leu?2 8.1 Li et al.,1994;
(prey) Leu2,amp”, Elledge, Clontech

HA epitop tag

- pVA3-1: pAS2-1 Vektor, im dem die DNA-BD mit dem murinem p53 fusioniert ist
- pTDI1-1: pACT2 Vektor, in dem die DNA-AD mit dem SV40 large T-antigen fusioniert ist
pVA3-1 und pTD1 werden als Kontrollplasmide fiir eine positive Interaktion verwendet.

- pCL1: Positivkontroll-Plasmid mit wild-type full-length GAL/
- pLAMb’-1: pAS2-1 mit humanem Lamin C, Negativkontroll-Plasmid

Die Multiple Cloning Site der Plasmide pACT2 und pAS2-1 ist so lokalisiert, daf} die inse-
rierte cDNA am C-terminalen Ende mit der aktivierenden bzw. DNA-bindenden Doméne

fusioniert wird.
YPD-Medium: 20 g/l Difco Pepton

10 g/l Hefeextrakt

20 g/l Agar (nur fir Platten)
pIl auf 5.8 einstellen, Medium autoklavieren (121°C, 15min.), auf ca. 55°C abkiihlen und
Glukose 2 %ig zufiigen (50 ml pro | aus einer sterilen 40 % Stammlésung).

SD-Medium: 6.7 g yeast nitrogen base without aminoacids
20 g Agar (nur fiir Platten)
850 ml  HyO
100 ml entsprechende sterile 10 x dropout Ldsung
pH auf 5.8 einstellen, autoklavieren. Falls angegeben, wurde 30 mM 3-AT aus einer sterilen
1M Stammlésung in das auf 55°C abgekiihlte Medium zugegeben.
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10 x Dropout Supplemente: (Sigma) L-Leucin 1000 mg/1
L-Tryptophan 200 mg/1
L-Histidin HC1 Monohydrat 200 mg/1
Die entsprechenden Aminosiuren werden dem SD-Medium 1:10 verdiinnt zugegeben. 10 x
Dropout Supplemente kénnen autoklaviert werden und kénnen bei 4°C bis zu 1 Jahr gelagert
werden.

- 145%x20 mm Petrischalen (Greiner)
Durchfithrung des Screenings:

Das Yeast two-hybrid System wurde hier eingesetzt, um die Wechselwirkung zwischen a-
Aktinin 1 und CLP-36 zu verifizieren und zu kartieren. Dafiir wurde Y190 mit den zu tes-
tenden ,,bait”- und ,prey”’-Plasmiden cotransformiert. Das ,bait”-Plasmid kann die Trp-
Deletion , das ,prey”-Plasmid die Leu-Deletion des Hefestammes komplementieren. Die
transformierten Zellen wurden auf SD-Medium plattiert, das kein T.eucin und Tryptophan
enthielt (LEU™TRP™-SD-Medium), also beide Plasmide positiv selektionierte. Die Ko-
lonien wurden iiber den 3-Galaktosidase Assay (s.3.18.3) auf eine two-hybrid Interaktion
getestet. Positive und negative two-hybrid Interaktionen wurden durch Ausplattieren auf
LEU™TRP™HIS™-SD-medium (+30mM 3-AT) verifiziert, auf dem die Zellen nur bei ei-
ner Aktivierung des HIS3 Reportergens, also im Falle einer positiven Interaktion, wachsen.

3.18.1 Klonierung der Plasmide

CLP-36/DNA-BD Hybride:

Die aus HEL-Zellen klonierte CLP-36 ¢cDNA (s.3.15.1) wurde iiber PCR mit sequenzspezifi-
schen Primern (s. 3.21.11) amplifiziert, die die Schnittstellen Cla I und Hind I11 fiir die Sub-
klonierung in den ,bait”-Vektor pAS2-1 enthielten. (s.3.21) Folgende CLP-36—Konstrukte
wurden mit dem Vektor ligiert:

- full-length CLP-36 (AS 1-329)

- die N-terminalen CLP-36 Fragmente AS 1-82 (PDZ-Doméne), 1-104, 1-127 und 1-256

- die C-terminale LIM-Doméne (AS 257-329).

a-Aktinin-1/DNA-AD Hybride:

Die a-Aktinin I ¢cDNA wurde iiber PCR mit den Primern MO 15 und MO 16 (s.3.21.11)
aus einer Endothelzell-cDNA Bank amplifiziert. Die Subamplifikate fiir die Insertion in den
wprey”-Vektor pACT2 enthielten die endsténdigen Klonierungs-Schnittstellen Xho I und
FEeco RI; mit denen auch der Vektor geschnitten wurde. (s.3.21). Fiir die Subamplifikation
wurden die unter 3.21.11 angegebenen Primer verwendet. Folgende a-Aktinin Konstrukte
wurden an die DNA-aktivierende Doméne fusioniert:

- full-length a-Aktinin1l (AS 1-892, MW 103kDa)
- Spectrin-repeat 1 (AS 245-363)
- Spectrin-repeats 1-2 (AS 245-478)
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- Spectrin-repeats 1-3 (AS 245-599
- Spectrin-repeats 1-4 (AS 245-712
- Spectrin-repeats 2-3 (AS 364-599
- Spectrin-repeat 3 (AS 479-599).

N~ N N e

3.18.2 Lithium-acetat Transformation

e Stammldsungen:

— 50 % PEG 4000 (Polyethylenglycol, ave. mol. wt.= 3350), filter-sterilisiert.
— 100 % DMSO (Dimethylsulfoxid)

— 10 x TE-Puffer: 0.1 M Tris-HC1, 10 mM EDTA, pH 7.5, autoklaviert.

— 10 x LiAc: 1 M Lithium-acetat, pH 7.5 mit verdiinnter Essigsdure einstellen.
PEG/LiAc-Lésung: 40 % PEG 4000, 1 x TE-Puffer, 1 x LiAc.

e Herring Testes Carrier DNA, denaturiert, geschert (Clontech)

e Glasperlen, sidure-gewaschen, 710-1180 um GroBe (Sigma)

Die Lithium-Acetat (LiAc) Methode basiert darauf, dafl alkalische Kationen Hefezellen
kompetent fiir die Aufnahme von DNA machen (Ito et al, 1983). Polyethylenglykol (PEG)
und FErhitzen auf 42°C triggern die DNA-Aufnahme. Das Hinzufiigen von carrier-DNA erhoht
die Transformations-Effizienz um 1-2 GroBenordnungen.

Die Hefezellkultur und Transformation wurden entsprechend der Anleitung im Clontech-
Handbuch durchgefiihrt. Die Zellkultur erfolgte im (Schiittel-)Inkubator (250rpm) bei 30°C.
Herstellung kompetenter Zellen:

Ein Aliquot Y190-Zellen wurden aus dem Glycerin-stock (25 % Glycerin, -70°C) entnommen
und auf eine YPD-Agar-Platte ausgestrichen. Die Zellen wurden bei 30°C 3-5 Tage inku-
biert, bis die Kolonien eine Gréfie von ca. 2 mm erreicht hatten. Die Platten wurden bei 4°C
gelagert und bis zu 3 Monate als Stammplatte zum Abimpfen von Kolonien verwendet.
Einige Kolonien wurden in 50ml YPD-Medium iiberimpft und 16-18h bis zur stationiren
Phase inkubiert (ODggo>1.5). Mit dieser Vorkultur wurden 150ml YPD-Medium (ausrei-
chend fiir mind. 10 Transformationsansiitze) beimpft, bis die ODg00 0.2-0.3 betrug. Die
Zellen wurden 3h geschiittelt bis zu einer ODggg von 0.4-0.6 und anschlieBend in 50 ml
Falcon-Gefifien geerntet (1000 ¢, 5min., RT). Der Uberstand wurde verworfen und die Zel-
len durch Vortexen in 40ml sterilem HyO bidest resuspendiert. Die Zellen wurden vereinigt,
in einem 250 ml Erntebecher pelletiert (1000 g, 5 min., RT) und in 0.75 ml frisch praparier-
tem, sterilem 1x TE/LiAc aufgenommen.

Transformation

,bait”- und ,prey”’-Plasmid wurden kotransformiert. Dafiir wurden in einem 1.5 ml Reak-
tionsgefal je 0.1 pg -Plasmid mit 0.1 mg textitHering testes carrier DNA vermischt. 0.1 ml
kompetente Hefezellen wurden zugegeben und durch Vortexen eingemischt. AnschlieBend
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wurden 0.6 ml PEG/LiAc Losung zupipettiert und durch Vortexen fiir 10 sec. gemischt. Der
Ansatz wurde bei 30°C fiir 30 min. im Thermomixer (200rpm) geschiittelt. 70 pl DMSO, das
als “Carrier” diente, wurden zugegeben und durch mehrmaliges Kippen eingemischt. An-
schlieBend wurde der Hitzeschock im 42°C Wasserbad fiir 15 min. durchgefiithrt. Die Zellen
wurden fiir 1-2 min. auf Eis abgekiihlt fiir 5 sec. bei 14000 g abzentrifugiert und in 0.5 ml steri-
lem 1 x TE-Puffer resuspendiert. Die transformierten Zellen wurden mithilfe von Glasperlen
auf einer 145x 20 mm Kulturschale mit 50 ml LEU T RP™—-SD-Agar verteilt. Die Platte wur-
de umgedreht, die Glasperlen auf die Deckelinnenseite geklopft und der Ansatz bei 30°C fiir
3-4 Tage inkubiert, bis die Kolonien einen Durchmesser von 1-3mm erreicht hatten.

3.18.3 [(-Galaktosidase Assay

Z-Puffer:
16.1 g/l NaoHPO,-7H,0

55g/1 NaH,PO,-H,0
0.75g/1 KCl
0.246g/1 MgSO4-7TH,0

X-Gal Stammlésung:
X-Gal wird in DMF auf 20mg/ml verdiinnt und im Dunkeln bei -20°C gelagert.

Z-Puffer /X-Gal Lésung:
100ml Z-Puffer
0.27ml [-mercaptoethanol
1.67ml X-Gal Stammlosung

Fiir ein qualitatives Blau/Weil-Screening wurde der (-Galaktosidase Filter-Assay durch-
gefithrt (s.Clontech-Handbuch).

Die auf LEU T RP™-SD-Agar gewachsene Kolonien aus dem Transformationsansatz von
3.18.2, darunter auch die Kontrollen mit positiven und negativen two-hybrid Interaktionen
(s.S.47), wurden vor der Durchfithrung des Assays fiir mind. 2h bei 30°C inkubiert. Je 5ml
frisch priparierte Z-Puffer/X-Gal Losung wurden in eine 145 mm Petrischale vorgelegt und
ein auf 140 mm zugeschnittene Whatman-Rundfilter darin eingelegt. Ein zweites, autokla-
viertes Whatman-Filterpapier wurde unter einer sterilen Arbeitsbank auf die Platte mit den
Kolonien aufgelegt und die Kolonien durch sanftes Andriicken auf den Filter iibertragen. Der
Filter wurde mit einer stumpfen Pinzette abgenommen und fiir 10sec. in eine Wanne mit
fliissigem Stickstoff eingetaucht. Der komplett gefrorene Filter wurde bei RT aufgetaut, was
zur Permeabilisierung der Hefezellen fithrte, und anschlieBend mit den Kolonien nach oben
luftblasenfrei auf den mit Z-Puffer/X-Gal vollgesaugten Filter gelegt. Die Petrischale mit
den Filtern wurde geschiitzt vor Verdunstung abgedeckt und bei R1' inkubiert. Die Filter
wurden in regelméfBigen Zeitabstéinden auf das Erscheinen blauer Kolonien untersucht.
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3.18.4 Préaparation von Hefeprotein-Extrakten

Material:

- Cracking-Puffer Stammlosung:

Urea 8M
SDS 5% w/v
Tris-HCI (ph 6.8) 40 mM
EDTA 0.1mM

Bromphenol Blau 0.4mg/ml

- Cracking Puffer (ausreichend fiir eine Proteinextraktion):

Cracking-Puffer Stammlésung 1 ml
(B-Mercaptoethanol 10 pl
Protease-Inhibitor Cocktail 1 Tablette/2ml

Um die full-length Expression der Hybridproteine zu {iberpriifen, wurden Proteinextrakte
hergestellt, diese iiber SDS-PAGE aufgetrennt und am Western Blot die Expression {iber-
priift.

5 ml selektives SD-Medium wurden mit einer einer oder mehreren (falls die Kolonien phéno-
typisch unterschiedlich waren) Kolonien beimpft und UN bei 30°C im Schiittelinkubator
angezogen. Als Hintergrund-Kontrolle wurden Zellen ohne Plasmid in YPD kultiviert. Mit
der gesamten UN-Kultur wurden 50ml YPD- bzw. selektives SD-Medium beimpft und bis
zu einer ODggp von 0.4-0.6 bebriitet. Die Kultur wurde auf zwei zur Hélfte mit Eis gefiillte
50ml Falcons verteilt und bei 1000 g und 4°C 5 min. zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50 ml
eiskaltem sterilen Wasser resuspendiert und die Zellen erneut bei 1000 g und 4°C 5 min. zen-
trifugiert. Das Zellpellet wurde bei -70°C zwischengelagert, wenn die Proteinextraktion nicht
sofort erfolgte.

Proteinextraktion:

Die Zellen wurden durch Zugabe von 100 ul auf 60°C vorgewédrmten Cracking-Puffer pro
7.5 ODggo Units Zellen (Unit = ODggp x Kulturvol. (ml)) aufgetaut. Die Zellsuspension wur-
de in ein 1.5ml Schraubdeckel-Gefafl gegeben, das 80 upl Glasperlen pro 7.5 ODggg Units
Zellen enthélt und fiir 10 min. auf 70°C erwédrmt. Die Probe wurde 1 min. intensiv gevor-
text. Zelltriimmer und intakte Zellen wurden bei 15000 g fiir 5 min. bei 4°C pelletiert. Der
Uberstand wurde auf Eis gelagert, das Pellet in einem 95°C Heizblock 5 min. erhitzt und
1 min. gevortext und bei 15000 ¢, 4°C fiir 5min. erneut zentrifugiert. Die beiden Uberstéinde
wurden vereinigt und kurz auf 95°C erhitzt. Zur Analyse der Proteinexpression wurde das
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Proteinextrakt iiber SDS-PAGE (3.10) aufgetrennt, geblottet und das rekombinante Protein
immundetektiert (s.3.13.1).

3.19 Viskoelastische Messungen an Aktinnetzwerken

Zellbiologische Daten lassen Riickschliisse auf die Lokalisation, Regulation und in wvivo-
Funktion einzelner Proteine zu. Uber biochemische und physikalisch-chemische Versuche
kann die Dissoziationskonstante und Kinetik einer Proteininteraktion bestimmt werden. Fiir
ein erweitertes Verstdndnis von Aktinnetzwerken in der Zelle sind zusétzlich zu zellbiologi-
schen und biochemischen Daten Kenntnisse der Materialeigenschaften von Aktingelen notig.
F-Aktin ist ein semiflexibles Polymer. Lésungen aus F-Aktin besitzen sowohl viskdse Flief3-
als auch elastische Festkorpereigenschaften. Sie verhalten sich viskoelastisch. Viskoelastische
Messungen geben Auskunft iiber die dynamischen Eigenschaften und die Rigiditédt von Ak-
tinnetzwerken. Die dynamische Eigenschaften von Aktinnetzwerken bestimmen die elastische
Antwort der Zelle auf mechanische Deformation und erméglichen gleichzeitig die Bewegung
der Zelle wihrend einer langsamen, integrinvermittelten Deformation (Xu et al., 1998); die
Rigiditét des Aktinnetzwerks stellt letztendlich eine der treibenden Krifte fiir die Migration
der Zelle dar. Durch viskoelastische Messungen wurde in fritheren Arbeiten gezeigt, dafl in
Abhéngigkeit von der Konzentration und Affinitéit von a-Aktinin zu Aktin entweder die Aus-
bildung von Aktinnetzwerken oder die Ausbildung von Aktinfilamentbiindeln favorisiert wird
(Furukawa und Fechheimer, 1997). Die Umorganisation von Aktinnetzwerken zu -Biindeln
und umgekehrt kann ein zentrales Ereignis wihrend des Gestaltwandels und der Regulation
der Adhérenz der Zelle darstellen (s. Einleitung).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ermittelt werden, ob CLP-36 die filamentquervernetzenden
Eigenschaften von a-Aktinin beeinflufit. Dazu wurden die viskoelastischen Eigenschaften ei-
ner Losung aus F-Aktin, a-Aktinin und CLP-36 im Vergleich zu einer Referenzlosung, die
kein CLP-36 enthélt, erfaflit. Es wurden Polymerisationsmessungen durchgefiihrt, um die
Geschwindigkeit der Gelatierung in beiden Losungen zu vergleichen. In frequenzabhéngigen
Messungen wurde ein schon auspolymerisiertes Aktin/o-Aktinin-Netzwerk auf seine Steifig-
keit hin untersucht. Die Messungen wurde bei 8°C durchgefiihrt, da bei dieser Temperatur
a-Aktinin maximale Gelatierungsaktivitit zeigt. AuBlerdem wurden Messungen bei 26°C und
37°C durchgefiihrt, da diese Temperaturen physiologisch relevanter sind. Das Aktin wurde
aus Skelettmuskel vom Hase isoliert nach Pardee und Spudich (1982), das a-Aktinin stammt
aus der glatten Muskulatur von Truthahnméigen und wird nach einem Verfahren von Craig
et al. (1982) gereinigt.
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Standardansatz (500 ul) ... 0pM. .o Aktin
TuM...... a-Aktinin-Dimer
M. His-CLP-36"
ImM............ MgCly
Ix oo, Monomer-Puffer
Ix ... Polymer-Puffer
Referenzansatz (500 pl).......oooviiii i 0pM...ooooo Aktin
TuM...... a-Aktinin-Dimer
ImM............ MgCly
Ix oo, Monomer-Puffer
Ix ... Polymer-Puffer
IxMonomerpuffer (pH7,5) .. ..o 2mM .. Tris
02mM............... ATP
02mM ............. CaCly
02mM .............. DTT
0,05% ..o, NaNg
IxPolymerpuffer (pH7.5) ......oooviiiiiiiiii . 20mM ..ol Tris
SmM. ... ATP
ImM ... KCl
2mM ..o CaCl,
2mM .. DTT
20mM. ... MgCly

Die viskoelastischen Moduln wurden mit dem oszillierenden Torsionsrheometer ermit-
telt, das von Dr. O. Miiller konstruiert wurde (Miiller, 1991). Die Funktionsweise sei kurz
erldutert:

Auf das zu untersuchende Probenvolumen (Standardansatz) wird eine kreisformige Schei-
be (8 mm) aufgelegt, die Scherung der Probe erfolgt durch Rotation der Scheibe um die
Achse senkrecht zu der durch sie definierten Ebene. Auf der Scheibe ist ein Permanentma-
gnet befestigt. Vier durch einen Computer gesteuerte Elektromagneten, die in der Ebene der
Scheibe positioniert sind, erzeugen ein zeitlich verédndertes Magnetfeld, durch das die Scheibe
in eine Rotationsschwingung versetzt wird. Die Bewegung der Scheibe gibt die mechanische
Antwort des Mediums wieder, auf das die Scheibe aufgelegt ist. Zur Detektion wird die Aus-
lenkung eines Laserstrahls verwendet, der durch einen ebenfalls auf der Scheibe befestigten
Spiegel reflektiert wird. Der Steuerstrom in den Magneten wird im Mefrechner zusammen

Der His-tag sollte durch Verdau mit Faktor X, (s.??) proteolytisch abgespalten werden. Der Verdau
von His—CLP-36 mit Faktor X, fithrte aber zu einem kompletten Abbau des Proteins. Dies kénnte darauf
zuriickzufiihren sein, daf§ die Préparation des Faktor X, (Boehringer) mit anderen Proteasen verunreinigt
war oder His—CLP-36 nicht korrekt gefaltet war. Denn inkorrekt gefaltete Proteine sind anfilliger fiir ei-
ne unspezifische Degradation. Da die Proteolyse scheiterte, wurde CLP-36 mit his-tag fiir die Messungen
eingesetzt.
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mit der Auslenkung des Laserstrahls erfaflt, so daf§ jederzeit die Scherspannungsinformati-
on zusammen mit der resultierenden Deformation verfiigbar ist. Um eine Denaturierung von
Proteinen an der Grenzflache zwischen Probenvolumen und Luft zu vermeiden, wird zwischen
Scheibe und Proteinoberfliche ein Lipid-Monofilm aufgebracht. Die Scheibe selbst ist hydro-
phobisiert, d.h. sie tritt mit den Kohlenwasserstoffen der Lipide in Kontakt, wihrend die
Lipid-Kopfgruppen der wafirigen Losung der Probe zugewandt sind. Experimentell zugéng-
lich sind (1) die Phasenverschiebung zwischen Kraftanregung und Antwortschwingung, (2)
die Spannungs- und Deformationsamplitude. Aus diesen Werten lassen sich die viskdsen- und
Festkorpereigenschaften des Aktinnetzwerks ableiten.

Die Messungen wurden freundlicherweise von Dipl.-Phys. B. Hinner durchgefiihrt. Die
Rohdaten (Messung der Speichermoduln, Verlustmoduln und Komplexmoduln in Abhéngig-
keit von der Irequenz und Zeit) sind nur bei einer gleichzeitigen Erlduterung der physi-
kalischen Zusammenhinge verstindlich. Dies wiirde den Rahmen dieser Arbeit sprengen?.
Deshalb wird hier nur eine Zusammenfassung der Ergebnisse prasentiert:

(1) Aus unerklirlichen Giinden war die Streuung der Messwerte relativ hoch. Es war
daher nicht moglich, die geringen Unterschiede, die anfangs zwischen den Netzwerken mit
CLP-36 und den Netzwerken ohne CLP-36 gemessen wurden, reproduzierbar darzustellen.
Inhomogenitéiten im Aktinnetzwerk, Verdnderungen des Lipidfilms oder Gerétefehler kénn-
ten fiir die Schwankungen verantwortlich sein.

(2) Die Reproduzierbarkeit war bei 37°C besonders gering. Aufgrund der Temperatur-
erhohung auf 37°C loste sich weniger Gas im Reaktionsansatz und es lagerten sich z.T.
winzige Gasblasen unterhalb der rotiernden Scheibe ab, die die Mefergebnisse verfdlscht
haben kénnten.

(3) Letztendlich war es nicht moglich, einen signifikanten Unterschied zwischen den vis-
koelastischen Eigenschaften eines Aktin/a-Aktinin-Netzwerks mit und ohne CLP-36 festzu-
stellen. Ein groBlerer Effekt von CLP-36 auf die quervernetzenden Eigenschaften kann jedoch
relativ sicher ausgeschlossen werden.

3.20 FE. coli-Stamme und Plasmide

Stamm Genotyp Herkunft /Referenz

mrr)173, endAl, supE44, thi-1,
recAl, lac [F’, proAB, lacl,ZAM15,
Tnl10,(tet?) |

E.coli M15 [pREP4]* | Nal®Strrif®, lac™ ara™ gal™ mitl~ | Quiagen
F~ recA" wort [pREP4: lacl? tet)

E.coli XL1-blue A(merA)183,A(merCB-hsdSMR- | Stratagene / Bullock et al., 1987

2Eine ausfiihrliche Beschreibung der Viskoelastizitétstheorie findet man in den Arbeiten von Miiller (1991)
und Tempel (1996)
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*pREP4 iiberexprimiert den Lac-Repressor und verhindert so die Proteinexpression vor der
Induktion

3.21 Klonierung in F.coli und DNA-Préaparation
3.21.1 Enzyme
e Tag-DNA-Polymerase (Clontech) fiir analytische PCR

e Expand™™ High Fidelity PCR Enzyme Mix (Tag- und Pwo-DNA-Polymerasen) (Boeh-
ringer Mannheim) fiir praparative PCR

T4 DNA-Ligase (Boehringer Mannheim)

Kélberdarm alkalische Phosphatase (Boehringer Mannheim)

Restriktionsenzyme von Biolabs und Boehringer Mannheim

3.21.2 Puffer

10 x DNA-Auftragspuffer.... Ficoll400............. 20 %
EDTA, pH8.0....... 0.1M
SDS..oo 1%

Bromphenolblau.... 0.25%

TAE-Puffer diente zur Herstellung von Agarosegelen und als Puffer fiir Agarosegel-Elektrophorese:

50 x TAE-Puffer............. Tris.....oooovvon... 2M
Essigsdure............. 1M
EDTA............... 0.1M
pH 8.3

3.21.3 Néihrmedien fiir E.coli und Zusitze

Als Fliissigmedium fiir #.coli wurde das Vollmedium Luria-Bertani (L.B-Medium) verwendet
(fertig in Gelatine-Kapseln von BIO 101):

LB-Medium (g/1) ............ Tryptone-B ........... 10g
Hefeextrakt ............ og
NaCl.......oooooit. 10g

Als Festmedium diente T-Broth Agar (fertig in Kapseln von BIO 101):
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L-Broth Agar (g/1)........... Tryptone-B........... 10g
Hefeextrakt ............ og
Agar.................. 15g
NaCl.. ..o 0.5¢

Die Medien wurden bei 121°C fiir 30 min. autoklaviert, auf ca. 45°C abgekiihlt und mit
den sterilfiltrierten Antibiotika fiir die Plasmidselektion versetzt. LB-amp Medium enthielt
100 pg/ml Ampicillin, L.B-kan Medium 30 pg/ml Kanamycin

1000 x Ampicillin-Stammlésung . .. 100mg Ampicillin / ml 50% Ethanol in H,O bidest (bei
-20°C)

1000 x Kanamycin-Stammlosung .......... 30 mg Kanamycin / ml IO bidest (bei -20°C)

IPTG ist ein kiinstlicher Induktor des lac-Operons und wurde E.coliM15 Kulturen mit pQE-
Vektor bei einer ODggg von 0.6-0.8 zur Induktion der Genexpression zugesetzt.

500 x IPTG-Stammlésung .................. 1M IPTG in 50% Ethanol (bei -20°C lagern)

3.21.4 Vorgehensweise

CLP-36 oder einzelne Doménen aus CL.P-36, die in einen Vektor ligiert werden sollte, wur-

de iiber PCR amplifiziert (25-30Zyklen), wobei der Vektor pCR-Script Amp SK(+), der
die CLP-36 ¢cDNA aus HEL-Zellen enthielt, als template diente. Fiir die Klonierung der
a-Aktinin-Konstrukte fiir das yeast two-hybrid-System (s. refactklo) wurde die cDNA von
a-Aktinin-1 aus einer Endothelzell-.cDNA-Bank als template verwendet. Die Annealing-
Temperatur fiir die PCR wurde 1-2°C kleiner als die Schmelztemperatur Ty, (T,, =4G/C+ 2AT)
gewahlt. Die PCR-Primer enthielten endsténdig die geeigneten Schnittstellen fiir den Restrik-
tionsverdau. Eine Liste aller verwendeten Primer mit Angabe der jeweiligen PCR-Produkte
findet sich unter 3.21.11. Die Synthese erfolgte durch Georg Arnold, Genzentrum der LMU
Miinchen, Martinsried.

Die amplifizierte cDNA wurde iiber Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt (50 ml Gel, 100 V),aus
dem Gel extrahiert und iiber einer Silica-Matrix aufgereinigt (QIAquick Gel Extraction
Kit, Qiagen). Die Multiple Cloning Sites der Vektoren (ebenfalls unter 3.21.11) wurde mit
denselben Restriktions-Endonukleasen oder Isoschizomeren verdaut wie die ¢cDNA-Inserts.
Die Ligation der Fragmente erfolgte mit T4-DNA-Ligase bei 16°C UN. Fiir die Prépara-
tion und Analyse der rekombinanten Plasmide wurden Zellen mit Plasmid aus dem Li-
gationsansatz transformiert (s.3.21.6) und auf selektiven LB-Platten ausplattiert und UN
im 37°C-Brutschrank inkubiert. Eine Kolonie wurde in 50 ml selektives .LB-medium {ibe-
rimpft und bei 37°C UN unter heftigem Schiitteln inkubiert. Die Isolierung der Plasmide
erfolgte iiber alkalischen Zellaufschlu8 und anschlieender Aufreinigung der Plasmid-DNA
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iiber Anionenaustausch-Chromatographie an DEAE-Gruppen sowie einer Isopropanolprizi-
pitation (Midi Kit, Qiagen (s.3.21.5). Anschlieend wurde iiber Restriktionskartierung oder
Léngenanalyse der korrekte Einbau des Inserts in den Vektor kontrolliert.

3.21.5 Molekularbiologische Kits
e Nucleobond AX DNA Purification Kit (Macherey-Nagel)

e QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)

e QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)

3.21.6 Transformation der Plasmide in E. col:

Die Transformation erfolgte durch Elektroporation:

Material:
- Elektroporationskitvetten mit 0.2 cm Elektrodenabstand (Biorad)
- Gene Pulser® II Elektroporationssystem

50 pl elektrokompetente F.coli (Préparation elektrokompetenter Zellen nach Dower et al.,1988)
wurden mit Plasmid-DNA vermischt und bei 2.5kV, 2002 und 25 pF Kondensatorkapazitét
elektroporiert. Die Zeitkonstante 7 betrug ca. 4.9 msec. Sofort nach der Elektroporation
wurden die Zellen in SOC-Medium {iberfithrt und fiir 30-60 min. bei 37°C inkubiert zur Aus-
pragung der Ampicillinresistenz. Aliquots der elektroporierten Zellen wurden schliefSlich auf
Selektionsmedium ausplattiert und UN bei 37°C bebriitet.

SOC-Medium ................ Hefeextrakt.......... 0.5%
Trypton ............... 2%
MeCly. oo 10 mM
MgSOy ..., 10mM
Glukose ............ 20mM

3.21.7 Klonierung der CLP-36-DNA in pQE-30

Die clp-36 ¢cDNA, die von Prof. Dr. Michael Kratzer 1997 am Institut fiir Prophylaxe und
Epidemiologie der Kreislautkrankheiten aus HEL-Zellen amplifiziert und in dem Vektor pCR-
Script Amp SK8(-+) (Stratagene) kloniert worden war, wurde subkloniert in den Vektor pQE-
30 (Qiagen), um Polyhistidin-Fusionsproteine (N-terminale Fusion) zu erhalten (s. 3.15). Fiir
die Insertion der cDNA in den Vektor wurde die “Multiple Cloning Site® von pQE-30 mit den
Restriktions-Endonukleasen Bam H1 / Sall verdaut. Die iiber PCR amplfizierte cDNA aus
dem Vektor pCR-Script Amp SK8(+) wurde mit Bell und Sall verdaut. Die Schnittstellen
fiir BelI und SalI wurden iiber die entsprechenden Primer eingebracht (s. 3.21.11). Neben der
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kompletten clp-36 Sequenz wurden auf dieselbe Weise auch die LIM-Doméne des Proteins
(aa 257-329, nt 772-987) und die clp-36 Sequenz ohne LIM-Doméne (CLP-36ALIM, aa 1-256,
nt 1-771) subkloniert. Um fiir die viskoelastischen Messungen den His-tag proteolytisch ab-
spalten zu konnen, wurde vor die Sequenzen nt 1-987 und nt 1-771 {iber den PCR-Primer 5°-
AGCTGATCAATTGAGGGACGCACCACCCAGCAGATAGAC-3" die Spaltstelle fiir den
Faktor Xa (IEGR|) eingebaut (s.3.19). Die verwendeten Primer sind unter 3.21.11 aufgelis-
tet. Die rekombinanten Plasmide wurden durch Elektroporation (s. 3.21.6 in E.coli transfor-
miert.

3.21.8 Klonierung der CLP-36-DNA in pfactin-EGFP

Der hier verwendete Vektor pfactin-EGEFP (s.Abb.3.1) erméglicht eine Fusion des griin fluo-
reszierenden Proteins (GFP) (urspriinglich aus Aequorea victoria) mit CLP-36 bzw. seinen
Doménen. Die Vektoren werden in Zellen transfiziert und das exprimierte fluoresziernde Pro-
tein fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen. Die Insert-Sequenzen von CLP-36 (nt 1-987),
CLP-36 ALIM (nt 1-771) und LIMcp-36 (nt 772-987) wurden iiber PCR mit den in 3.21.11
beschriebenen Primern amplifiziert und in den Vektor pfactin-EGFEFP ligiert, der von Dr.
A. Matus (Friedrich Miescher-Institut, Basel) konstruiert wurde. pFactin-EGEFP entspricht
dem Vektor pfactin-CGFP, der von B. Ludin (Ludin et.al., 1996) entwickelt wurde (pUC 18
Derivat), mit der Ausnahmen, dafl EGFP (enhanced GEP, Clontech) anstatt von GFP-S65T
verwendet wurde. EGEFP besitzt weitere Mutationen im Chromophor, was zu einer 7-fach
verstirkten Fluoreszenz fithrt. Der Vektor stammt von pfactinl6 (Fregien und Davidson,
1986) ab, enthilt also den PBactin Promotor aus Huhn. Fiir die Insertion der CLP-36 Sequen-
zen in den Vektor wurden die Schnittstellen HindlII und Clal verwendet. Im resultierenden
EGEP-Fusionsprotein ist EGFP C-terminal positioniert. Die Vorwérts-Primer enthielten die
Kozak-Konsensussequenz GCCGCCAGCCATGA hinter der HindIII-Schnittstelle, um eine
effiziente Expression zu gewéhrleisten (s.3.21.11). Ein Ausschnitt aus der MCS mit den ver-
wendeten Klonierungs-Schnittstellen verdeutlicht, wo die CLP-36-DNA inseriert wurde:

HindIIT  Apal Kozak Clal EcoRV Ncol
AAGCTTGGGCCCCCGCCAGCCATGATCGATGATATCACCATGG
Startcodon EGFP—=-

Die Plasmide wurden in F.coli kloniert und in Endothelzellen und PtK2-Zellen transfor-
miert. Die Transformation erfolgte in Endothelzellen durch Elektroporation, PtK2-Zellen
wurden nach der Calciumphosphat-Methode transfiziert (s.3.5). Die Endothelzellen wurden
24 h nach der Elektroporation mit 3.7% Formaldehyd (s.3.13.4) fixiert und anschlieBend am
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die PtK2-Zellen wurden in vivo beobachetet (s.?7?).

3.21.9 Stammbhaltung

Logarithmisch wachsende E.coli- und Hefe-Zellen wurden mit 15 % sterilem Glycerin versetzt
und bei -70°C gelagert. Kurz vor Gebrauch wurden die Zellen auf selektiven I.B-Platten zu
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_Hindill 1546
Z . Clal 1561

Bactin promotor Q. - Eco RV 1569
"Nco | 1574

Agel.

EGFP

pRactin-EGFP

(6411 bp) A
SV40-Poly A STOP 2292

v "Noti2297
N Xbal2307

“BamHI 2563
Abbildung 3.1: pfactin-EGFP Vektor
Einzelkolonien ausgestrichen und bei 37°C bebriitet.

3.21.10 Sequenzierung

Bei sdmtlichen klonierten Plasmiden wurde das Insert durch forward- und reverse-Strang
Sequenzierung analysiert, bis sich die Richtigkeit des Einbaus und die Fehlerlosigkeit der
inserierten Sequenz bestétigen lieB. Die Sequenzierungen wurden von MWG-Biotech (Ebers-
berg bei Miinchen) oder TopLab (Martinsried/Miinchen) durchgefiihrt. Wenn méglich wur-
den vektorspezifische Standardprimer verwendet, im Falle der EGFP-Konstrukte wurden die
Vektor-Primer (5°—3") CCGGCAGGAAGGAAATGG (for.-Primer) und GTTTACGTCGC-
CGTCCAG (rev.-Primer) sowie die clp-36 spezifischen rev.-Primer (5'—3’) CCACATTTGT-
CACACATAGG und CTGGTTTGTGATGACCCTG eingesetzt.
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3.21.11 PCR-Primer

Haupt- Vektor Orien-
Primer Sequenz (5’—3’) produkte tierung
fiir Klonierung in F. coli:
BelI I E G R]J2
KB1Xa AGCTGATCAATTGAGGGACGCACC- CLP-36 pQE30 for
ACCCAGCAGATAGAC CLP-36 ALIM
Sall 257 256
KB2 ACGCGTCGACTCATTACAACTTCT- CLP- pQE30 back
GAGCATTTCCAA 36ALIM
Bell 258 259
KB3 AGCTGATCACCTATGTGTGACTGTG LIM pQE30 for
Sall 329 328
KB4 ACGCGTCGACTCATTACTTGGGGA- CLP-36, LIM  pQE30 back
ACACAGTGAC
fiir Klonierung in PtK2-Zellen und Endothelzellen:
Hind ITT Kozak 2
KB5 GCCAAGCTTGCCGCCAGCCATGAC- CLP-36ALIM, ppfactin-EGFP  for
CACCCAGCAGATAG CLP-36

ClalI 329 328
KB6 CCATCGATCTTGGGGAACACAGTGACLP-36, LIM  ppfactin-EGFP  rev

Clal 257 256
KB7 CCATCGATCAACTTCTGAGCATTT- CLP- pfBactin-EGFP  rev
CCAA 36ALIM

Hind ITT Kozak
258

KBS GCCAAGCTTGCCGCCAGCCATGCC- LIM pPactin-EGEFP  for
TATGTGTGACAAATGTGG

fiir Klonierung in S. cerevisiae Y190 fiir das Yeast two-hybrid-System:

NdeI 2 3
MO7 GGAATTCCATATGACCACCCAGCA- CLP-36ALIM, pAS2-1 for
GATAGAC CLP-36
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Fortsetzung:
PstI 329 328
MOS8 AACTGCAGCTATTACTTGGGGAAC- CLP-36, LIM pAS2-1  back
ACAGTGAC
Sall 257 256
MO9 ACGCGTCGACCTATTACAACTTCT- CLP-36ALIM pAS2-1  back
GAGCATTTCCAA
NdelI 258 259
MO 11 GGAATTCCATATGCCTATGTGTGA- LIM pAS2-1  for
CAAATGTG
PstI 82 81
MO 14 AACTGCAGCTATTATACAGTGAGT- PDZ pAS2-1  back
CAAGTTGTC
PstI 127 126
KB-PDZ1 AACTGCAGCTATTAAAAGGGCATG- PDZ1 pAS2-1  back
GCACTTCGGT
PstI 104 103
KB-PDZ2 AACTGCAGCTATTACATCTTGTAT- PDZ?2 pAS2-1  back
GGATGACGCTT

MO 15 ATGGACCATTATGATTCTCAGC a-Aktinin-1 template for
MO 16 TTAGAGGTCACTCTCGCCG a-Aktinin-1 template back

(MO 15 und MO 16 liefern die template-Strénge fiir die nachfolgenden Primer)

EcoRI 245 246
MO 17 GGAATTCGATTCTACCACGCCTTC- a-Aktinin-1, pACT-2 for
TCTG repeat 1
Xhol 363 362
MO 18 CCGCTCGAGCTATTAGTCCGAGAC- a-Aktinin-1, pACT-2  back
CATCCTGC repeat 1
Xhol A78 477

MO 19 CCGCTCGAGCTATTACTTTTGGCA- a-Aktinin-1, pACT-2  back
ACGGGCGTT repeat 2
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Fortsetzung:

MO 20

MO 21

MO 22

MO 23

Spec23fn

Spec3f

62

Xhol 399 598
CCGCTCGAGCTATTACTCCTGAGG-
CGTGATGGT

Xhol 712 711
CCGCTCGAGCTATTAGTGGTCGCC-
CTCCAGCTG

FEcoRI 1 2
GGAATTCGAATGGACCATTATGAT-
TCTCAG

Xhol 912 911
CCGCTCGAGCTATTAGAGGTCACT-
CTCGCC

FEcoRI 435 436
CCGGAATTCGAATCAACAATGCCT-
GGGGC

EcoRI 556 557
CCGGAATTCGAATCTGTGACCAGT-
GGGAC

a-Aktinin-1,
repeat 3

a-Aktinin-1,
repeat 4

a-Aktinin-1

a-Aktinin-1

a-Aktinin-1,
repeat 2

a-Aktinin-1,
repeat 3

pACT-2

pACT-2

pACT-2

pACT-2

pACT-2

pACT-2

back

back

for

back

for

for
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3.22 Untersuchung der in wvivo-Dynamik von EGFP-
CLP-36 durch Videomikroskopie

Dynamische Prozesse konnen mithilfe der GFP(Green Fluorescent Protein)-Technologie und
verbesserter Mikroskope in der lebenden Zelle mit hervorragender rdumlicher und zeitli-
cher Auflésung dargestellt werden. Dies ist ein grofler Schritt vorwiéirts von einem statischen
zu einem dynamischen Bild der Zelle. Um die Dynamik von CLP-36 in der lebenden Zel-
le zu beobachten, wurden die oben beschriebenen Plasmide in PtK2-Zellen transformiert.
PtK2-Zellen sind fiir eine in wvivo-Beobachtung besonders geeignet, da sie sehr flach sind
und daher die meisten Vorgénge am Zytoskelett in einer einzigen fokalen Ebene ablaufen.
Dafiir wurden die Zellen auf runden Deckglésern (1 cm Durchmesser) angezogen und trans-
fiziert. 1-3 Tage nach der Transfektion wurden die Deckgléser in eine Lochplatte eingesetzt,
mit einem Tropfen Medium {iberschichtet und mit einer zweiten Glasplatte versiegelt. Die
Zellen wurden unter einem inversen Mikroskop IX70 (Olympus) mit Inkubatorgehduse, das
auf 37°C temperiert wurde, beobachtet. Die Fluoreszenz des KEGFP-Proteins wurde durch
das Bandenspektrum einer Quecksilberlampe angeregt. Die Bildverarbeitung erfolgte mit
dem TILL Imaging System von Photonics (Martinsried, Miinchen). Die Einzelbilder wurden
alle 200 msec, 400 msec oder jede Sekunde in Zyklen von 200-300 Einzelbildern pro Video
aufgenommen; in der Videoabspielung mit dem Windows Mediaplayer auf Standard-PCs er-
scheinen die Videos entsprechend in einem 3-fachen bis 15-fachem Zeitraffer.

Die Kultur der PtK2-Zellen, die Ca-Phosphat-Transformation sowie die in vivo-Mikroskopie
wurden freundlicherweise von Dr. Patrick Keller (EMBL Heidelberg) durchgefiihrt.
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Ergebnisse

4.1 Analyse der Priméirstruktur von CLP-36

Die aus HEL-Zellen klonierte cDNA kodiert fiir ein 329 AS Protein mit einem theoretischen
Molekulargewicht von 36.1kDa und einem isoelektrischen Punkt von pl 6,5 (s.S.3). Auf-
grund der 86 %igen AS-Sequenzidentitit zu CLP-36 (C-terminales TLIM-Doméne Protein,
36 kDa; Wang et al., 1995) aus Ratte wurde das Protein als humanes CLP-36 bezeichnet.
Zu CLP-36 aus Maus (AF0353367) besteht eine 88%ige Sequenziibereinstimmung (Kotaka
et al., 1998; Datenbankreferenz). Der C-terminale Teil enhilt die Konsensussequenz C-Xo-
C-X17_19-H-X5-C-X5-C-X9-C-X16_29-C-Xo-C/H/D der LIM-Doméne, ein Strukturmotiv mit
einem doppelten Zinkfinger (s.S.14 und Abb. 4.1). CLP-36 kann aufgrund der Lage der TLIM-
Doméne am C-terminus und der Sequenzhomologie der LIM-Doméne zur Gruppe 3 der
LIM-Doméne Proteine gezéhlt werden. Den N-terminus des Proteins bildet eine 82 AS lan-
ge PDZ-Domine (s.S.11 und Abb.4.1). Beides sind Protein/Protein-Interaktionsmotive, die
innerhalb eines Proteins oft geclustert auftreten und wahrscheilich eine Adapterfunktion
in Proteinkomplexen erfiillen (s.S.11). Das Motiv ASGV an Position 169-172 in CLP-36
ist Bestandteil der Erkennungssequenz ASGVXVXD, an der die Aktin depolymerisierenden
Faktoren (ADFs) und Cofilin durch die LIM-Kinase I phosphoryliert werden. Es wurde da-
her in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Kensaku Mizuno {iberpriift, ob CLP-36 in wvitro ein
Substrat der LIM-Kinasen ist (s.4.12.2).

CLP-36 gehért mit ALP (Actinin-associated LIM Protein; Xia et al., 1997), RIL (Rever-
sion Induced TLIM Protein; Wang et al., 1995), Enigma (Guy et al., 1999), Oracle (Passier et
al., 2000) und Cypher (Zhou et al., 1999) in die Gruppe der PDZ-LIM Proteine, die eine N-
terminale PDZ-Doméne und eine oder drei C-terminale LIM-Doménen enthalten, wobei die
Proteine ALP und RIL die hochste Homologie zu CLP-36 zeigen (s. Abb.4.2). Abb.4.3 ver-
deutlicht die Homologie innerhalb der Doménen LIM (AS 256-310) und PDZ (AS 1-80). Der
Mittelteil dieser Proteine (AS 194-259) ist reich an Serin- und Prolinresten, von denen einige
konserviert sind. Im Mittelteil ist die Sequenzhomologie zu den anderen Proteinen inner-
halb der Aminoséuren 194-249 aus CLP-36 besonders hoch. Die konservierten Reste finden
sich auch in CLP-36 aus Maus (AF053367) und Ratte (nicht gezeigt). Sie kénnten daher
von Bedeutung fiir die Funktion dieser Proteine sein. Auflerdem wurde die Hefechromosom-
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Abbildung 4.1: Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosiure-Sequenz der humanen clp-36 cDNA
aus HEL-Zellen. Die PDZ-Doméne (AS 1-82) ist in dunklem Grau, die C-terminale LIM-Doméne
(AS 260-310) hellgran markiert. Die Peptide, gegen die die Anti-Peptid Antikérpern gerichtet sind,
sind fettgedruckt. Die durch aminoterminale Sequenzanalyse (Methodik s. FEckerskorn et al., 1988)
gewonnen Peptidsequenzen, die zur Identifizierung des gereinigten Plittchenproteins fithrten, sind

unterstrichen.
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Gesamt-
PDZ LM | ©esE
hCLP-36 (36kDa) | ' ' n  identitat (%):
rat CLP-36(36 kDa) 82 92, i?
hALP  (39kDa) 22 87 4
52
hALP  (35kDa) |—22 . 67 >
hRIL (37 kDa) —06 57

Abbildung 4.2: Homologie von ALP, exprimiert in Skelettmuskel (hALPgg;accession no.
AF002280) und Herzmuskel (hALP ; accession no. AF002282) und humanem RIL (hRIL; accession
no. AF153882) zu humanem CLP-36 (hCLP-36)

Datenbank der Stanford University nach homologen ORF-Sequenzen durchsucht. Es konnte
ein ORF mit Namen BOP3 identifiziert werden, der fiir ein hypothetisches 44 kDa Protein
kodiert, das eine 22%ige Identitiat zu CLP-36 besitzt. BOP3 kodiert keine PDZ- und LIM-
Doméine, zeigt aber ebenfalls im Mittelteil eine grole Anzahl konservierter Serin- und Pro-
linreste (s. Abb.4.4). Diese Serin- und Prolinreste kénnten essentiell fiir die Funktion von
CLP-36 und BOP3 sein.

4.2 Expression von CLP-36

Die aus Kaninchen gewonnenen Anti-CLP-36 Seren (3.7.1) wurden iiber Protein A-Sepharose
(3.7.2) gereinigt und die so erhaltenen Immunglobulinfraktionen zur Detektion von CLP-36
im Western Blot (3.13.1)eingesetzt. In Plittchengesamtprotein (“ganze Pléttchen®) erkann-
ten sowohl die Antipeptid- als auch die Anti-CLP-36 Antikorper spezifisch eine Proteinbande
mit einem Molekulargewicht von etwa 36 kDa (s. Abb.4.15). Die Immundetektion im Western-
Blot zeigte hohe Sensitivitét, so konnten mit 1:20000 verdiinntem Anti-14-Peptid Serum noch
3ng GST-CLP-3645958_329 Fusionsprotein nachgewiesen werden. Aufler in Plittchen lief3
sich CLP-36 in humanen vendsen und arteriellen Endothelzellen der Nabelschnur (HUVEC,
HUAEC) detektieren (Bauer et al., 2000). Es war dort relativ zum Gesamtprotein in geringe-
ren Mengen exprimiert als in Plittchen und die Expression schwankte stark in Abhéngigkeit
von der Zellpassage und der Nabelschnurprédparation. In der monozytéren Zellinie U937 und
human forskin fibroblasts (HFF) konnte mit der Western-Blot Methode kein CLP-36 nach-
gewiesen werden. Um weitere Informationen zur gewebs- und zellspezifischen Expression von
CLP-36 zu erhalten, wurden Expressed Sequence Tags (ESTs)-Datenbanken (dbEST und
preblast-est) nach ESTs durchsucht, die komplementir zu CLP-36 sind!. Es wurden 182
ESTs fiir CLLP-36 gefunden, die v.a. aus folgenden Geweben und Zellinien stammten: Tunge,
Leber, Pankreas, Milz, Colon, Schilddriise, Placenta, Skelettmuskel, Endothelzellen, senes-
zente Fibroblasten und Jurkat-T-Zellen. CLP-36 wird also offenbar in einer Vielzahl von

IExpressed Sequence Tags werden durch automatisiertes, partielles Sequenzieren von cDNA-Klonen aus
definierten Geweben/Zellinien erhalten und unter anderem zum Etikettieren (“sequence tags“) kodierender
Abschnitte in Genom herangezogen.
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Abbildung 4.3: Alignment der humanen PDZ-LIM Proteine CLP-36, ALP-SK (ALP-Isoform
des Skelettmuskels), RIL, und Enigma. Die identischen Aminosiuren sind schwarz, die chemisch
ahnlichen Aminosiuren grau unterlegt.
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CLP36: 95 EEGKRHPYKMNLASEPQEVLHIGSAH----NRSAMPFTAS---PASSTTARVITNQYNNP 147
E+ K+ YK+ + E+ + S+ N+ F PASS +NN

BOP3: 57 EKTKQQYYKLENLNRSIELFKLASSSGLPINQIHKLFNTDHGVPASSPMKAGGNQPHNNT 116

CLP36: 148 AGLYSSENISNENNALES----- KTAASGVEANSRPLDHAQPPSSLVIDKESEVYKMLQE 202
G SSEN+ N +++S S + +P + P SS +0Q

BOP3: 117 EGTQSSENLPRLNGSMKSLKPLNMNTVSPTPMSRQPSPYKFPASSSTGGISHSTVTNVQR 176

CLP36: 203 KQELNEPPKQSTSFLV-LQEILESEEKGDPNK-PSGFRSVKAPVTKVAASIGNAQ-KLPM 259
+ NP+ S+ L+ + +E+ + PSG +S ++P+ K S+ + LP+
BOP3: 177 RA--NSPARIGASAVAALNDNISIKEEDVARRIPSGTKSQESPLNKKPTSLHSRNLSLPI 234

Abbildung 4.4: Sequenzvergleich zwischen hCLP-36 und dem hypothetischen Hefeprotein BOP3.
Die Zahlen geben die Positionen der Aminosauren in beiden Proteinen an.

Geweben und Zelltypen exprimiert.

4.3 Assoziation von CLP-36 mit dem Aktinzytoskelett
in Plattchen, Endothelzellen und glatten Muskel-
zellen

Zur Bestimmung der intrazelluldren Lokalisation von CLP-36 in Plittchen und Endothel-
zellen wurden CLP-36 Antikérper und fluoreszenzmarkierter Zweit-Antikérper zur Immun-
detektion eingesetzt (3.13.4). Die Zellpriaparate wurden unter einem Fluoreszenzmikroskop
oder einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop betrachtet.

In aktivierten Pldttchen, in denen der Grofteil des Aktins in filamentser Form inner-
halb komplexer Zytoskelettstrukturen vorliegt, zeigte sich eine partielle Kolokalisation von
CLP-36 mit dem Aktinzytoskelett. Die Immundetektionen waren spezifisch fiir CL.P-36, denn
Kontrollen mit Praimmunserum und eine Prainkubation des Antikorpers mit His-CLP-36
zeigten - abhéngig vom Zelltyp - kein oder nur ein sehr schwaches unspezifisches Fluores-
zenzsignal (Ergebnisse nicht gezeigt und Bauer et al., 2000).

Plittchen adhérieren an bestimmte Oberflichen (z.B. an Glas) und breiten sich aus?,
wobei sie das ca. H-fache ihres Durchmessers zunehmen. Die ausgebreiteten Plittchen zeigen
unterschiedliche Morphologien, und stellen ein gutes Modell fiir die Untersuchung spezieller
Aktinstrukturen und aktinassoziierter Proteine dar. Wéhrend der initialen Plittchenaktivie-
rung vollzieht sich ein Gestaltwandel ?, in dem das Plittchen von der diskoiden in eine sphéri-
sche Form iibergeht und Filopodien ausbildet, die dichtgepackt mit Aktinfilamentbiindeln
sind (Hartwig, 1992). Doppel-Fluoreszenzdetektionen von CLP-36 und F-Aktin zeigten, da8
CLP-36 in sich ausbildenden (Abb.4.5(a)) und bereits elongierten Filopodien (Abb.4.5(b))
an den Aktinfilamenten konzentriert ist.

Sich ausbreitende Plittchen bilden radial verlaufende Aktinfilamente und einen kortikalen

2engl.“spreading®
3engl. “shape change
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Filamentring aus orthogonal vernetztem F-Aktin aus (Allen et al., 1979, Hartwig, 1992).
CLP-36 kolokalisierte mit beiden Aktinstrukturen, wobei der kortikale Filamentring nur an
der Innenseite mit CLP-36 assoziiert war (Abb.4.5(c’)). In Spétstadien der Ausbreitung zei-
gen manche Plittchen transversale, parallel angeordnete I'-Aktinfasern (Stressfasern). Auf
diesen war CLP-36 punkt- bzw. bandenférmig angeordnet (Abb.4.5(d,d’)). Die Aktinfilamen-
te sind membranterminal {iber fokale Adhésionen mit der extrazelluliren Matrix verbunden
(s.5.8). In ausgebreiteten Plittchen mit vortexartig ausgebildeten Aktinfilamenten sind die
fokalen Adhésionen spiralformig angeordnet. Sie wurden dort mit Vinkulin-Antikdrper sicht-
bar gemacht (Abb.4.5(Vinc)). CLP-36 (Abb.4.5(e)) zeigte keine Kolokalisation mit Vinkulin
(Abb.4.5(e’)), d.h. CLP-36 ist nicht mit den fokalen Adh&sionen assoziiert oder kann dort
aufgrund schlechter Zugénglichkeit fiir den Antikérper nicht nachgewiesen werden. Zusam-
menfassend 188t sich feststellen, daB CLP-36 in ausgebreiteten Pliattchen mit den Aktinfi-
lamenten in den Filopodien, im Zellkortex und den Aktinstressfasern assoziiert war, wobei
CLP-36 entlang der gebiindelten Aktinfilamente der Stressfasern (s.S.6) nicht durchgehend,
sondern periodisch angeordnet war.

Fiir die Ausbreitung von Pléttchen ist die Ausbildung kortikaler, orthogonal vernetzer

Aktinnetzwerke innerhalb der Lamellipodien essentiell. Die Bildung der Lamellipodien ist
Ca?*-abhiingig und kann durch Priinkubation der Plittchen mit dem zytosolischen Ca?*-
Chelator BAPTA-AM gehemmt werden (Hartwig, 1992). Die behandelten Plittchen kénnen
an eine Poly-T-Liysin beschichtete Glasmatrix adhé&rieren, sich aber nicht mehr ausbreiten.
Fiir diesen BEffekt ist moglicherweise die BAPTA-AM-induzierte Inaktivierung der Ca?*-
abhéngigen Zytoskelettproteine (Hartwig, 1992), die fiir ein funktionelles Lamellipodium
notig sind, z.B. Gelsolin, verantwortlich.
Gewaschene Pléttchen wurden vor ihrer Aktivierung durch Glaskontakt (250 ¢, 5 min.) mit
BAPTA-AM behandelt (10uM, 10 min., 37°C). Die adhérierten Plattchen wurden anschlie-
Ben fixiert und das F-Aktin und CLP-36 durch Fluoreszenzdoppelfdrbung sichtbar gemacht.
Die Ca?*-depletierten adhirenten Plittchen breiteten sich nicht aus und bildeten keine ra-
didren Filamentbiindel und keinen kortikalen Aktinfilamentring (Abb.4.6; vgl. Abb.4.5C).
CLP-36 kolokalisierte zwar teilweise mit dem Aktinzytoskelett, doch schien diese Kolokalisa-
tion eher zufillig und nicht mehr durch eine spezifische Assoziation von CLP-36 mit F-Aktin
zustande zu kommen. Die Assoziation von CLP-36 mit dem F-Aktinzytoskelett scheint also
teilweise Ca?'-abhingig zu sein. Es besteht daher die Moglichkeit, dafl CLP-36 an der Ca?*-
abhéingigen Bildung des Lamellipodiums beteiligt ist.

Durch Sequenzierung des CLP-36-PCR-Produkts aus einer Endothelzell-cDNA-Bank konn-
te gezeigt werden, dafi CLLP-36 auch in Endothelzellen exprimiert ist. Endothelzellen kleiden
die Innenseite der Gefdwinde aus. Sie regulieren die Geféfunktionen und tragen pathophy-
siologisch zur Artherosklerose bei. Sie wurden in dieser Arbeit aus Nabelschnurvenen isoliert
(HUVEC). (s.3.4.1).

In subkonfluenten Endothelzellen war CLP-36 punktiert auf den Stressfasern lokalisiert (Abb.
4.7). In konfluenten Endothelzellen assoziierte es mit den F-aktin-reichen Zellkontakten und
war im Zytosol verteilt (Abb. 4.7B). Stimuliert man konfluente Endothelzellen mit Throm-
bin, so kommt es zur Aktinpolymerisation, Stressfaserbildung (Thurston und Turner, 1994;
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Abbildung 4.5: Vergleich der subzelluldren Lokalisation von CLP-36 und Aktin in fixierten Platt-
chen wihrend verschiedener Stadien der Plattchen-Adhésion und -Ausbreitung. Mit Rhodamin-
phalloidin markiertes F-Aktin (rot, A-D) und FITC-immunodetektiertes CLP-36 (grim, a-e) kolo-
kalisieren in frithen (A,a; B,b) und spéteren Stadien (C,c,D,d) der Plittchenadhésion, gezeigt durch
Doppel-Fluoreszenzdetektion; die Uberlappung der FITC- und Rhodamin-Emmission erscheint gelb
(¢’,d’). Die Anti-CLP-36 Immunfluoreszenz in den Filopodien (Pfeile in a,b) ist homogen, withrend
CLP-36 in den Aktinfilamenten spéterer Stadien fleckenartig (c¢) bzw. punkt- und bandenférmig
(de) auftritt. CLP-36 (e) kolokalisiert nicht mit der Vinkulin-Immunfluoreszenz (Vinc), einem
Marker fiir fokale Adhisionen (e’, Uberlagerung von (Vinc) und (e)). Zweit-Antikérper: FITC-
markiertes anti-Kanninchen IgG fiir CLLP-36, Alexa 568-markiertes anti-Maus TgG fir Vinkulin.
Die Bilder A,a-C,c wurden unter einem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen, wihrend D,d und
Vinc,e mit konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie erzeugt wurden; Skalierbalken 10 pm.; <1000
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Abbildung 4.6: Vergleich der Lokalisation von F-Aktin (Phalloidin-Rhodamin—markiert, B) und
CLP-36 (FITC-Fluoreszenz), A) in Plittchen, die mit 10 M BAPTA-AM inkubiert (10min.,
37°C)und anschlieBend auf Poly-L-Lysin beschichtetes Glas zentrifugiert (250 g, 5min.) wurden.
Nichtadhérente Plittchen wurden mit Puffer C (s.3.6) abgespiilt, die adhérierten Plittchen wurden
fixiert; Uberlagerung der Fluoreszenz (gelb in C), Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie, x1000.)

Essler et al., 1998) und Kontraktion des Aktinzytoskeletts (Galdal et al., 1984). Dies fiithrt
zur Liickenbildung im Endothel und zur Transmigration von Entziindungszellen. Nach Sti-
mulierung mit Thrombin translozierte CLP-36 an das kontraktile Aktinzytoskelett (Abb.
4.7C). In den mit Vinkulin markierten fokalen Kontakten lief§ sich wie in Pldttchen kein
CLP-36 nachweisen.

Da andere LIM-Doméne-Proteine wie CRP1 (Pomies at al., 1997) und ALPs (Pomies
et a., 1999) stark in glatten Muskelzellen exprimiert werden, wurde auch die Expression
und Lokalisation von CLP-36 in glatten Muskelzellen untersucht. In Lysaten aus glatten
Muskelzellen der Vena saphena magna lief sich im Western-Blot kein CLP-36 finden, jedoch
konnte CLP-36 mittels Immunfluoreszenz auf den Aktinfilamenten glatter Muskelzellen nach-
gewiesen werden. Es war dort ebenfalls klar abgegrenzt von Vinkulin, das im Gegensatz zu
Pléttchen und Endothelzellen an den Filament/Matrix-Kontakten weniger fokal organisiert
war, sondern sich auf den Filamenttermini punktiert iiber einen weiteren Bereich erstreckte

(Abb.4.8).

4.4 Elektronenmikroskopische Lokalisierung von CLP-
36 in ruhenden und aktivierten Pliattchen

R&umliche Zuornungen sowie die Konservierung und Erkennung von Feinstrukturen bzw.
Zellorganellen sind durch Immunfluoreszenzmikroskopie nur eingeschrinkt moglich. Daher
wurde die Lokalisation von CLP-36 in Plédttchen auch elektronenmikroskopisch durch in-
direkte Immunogoldmarkierung untersucht (Die Priaparation der Plittchen, die elektronen-
mikroskopische Untersuchung und die Auswertung erfolgten durch Eberhard Morgenstern,
Bad Homburg / Saar, s. 3.13.4). Durch das Schneiden der Priparate fiir die Elektronenmikro-
skopie kann die Lokalisation von CLP-36 auch in aggregierten Pléttchen untersucht werden.
AuBerdem ist das Antigen fiir den Antikérper an Schnitten von Zellen besser zugénglich als in
permeabilisierten Zellen. Dies ist an kritischen Stellen, z.B. den fokalen Adhé&sionen, beson-
ders wichtig. In ultragefriergetrockneten Schnitten ruhendender Pléttchen, war CLP-36 v.a.
in der Plittchenperipherie lokalisiert. Einige Markierungen fanden sich auch im Zytosol. Ak-
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Abbildung 4.7: Indirekte Fluoreszenzdetektion von F-Aktin (Rodamin-phalloidin, A-C) und CLP-
36 (FITC, a-c) in subkonfluenten (A), konfluenten (B) und mit Thrombin (1U/ml, 5min.) aktivier-
ten, fixierten Endothelzellen (1000 % ); Skalierbalken 5 pim.

Abbildung 4.8: Immunfluoreszenz-Doppeldetektion von CLP-36 (A, Alexa 568 (rot); in B iiber-
lappend mit Vinkulin) und Vinkulin (B, Alexa488 (griin)) in glatten Muskelzellen aus der Vena
saphena magna, CLP-36 zeigte keine Kolokalisation mit den fokalen Adhé#sionen (Vinkulin, griin),
fluoreszenz-mikroskopische Aufnahme, 1000 x; Skalierbalken 30 pm.
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Abbildung 4.9: Immunogold-elektronenmikroskopische Detektion von CLP-36 in ruhenden (A,
58000x) und schwach aktivierten (B, 60000x) Plittchen. Die mit einem Sternchen indizierten
Markierungen in (B) konnten im Folgeschnitt dem Zytoskelett zugeordnet werden. G = a-Granula,
SG = a-Granula in Exocytose (CLP-36 Markierungen an der SG: langer Pfeil).
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Abbildung 4.10: Immunogold-elektronenmikroskopische Detektion von CLP-36 in mit Thrombin
(30 min.) stimulierten Pléttchen innerhalb eines Klots (30000 ). In (A) sind Markierungen an den
Stressfasern (sf) dargestellt, die Pfeile in (B) zeigen CLP-36 Markierungen an den Fibrin/Plattchen-
Kontakten.

tivierte Plittchen (Abb. 4.9B) zeigen in frithen Stadien ein zentralisiertes Aktin-Myosin-Gel,
Sekretion der Granula und Gestaltwandel. Hier fand sich CLP-36 auf dem zentralisierten,
kontraktilen Zytoskelett (kleine Pfeile) und an membrannahen elektronendichten Strukturen
(Pfeilspitzen). Auerdem waren in der Serie haufig Markierungen in der Nihe der a-Granula
(G) oder der a-Granula in Exocytose (SG)(langer Pfeil) zu sehen. In Thrombin-aktivierten
Plattchen in einem fibrinreichen Gerinnsel (Abb. 4.10) war CLP-36 auf den Stressfasern (sf)
verteilt (A) und an Plittchen/Fibrin-Kontakten lokalisiert (B). Eine dreidimensionale Re-
konstruktion aus dreizehn seriellen Schnitten eines aktivierten Pléttchens verdeutlichte die
Lokalisation von CLP-36 auf dem kontraktilen Aktinzytoskelett sowie an membrannahen
Aktinfilamenten, wéhrend auf den Mikrotubuli kein CLP-36 zu finden war (Abb. 4.11).

4.5 Kolokalisation von a-Aktinin und CLP-36 in Endo-
thelzellen und Thrombozyten

CLP-36 ist auf Aktin-Stressfasern gepunktet bzw. gebdndert angeordnet. Da «-Aktinin, ein
Protein, das Aktinfilamente biindelt bzw. quervernetzt, ebenfalls periodisch auf Stressfa-
sern auftritt, wurde in Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen untersucht, ob CLP-36 und
a-Aktinin in Endothelzellen kolokalisieren. Zur Detektion von a-Aktinin wurde der monoklo-
nale Antikorper BM-75.2 eingesetzt. Dieser erkennt a-Aktinin-1 und evt. andere Isoformen
von a-Aktinin, nicht jedoch a-Aktinin-4. In konfluenten, ruhenden Zellen (Abb.4.12A a)
waren CLP-36 und a-Aktinin mit den F-Aktin-reichen Zellrdndern assoziiert. In subkon-
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Abbildung 4.11: Computer-animierte 3D-Rekonstruktion aus 13 Schnitten eines kontakt-
aktivierten Plittchens; dargestellt ist das Aktomgyosinskelett (rot), Mikrotubuli (griin) und
immunogold-markiertes CLP-36 (gelb). Schnitt 2 ist in B, Abb. 4.9 dargestellt.

fluenten, migrierenden Zellen waren beide Proteine periodisch auf den Stressfasern verteilt
(B,b) und zeigten iiberlappende Lokalisation (gelb in b’). An den fokalen Adhésionen, dar-
gestellt durch Vinkulin-Immunfluoreszenz (C), war CLP-36 ausgeschlossen (c).

In ausgebreiteten Plattchen detektierte der monoklonale Antikorper a-Aktinin nur schwach
am kortikalen F-Aktinsaum sowie an den Enden der radialen Aktinfilamente, die wahrschein-
lich fokale Kontakte darstellen (Abb.4.13). a-Aktinin konnte auf den radial verlaufenden
Filamentbiindeln nicht nachgewiesen werden. Dies konnte an dem verwendeten a-Aktinin-
Antikérper liegen, der a-Aktinin in manchen Strukturen nicht erkennt (Pavalko et al., 1995Db).

AuBlerdem wurde untersucht, ob in Plattchen und Endothelzellen eine unléngst entdeckte
Isoform von a-Aktinin, das a-Aktinin-4 exprimiert ist. a-Aktinin-4 wird mit Zellbewegung
und Krebsinvasion in Zusammenhang gebracht (Honda et al. 1998). Fiir den immunchemi-
schen Nachweis wurde der monoklonale Antikorper NCC-Lu-632 verwendet, der freundicher-
weise von Dr. Tesshi Yamada zur Verfiigung gestellt wurde (Honda et al, 1998). Im Western-
Blot von Thrombozyten konnte a-Aktinin-4 spezifisch detektiert werden; die Expression in
HUVEC-Zellen war jedoch sehr schwach (nicht gezeigt). In immunfluoreszenzmikroskopi-
schen Untersuchungen war a-Aktinin-4 in ausgebreiteten Plittchen vor allem zentral und
dort eher fokal konzentriert (Abb.4.14B). Es kénnte mit der zentralisierten Granula in die-
sen Pldttchen assoziieren. Im Vergleich zu a-Aktinin-1 zeigte a-Aktinin-4 keine ausgepriigte
Kolokalisation mit CT.P-36.
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Abbildung 4.12: Vergleichende Immunfluoreszenz-Markierung von CLP-36 (a,B) und a-Aktinin
(A,b) sowie CLP-36 (c) und Vinkulin (C) in konfluenten (A,a) und subkonfluenten (B,b,C,c,)
HUVEC-Zellen; Alexa 568-markiertes a-Aktinin kolokalisiert mit FTTC-markiertem CIL.P-36 an den
Zellkontakten konfluenter Zellen (A,a) sowie auf den Stressfasern sich ausbreitender Zellen (B,b;
Uberlagerung in b’) ( konfokale Laser-Scanning mikroskopische Aufnahme; (A) x630, (B,C) x1000;
Skalierbalken 5 pm (A,B), 3 pm (C).

Abbildung 4.13: Immunfluoreszenz-Doppeldetektion von CLP-36 (A, Alexab68 dye) und a-
Aktinin (B, monoklonaler Anti-o-Aktinin BM-75.2, Alexa 488 dye) in fixierten ausgebreiteten
Plattchen, konfokale Laser-Scanning Mikroskopie, 1000 x.
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Abbildung 4.14: Immunfluoreszenzdetektion von CLP-36 (A, Alexa 568 dye) und a-Aktinin 4 (B,
Alexa 488 dye) in ausgebreiteten Plattchen mit Anti-CLP-36 Ig und monoklonalem Anti-a-Aktinin 4
(NCC-Lu-632, Maus IgM, T.Yamada), Uberlagerung (C), konfokale Laser-Scanning Mikroskopie,
1000x

4.6 Koimmunprizipitation des thrombozytiren a-Ak-
tinins mit endogenem und exogenem CLP-36

Zur Auffindung der an CLP-36 bindenden Proteine und zur Untersuchung der Phosphorylie-
rung von CLP-36 (s. 4.12) wurde CLP-36 aus Triton-X lysierten Pléttchen immunprézipitiert
(3.13.2). Die Immunrézipitate wurden im Western-Blot untersucht. CLP-36 konnte mit dem
17-Peptid- und dem CLP-36-Antikérper (s.3.7.1) immunprézipitiert werden, wéhrend der
gegen das 14-Peptid gerichtete Antikorper kein CLP-36 prizipitierte. Durch Prainkubation
des Antikorpers mit His—CLP-36 oder dem 17 AS-Peptid konnte die Préazipitation von en-
dogenem CLP-36 kompetitiv gehemmt werden. Beide Antikorper erkennen also CLP-36 in
Plattchenlysaten mit hoher Spezifitit. (s. Abb.4.15)

Da CLP-36 und a-Aktinin auf Stressfasern kolokalisieren, wurde durch Immunprazipi-
tationen untersucht, ob die beiden Proteine physikalisch assoziiert sind. Tatséchlich konnte
a-Aktinin aus Plittchenlysaten spezifisch mit CL.P-36 koimmunprézipitieren (s.Abb. 4.16A).
a-Aktinin assoziierte mit CLP-36 in ruhenden und mit Thrombin (1U/ml, 1 min.) aktivierten
Plattchen. Das Mengenverhéltnis a-Aktinin/CLP-36 in den Immunprézipitaten, das iiber ei-
ne densitometrische Auswertung der Proteinbanden in silbergefarbeten SDS-PA-Gelen oder
iiber eine Antikorperdetektion im Western-Blot bestimmt wurde, ist fiir ruhende und akti-
vierte Plittchen gleich (verifiziert in acht unabhéngigen Versuchen, Variation des Mengen-
verhéltnisses jeweils unter 10%). Die CLP-36/a-Aktinin Assoziation ist daher wahrscheinlich
konstitutiv und unabhéngig von der Zellaktivierung.

Die Serin/Threonin-Kinase PKN bindet an die “EF-hands“ am C-terminus des nichtmus-
kuléren a-Aktinin in Abhéngigkeit von Ca®" (Mukai et al., 1996)(s.S.8). Daher wurde iiber-
priift, ob auch die CLP-36/a-Aktinin Assoziation {iber die Ca*'-bindenden EF-hands am C-
terminus von a-Aktinin reguliert wird: in Plittchen, die mit dem zytosolischen Ca?*-Chelator
BAPTA-AM (60 uM) + EGTA (2mM) inkubiert wurden (37°C, 20 min., vier unabhéngige
Versuche) zeigte sich jedoch kein Unterschied im Mengenverhéltnis CLP-36/a-Aktinin im
Vergleich zur Kontrolle (Variation jeweils unter 5%), d.h. die Assoziation zwischen den bei-
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Abbildung 4.15: Western-Blot Detektion von CLP-36 in Anti—CL.P-36 und Anti—17-Peptid Im-
munprizipitaten aus Plittchenlysaten (1,4,5,6) und Detektion von CLP-36 in ganzen Pléttchen,
die direkt in Laemmli-Puffer aufgenommen wurden (3,7). Als Kontrolle wurde Praimmunserum
verwendet (2), oder der 17-Peptid Antikérper wurde fiir 1h mit 160 pug 17-Peptid (6) bzw. 50ug
His-CLP-36 (5) prainkubiert.
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den Proteinen findet Ca?*-unabhingig statt.

Aulerdem wurde untersucht, ob die Assoziation von CLP-36 mit c-Aktinin auch im Zy-
tosol besteht. Das Alkaloid Cytochalasin D inhibiert die Aktinpolymerisation und induziert
eine Depolymerisation von Aktinfilamenten in Plittchen (Casella et al., 1981). Aus Pléttchen,
die mit Cytochalasin D inkubiert wurden (2 uM, Zugabe 1-2 min. vor Lyse, sechs unabhéngi-
ge Versuche), konnte dieselbe Menge o-Aktinin koprézipitiert werden. Da «-Aktinin nicht
mehr an Cytochalasin-D aggregiertes F-Aktin bindet (Khoory und Svoboda, 1993), 148t sich
folgern, daf} die Assoziation von CLP-36 mit a-Aktinin von dessen Bindung an F-Aktin un-
abhéngig ist. CL.LP-36 und a-Aktinin scheinen also auch im Zytosol als Komplex vorzuliegen.
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Abbildung 4.16: Western-Blot Detektion von CLP-36 (1-4), a-Aktinin (1-6) und Vinkulin (5,6) in
Anti-CLP-36 Immunprézipitaten (2,3,5) aus Plittchenlysaten. In der Kontrolle mit unspezifischem
Praimmunserum (4) wurde kein CLP-36 oder a-Aktinin prizipitiert. In CLP-36 Immunkomplexen
findet sich kein Vinkulin (5); fiir die Immunprézipitation wurden zwei verschiedene Antiseren be-
nutzt (bezeichnet als (1) und (2)) und fiir die Detektion von a-Aktinin der monoklonale Antikérper
aus Klon BM-75.2.
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Um weitere mit CLP-36 kopréazipitierende Proteine zu finden, wurden CLP-36-Immunprazi-
pitate aus Plittchenlysat iiber ein SDS-Gel aufgetrennt und die Proteine silbergeférbt. Ein
Vergleich des Anti-CLP-36 Immunprézipitats mit der Prdimmunserumkontrolle zeigte , daf3
aufler einem 105 kDa Protein, das wahrscheinlich a-Aktinin darstellt (s.oben), noch ein wei-
teres Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 27 kDa (Pfeilspitze) spezifisch mit CLP-36
koprézipitierte (Abb.4.17, Spur 34).

In Immuno-pull-down assays wurden Plédttchenlysate mit den His-tag-Fusionsproteinen

Hisg-CLP-36, Hisg-CLP-36 ALIM (AS 1-257) und Hisg-LIM (AS 258-329) inkubiert, die re-
lativ zum endogenem CLP-36 in einem ca. 5-fachem UberschuB zugegeben wurden; die Fu-
sionsproteine wurden mit dem gegen den His-tag gerichteten polyklonalen Antikorper Anti-
RGSHHHH préazipitiert. Hierdurch sollten ebenfalls mit CLP-36 koprézipitierende Proteine
entdeckt werden und ermittelt werden, welche Proteindomé&nen aus CLP-36 an der Interak-
tion mit a-Aktinin beteiligt sind; da der fiir die Prézipitation verwendete Antikdrper nur
gegen den his-tag gerichtet ist, kdnnen auch Proteine, die evt. bei Verwendung des poly-
klonalem Anti-CLP-36 Antikorpers (s.o.) aus ihrer Bindung an CLP-36 verdréngt werden,
assoziiert bleiben und daher koprézipitieren.
In den pull-down Immunprézipitaten war aufler CLP-36 auch die deletierte Form von CLP-
36, die keine C-terminale LIM-Domiéne besitzt (CLP-36 ALIM), in der Lage, mit a-Aktinin
zu assoziieren, wihrend mit der LIM-Domine allein (Hisg-LIM) kein a-Aktinin koprizi-
pitiert wurde (Abb.4.17; A,B). Eine quantitative Auswertung des Verhéltnisses His-tag-
Fusionsprotein/a-Aktinin durch densitometrische Ausmessung der silbergefirbten Protein-
banden ergab, dafi die Deletionsmutante CLP-36 ALIM nur 52 % der a-Aktinin Menge ko-
prézipitierte, die durch die entsprechende molare Menge des CLP-36 prazipitiert wurde. Ein
Grund dafiir konnte sein, dafl das CL.P-36 in vitro eine hohere Affinitét zu a-Aktinin aufweist
als die deletierte Form CLP-36 ALIM. Das His-tag-Lim-Doméne Fusionsprotein Hisg-LIM
scheint keine Affinitét zu a-Aktinin zu besitzen, allerdings konnte ein Protein von ca. 20 kDa
gefunden werden, das spezifisch mit Hisg-LIM koprézipitiert (Sternchen in Abb.4.17B). Hier-
bei kénnte es sich um ein mit der LIM-Doméne assoziiertes Polypeptid handeln.

Hisg-CLP-36 und Hisg-CLP-36 ALIM waren in den Immuno-pull-down Versuchen neben
a-Aktinin auch mit Aktin (42kDa) und hoéhermolekularen Proteinen assoziiert (Abb.4.17,
Spuren 5,6). Aktin war im Anti-Hisg-CLP-36 Prézipitat iberproportional stark angereichert.
CLP-36 konnte also eventuell auch eine Affinitét zu F-Aktin besitzen. In den Immunprézi-
pitaten mit dem Anti-CLP-36-Antikérper (Abb.4.17,Spur 3) fand sich kein spezifisch assozi-
iertes Aktin. Ein Grund hierfiir kénnte sein, dafl der CL.P-36 Antikorper eine geniigend hohe
Aviditat besitzt, um Aktin aus seiner Bindung an CLP-36 zu verdréngen.

4.7 Koordinierte Translokation von CLP-36 und a-Ak-
tinin an das Zytoskelett aktivierter Thrombozyten

Aus praktischen Erwdgungen wurde das Zytoskelett definiert als Komponente, die in deter-
genz-lysierten Zellen bei physiologischer Ionenkonzentration unléslich ist. Das bei 15000 g
pelletierbare filamentose F-Aktin enthilt das zytosolische Zytoskelett bestehend aus den
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Abbildung 4.17: Protein-Silberfirbung im SDS-Polyacrylamid-Gradientengel (5%-20%T) zur De-
tektion von Proteinen, die mit CL.P-36 koprazipitieren. Fs wurde ein Anti-CL.P-36 Immunprazipitat
(Spur 3) mit Spezifititskontrolle (Spur 4) sowie Anti-RGSHHHH Immunprézipitate (A: Spur 5,6,7;
B) und Plittchen-Gesamtprotein (“ganze Plittchen®, Spur 1) aufgetragen; fiir Immuno-pull-down
Experimente wurden die Lysate ruhender Pléttchen vor Zugabe des Anti-RGSHHHH (Maus IgGq)
1 h mit je 10 pg Hisg-CLP-36 (Spur 5), Hisg CLP-36 ALIM (AS 1-257, Spur 6) oder HisgLIM (AS 258-
329, B: Spur 2) inkubiert. Zu den Kontrollen wurde kein His-tag Protein zugegeben (A: Spur 7, B:
Spur 1); full-range Marker (Amersham), Spur 2; alle Proteine in A sind aus demselben Lysat unter
identischen Versuchsbedingungen prézipitiert worden.
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langen, kreuzvernetzten Aktomyosinfilamenten mit den assoziierten Proteinen. Das form-
stabilisierende Membranskelett (Fox et al., 1988) verlduft unterhalb der Plasmamembran,
enthalt kiirzere, schwiicher kreuzvernetzte Aktinfilamente, und kann durch Zentrifugation
des 15000 g-Uberstandes bei 100000 g pelletiert werden. In aktivierten Pléittchen ist es mit
Glykoproteinen der Plasmamembran, Proteinkinasen und anderen fiir die Signaltransduk-
tion bedeutsamen Proteinen assoziiert (s.S.5). Als 16slich, vollstdndig durch Triton X-100
extrahierbar werden Bestandteile angesehen, die nach Ultrazentrifugation bei hoher G-Zahl
(100000 g, 2.5h) nicht sedimentieren. Dazu zihlt das monomere G-Aktin sowie die im Zyto-
sol geloste Subpopulation der Zytoskelettproteine.

Es wurde untersucht, mit welchen Zytoskelettfraktionen CLP-36 assoziiert ist. Eine Analy-
se der Proteinfraktionen im Western-Blot zeigte, dafl CL.P-36 in den Triton X-100 Lysaten
ruhender Pléttchen im Zytoskelett und im Membranskelett zu finden ist (Zeitpunkt O in
4.18, Abb.3.8). AnteilsmiBig ist es dort entsprechend dem Aktingehalt in den einzelnen
Fraktionen vertreten. Auflerdem besteht eine Korrelation zu dem Gehalt an a-Aktinin.

In Pléttchen, in denen durch Stimulation mit dem Thrombinrezeptor-aktivierenden Pepid
SFLLRNP (TRAP) die Aktinpolymerisation zunahm, wurden CLP-36 und a-Aktinin koor-
diniert an den wachsenden 15000 g F-Aktin-Pool rekrutiert (Abb. 3.8). Die TRAP-induzierte
Aktinpolymerisation ist reversibel und beide Proteine dissoziierten wieder von dem dep-
olymerisierenden, fragmentierenden Aktinfilamentsystem. Dieser Verlauf lie8 sich in 7 un-
abhéngigen Fxperimenten wiederholen. CLLP-36 gelangte wahrscheinlich aus dem Triton X-
100 1oslichen Zytosol an das 15000 g Zytoskelett, da die CL.LP-36 Menge am 100000 g Mem-
branskelett unveréndert blieb. Die Menge des translozierten CLP-36 war jedoch gering, so
daB in der zytosolischen Fraktion (100000 g Uberstand) keine Abnahme des CLP-36-Signals
gezeigt werden konnte. Auch bei max. Aktivierung durch TRAP nach 90 sec. finden sich nur
weniger als 5 % des gesamten CLP-36 im 15000 ¢ Zytoskelett. Aufgrund der relativ gerin-
gen CLP-36 Konzentration im 15000 g Pellet war es notwendig, auszuschlieflen, daf§ CLP-36
artifiziell im pelletierten Zytoskelett eingeschlossen wurde. Dafiir wurden die 15000 g Akinzy-
toskelette in einem KI-haltigen Puffer kontrolliert depolymerisiert und durch Zentrifugation
bei 40000 ¢ die keratinhaltigen Intermediirfilamente abgetrennt. Der Uberstand mit dem
gelosten Aktin und den Aktin-assoziierten Proteinen wurde gegen ein Mg?-haltiges Puffer-
system, das eine Repolymerisierung erlaubt, dialysiert. Das repolymerisierte F-Aktin mit den
assoziierten Proteinen wurde zentrifugiert. CLP-36 und a-Aktinin waren im Sediment ange-
reichert, sind also sperzifisch mit dem Zytoskelett in aktivierten Pléttchen assoziiert (Abb.
4.18B). Auf eine quantitative Auswertung des Aktin- bzw. CLP-36-Gehalts in den Fraktionen
wird hier verzichtet, da es unter den Lysebedingungen zu verschienartigen Artefakten in der
Loslichkeit der Zytoskelettkomponenten kommen kann und deshalb nur unzureichend die n
vivo Situation wiedergeben werden kann. Der geringe Anteil des zytoskelettassoziierten CLP-
36 in den Lysaten aktivierter Pléttchen steht nicht im Einklang mit der Lokalisation von
CLP-36 in situ in aktivierten Plittchen (vgl. Abb.4.11, S.75), denn dort konnte CLP-36 nur
am Aktinzytoskelett, nicht aber im Zytosol detektiert werden. Es ist daher wahrscheinlich,
dafl durch die Lyse die Assoziation von CLP-36 mit dem Zytoskelett gestort wird.
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Abbildung 4.18: Immunoblot-Analyse des zytosolischen Zytoskeletts (15000 g Sediment) und
des Membranskeletts (100000 g Sediment) nach verschiedenen Zeitpunkten der Aktivierung durch
TRAP (A); die Aktivierung wurde abgestoppt durch Zugabe von Triton X-100/EGTA haltigem
2xLysepuffer IT (s.3.8)(30 min., 4°C). CLP-36 assoziiert mit beiden Fraktionen und korreliert quan-
titativ mit dem Gehalt an Aktin und a-Aktinin. CL.P-36 und a-Aktinin assoziieren spezifisch mit
in vitro repolymerisiertemn Aktin aus der 15000 g Fraktion (B). Anti-Aktin- und anti-o-Aktinin
Antikérper wurden je 1:5000 verdiinnt.

4.8 Kartierung der oa-Aktinin-1 / CLP-36 Interaktion
mit dem Yeast two-hybrid System

Die vorher beschriebenen immunochemischen Versuche wiesen darauf hin, daf§ CL.P-36 und
a-Aktinin assoziiert sind. Ob die beiden Proteine direkt aneinander binden und welche Re-
gionen diese Interaktion ermoglichen, sollte mit Hilfe eines gerichteten Yeast two-hybrid An-
satzes geklart werden. Verschiedene Doménen aus a-Aktinin-1, das aus einer Endothelzell-
c¢DNA-Bank kloniert wurde, dienten als Vorlage zur Konstruktion der AD(Aktivierende
Domiéne)-Fusionsproteine (“prey“). Die DBD(DNA-Bindende Doméne) wurde mit Doménen
aus CLP-36 fusioniert (“bait*)(Abb.4.20A). Um zu iiberpriifen, ob die Hefezellen das transfi-
zierte Fusionsprotein exprimieren, wurden Proteinextrakte hergestellt und diese im Western-
Blot analysiert. Die Fusionsproteine DBD-CLP-36 ALIM, DBD-CLP-36451-82) und DBD-
CLP-36(451-104) konnten im Immunoblot nachgewiesen werden, wihrend DBD-CLP-36, AD-
o-Aktinin-1 und DBD-CLP-36(451-127) nicht detektiert werden konnten (Abb. 4.21).*

4Die Expression des “bait“-Vektor-kodierten Fusionsproteins DBD-LIM a5 258-329) in Y190 wurde von
Dr. Marcus Otte untersucht. Auf Hoéhe des zu erwartenden Molekulargewichts von etwa 25kDa konnte
er im Western-Blot mit dem Anti-CLP-36 Antikdrper und den Anti-Peptid Antikorpern (s. 3.7.1) in fiinf
unabhdngigen Versuchen kein DBD-LIM nachweisen. Der DBD-LIM kodierenden “bait“-Vektor wurde von
Marcus Otte dazu verwendet, eine humane Hel.a Matchmaker cDNA-Bank (Clontech) durchzumustern, um
Proteine zu fischen, die an die LIM-Doméne binden. Dieser Screen erbrachte aber keine Klone mit positiven

83



Ergebnisse

Die “bait“- und “prey“-Konstrukte wurden in verschiedenen Kombinationen simultan in
Stamm Y190 transformiert und auf LEUTTRP~-SD Agar ausplattiert, auf dem nur Klo-
ne mit beiden fwo-hybrid Plasmiden wachsen kénnen. Positive two-hybrid Interaktionen
wurden durch Bestimmung der LacZ-Reportergenaktivitit im (-Galaktosidase Assay de-
tektiert (Abb.4.20B). Hierdurch lie§ sich der fiir die Interaktion verantwortliche Bereich
im «o-Aktinin-1 Molekiil eingrenzen auf die spectrin-like repeats 2 und 3 (AS 364-599); die-
ser Abschnitt im Mittelteil des Molekiils war hinreichend fiir eine Interaktion mit CLP-36.
Die Interaktion wird nicht iiber die LIM-Doméne von CLP-36 vermittelt, da das trunkierte
CLP-36 ALIM (AS 1-256) ebenfalls zur Interaktion f&hig war; der fiir die Interaktion ver-
antwortliche Bereich in CLP-36 liefl sich weiter eingrenzen auf den Mittelteil des Molekiils
(AS 81-256), der weder die LIM- noch die PDZ-Doméne enthielt. Obwohl kein direkter Zu-
sammenhang zwischen der (-Galaktosidase-Aktivitdt und der Dissoziationskonstante einer
Interaktion besteht (Estojak et al., 1993), so a8t sich dennoch annehmen, da8 die CLP-
36 4581_256/Spec 2-3 Interaktion hochaffin ist, da die Geschwindigkeit und Intensitit der
Blaufirbung z.T. die der positiven Kontrollinteraktion p53/SV40-large-T-Antigen iibertraf
(markiert durch “+-++¢, Abb.4.19). Auf eine genauere Quantifizierung der 3-Galaktosidase
Aktivitat in Fliissigkulturen wurde verzichtet, da im Western-Blot nicht nachgewiesen wer-
den konnte (s.0.), daB8 die Hybrid-Proteine in vergleichbarere Menge in der Zelle exprimiert
wurden. Die schwache Reportergen-Expression in den a-Aktinin-1/CLP-36 bzw. a-Aktinin-
1/CLP-36 451_25¢ Klonen kénnte auf die geringe, im Western-Blot nicht detektierbare Ex-
pression von a-Aktinin-1-AD zuriickzufiihren sein. a-Aktinin ist ein stabférmiges Molekiil,
das iiber die spectrin-like repeats 2 und 3 dimerisiert (Dijinovié-Carugo et al., 1999). Es ist
daher unwahrscheinlich, dal die spectrin-like repeats 2 und 3 im a-Aktinin-Molekiil maskiert
sind und aus diesem Grunde a-Aktinin schwacher mit dem Mittelteil von CLP-36 interagiert
als die isolierten spectrin-like repeats 2 und 3.

Das Yeast two-hybrid-System konnte in diesem Fall nicht zur Abschétzung der relativen Bin-
deaffinitdten herangezogen werden, da das CLLP-36 ALIM-BD Hybridprotein offenbar starker
exprimiert wurde als CLP-36-BD. Auflerdem konnte die Expression der spektrin-artigen Wie-
derholungen durch den monoklonalen Antikérper nicht iiberpriift werden, da nicht bekannt
ist, welches Epitop dieser Antikorper in a-Aktinin erkennt. Zur Kontrolle wurde auch die
Expression des zweiten Reportergens HIS3 iiberpriift. Die im 3-Galaktosidase-Assay getes-
teten Klone wurden dazu auf SD(Leu~, Trp~, His™)-Medium + 30 mM 3-AT iiberimpft, auf
dem nur Klone mit positiver two-hybrid-Interaktion wachsen kénnen. Nur die Klone, die
eine lacZ Reportergenaktivitét zeigten, wuchsen auf dem His™-SD-Agar innerhalb von 2-3
Tagen, wobei hinsichtlich der Wachstumsgeschindigkeit und Koloniegré3e keine Unterschiede
auftraten. Die a-Aktinin-Transformanten, die eine grenzwertige [3-Galaktosidase Aktivitét
zeigten (Abb.4.20), wuchsen nicht auf dem Selektivmedium.

Die Aktivitdt beider Reportergene war also vergleichbar. Die Abgrenzung negativer von
positiven two-hybrid-Interaktionen war mit beiden Assays eindeutig moglich, denn die mit
“_¢ bezeichneten negativen Interaktionen zeigten nach einer UN-Inkubation mit dem X-Gal
Substrat keinerlei Blaufirbung und wuchsen auch nach verléngerter Inkubation (mehr als 3
Tage) nicht auf dem selektivem SD-Medium.

two-hybrid Interaktionen.
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+ 4+ + + .

Abbildung 4.19: j-Galaktosidase Filter-Assay. Beispielhafte Darstellung von “++4+¢“(CLP-
36.451-256/Spec 2-3), “++“(CLP-36/Spec 2-3) und “-“(CLP-36 45257—320/Spec 1-3) Interaktionen;
Aufnahme nach 10h Inkubation mit X-Gal.

4.9 Affinitatsblotting mit biotinyliertem CLP-36
(Blot-overlay assay)

Fiir den Blot-overlay assay wurde rekombinantes Polyhistidin-CLP-36—Fusionsprotein (Hisg-
CLP-36) exprimiert und dieses iiber eine Ni-NTA Affinitétsmatrix angereichert und durch
Gelfiltration und Anionenaustausch-Chromatographie (s.3.15) bis zur Homogenitéit gereinigt.
Aus 11 Bakterienkultur konnte 1 mg Hisg-CLP-36 gewonnen werden. Die Praparation ent-
hielt neben dem Hisg-CLP-36 ein N-terminales Hisg-CLP-36-Fragment von etwa 30kDa, das
auferund seiner dhnlichen chemischen und physikalischen Natur nicht vollstéindig abgetrennt
werden konnte (Abb.4.22links).

Da CLP-36 die Proteininteraktions-Domé&nen LIM und PDZ enthélt, fiir die noch kein
Interaktionspartner gefunden wurde, wurde das gereinigte Hisg-CLP-36 biotinyliert und im
Blot-overlay assay (s.3.17) als Sonde eingesetzt, um auf geblottetm Thrombozytenprotein
neben a-Aktinin weitere interagierende Proteine zu finden. Es wurde gefunden, daf3 bioti-
nyliertes Hisg-CLP-36 spezifisch mit einer 105kDa Proteinbande interagiert. Diese Bande
komigrierte mit a-Aktinin (Abb.4.23). Da gezeigt werden konnte, dafl CLP-36 eine posi-
tive two-hybrid Interaktion mit a-Aktinin eingeht (s.oben), ist anzunehmen, dafl es sich
bei der 105kDa Bande um «-Aktinin handelt. Es kann also auch rekombinantes CLP-36
an a-Aktinin binden, d.h. es sind fiir die Interaktion keine posttranslationalen Modifikatio-
nen von CLP-36 notig. Fiir die LIM-Doméne konnte mit biotinyliertem GST-LIM-Doméne-
Fusionsprotein keine spezifische Interaktion gefunden werden.

Die unterhalb von 105 kDa auftretenden Banden wurden unspezifisch von allen biotiny-
lierten Proteinen erkannt, was wahrscheinlich auf Wechselwirkungen der geblotteten Proteine
mit der Biotinmarkierung zuriickzufiihren ist. Weniger stringente Versuchsbedingungen, d.h.
hohere Konzentrationen an biotinyliertem Protein in der Owerlay-Lésung, die Inkubation
der Membran mit biotinyliertem CLP-36 ohne Verwendung von D'TT oder eine ldngere FEx-
position des ECL-Films, fiihrten zu einer Verstiarkung des unspezifischen Hintergrunds, aber
nicht zur Auffindung anderer spezifisch interagierender Proteine.

CLP-36 band im Blot-overlay assay mit gleicher Affinitéit an das a-Aktinin aus ruhenden
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A “orey”
a—Actinin-1 Konstrukte

Spectrin-like Repeats

a-actinin N VBOOE»L
Spec 1 (0a 245-363) NDc

Spec 1-2 (@a 245-478) NQ@ODD ¢
Spec 1-3 (aa 245-599) NO@® ¢
Spec 1-4 (aa 245-726) NOD@O@@ ¢

Spec 2-3 (aa 364-599) N ¢
Spec 3 (aa 479-599) N@C
"bait”

CLP-36 Konstrukte

CLP36 N[PDZ] [OM[ ] <

CLP36 (0a 1-82) N[PDz]c

CLP36 (aa 1-104) N[PDZ|[C

CLP36 (aa1-127) N[PDz[ ¢

CLP36 (aa 1-256) N[ PDZ c

CLP36 (aa 81-256) N e

CLP36 (aa 257- 329) N[N | ¢

B

a-actinin | Spec 1 |Spec 1-2 | Spec 1-3 | Spec 1-4 | Spec 2-3 | Spec 3
CLP36 (+) - - ++ n.t. ++ n.t.
CLP36 (aa 1-82) - - - - n.t. n.t. n.t.
CLP36 (aa 1-104) n.t. n.t. n.t. - n.t. n.t. n.t.
CLP36 (aa 1-127) n.t. n.t. n.t. - n.t. n.t. n.t.
CLP36 (aa 1-256) (&) - - +++ ++ +++ -
CLP36 (aa 81-256) n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. +++ n.t.
CLP36 (aa 257- 329) - - - - n.t. n.t. n.t.

Abbildung 4.20: (A) Schematische Darstellung der yeast two-hybrid “bait* und “prey“ -Proteine
CLP-36 bzw. a-Aktinin-1 sowie deren Teilsequenzen. (B) Test der LacZ-Reportergenexpression der
two-hybrid Transformanten {iber einen 3-Galaktosidase Filter-Assay; “-“ keine blauen Klone, “(4)¢
Klone werden erst nach {iber 8h Inkubation blau, “+4 und “4++4* beginnende Blaufdrbung nach
etwa 30 min., Firbung bei “++4¢ intensiver als mit der positiven Kontrollinteraktion p53/SV40-
large T-Antigen.
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Abbildung 4.21: Expression der Fusionsproteine, die fiir einen gerichteten yeast two-hybrid Screen
eingesetzt wurden. Verglichen wurden die Proteinextrakte aus Y190 Wildtyp (WT) Zellen mit plas-
midhaltigen Zellen gleicher Zellzahl. Angegeben sind die DBD- und AD-Fusionsproteine, die zur Ex-
pression gebracht werden sollten (oben), sowie die Antikérper, die fiir die Detektion dieser Proteine
im Western-Blot eingesetzt wurden (unten). Theoretisches Molekulargewicht der Fusionsproteine:
DBD-PDZ: 26 kDa, DBD-CLP-36( 45 1—104): 29kDa, DBD-CLP-36( 45 1—127): 31 kDa, DBD-CLP-36:
53kDa, AD-a-Aktinin-1: 121 kDa.
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Abbildung 4.22: Pool der Polyhistidin-Fusionsproteine Hisg-CLP-36 (links) und
Hisg-CLP-36 ALIM (rechts) nach Reinigung iiber Ni-NTA-Agarose, Gelfiltration .
und Anionenaustausch-Chromatographie; Protein-Silberfirbung im SDS-PA-Gel,
«—10

full-range Marker (Amersham).

und aktivierten Plattchen (1U/ml Thrombin, 30Sek.) (Abb.4.23, Spur 3,4). Es ist daher
unwahrscheinlich, daf} die Bindung von a-Aktinin an CLP-36 aktivierungsabhéngig durch
eine kovalente Modifikation der CLP-36-bindenden spectrin-like repeats (s.4.8) reguliert wird.

Um zu untersuchen, ob das rekombinante CL.P-36 mit sich selbst dimerisieren kann, wurde
Hisg-CLP-36 und Hisg-CLP-36 ALIM, das analog zu Hisg-CLP-36 gereinigt wurde (Abb.4.22),
direkt auf eine Nitrocellulose-Membran getropft und mit biotinyliertem Hisg-CLP-36 tiber-
lagert. Biotinyliertes CLP-36 konnte an keinem der beiden Protein-Spots detektiert werden,
das rekombinante CLP-36 scheint also keine Homodimere ausbilden zu kénnen (Abb.4.23).

4.10 Mikroinjektion von Anti-CLP-36 Antikorper in
Endothelzellen

Mit dem Ziel, CLLP-36 in vivo durch spezifische Antikorper zu blockieren, d.h. das an Stress-
fasern gebundene CLP-36 von diesen abzulésen und damit funktionslos zu machen, wurde
der affinitdtsgereinigte polyklonale Anti-CLP-36 Antikorper in subkonfluente Endothelzellen
mikroinjiziert und die Zellen 2-5h mit dem Antikoérper inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen fixiert und permeabilisiert, und das Aktinzytoskelett sowie der injizierte Antikorper
fluoreszentmarkiert, um die Auswirkungen der Antikoérperinjektion auf das Aktinzytoskelett
zu untersuchen. Der Anti-CLP-36 Antikdrper war meistens diffus, manchmal aggregiert in
den fixierten, injizierten Zellen lokalisiert (ca. 40 Zellen in 2 unabhéngigen Experimenten
wurden untersucht). In Zellen, die weniger Antikorper enthielten, war Antikorper entlang
der Stressfasern nachweisbar in der fiir CLP-36 typischen Perlschnur-artigen Anordnung.
Die CLP-36/a-Aktinin Assoziation konnte offenbar nicht oder nur in sehr geringem Ausma8
gehemmt werden. Das Phalloidin-Aktin-Zytoskelett der mit Anti-CLP-36 injizierter Zellen
unterschied sich nicht von dem nichtinjizierter Zellen (nicht gezeigt).
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Abbildung 4.23: Blot-overlay assay mit biotinyliertem Hisg-CLP-36 (Spur 1,3,4,7,8), biotiny-
liertem GST-LIM (Spur 5) und biotinyliertem GST als Kontrolle(Spur 6). Es wurde iiber SDS-
PAGE aufgetrenntes Gesamtprotein ruhender (Spur 1-3,5,6) und mit Thrombin aktivierter (Spur 4;
1U/ml, 30 Sek., nicht geriihrt) Plattchen geblottet; in Dot-Blots (Spur 7-9) wurden je 2 pl Hisg-CLP-
36 ALIM (0.4 mg; Spur 7) und Hisg-CLP-36 (0.6 mg; Spur 8) sowie Biotinyl-Hisg-CLP-36 (0.2 mg;
Spur 9), das als Detektionskontrolle diente, direkt auf eine NC-Membran getropft und der Blot-
overlay Assay mit Biotinyl-Hisg-CLP-36 analog durchgefiihrt (s.3.17). a-Aktinin wurde mit dem
Antikérper BM-75.2 nachgewiesen. Exposition des ECL-Films: 1 Min. (Spur 1), 10 Min. (Spur 3-6),

UN (Dot-Blot).
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Abbildung 4.24: Endothelzelle, die fiir 3.5h mit dem mikroinjizierten aflinitétsgereinigtem
Anti-CLP-36 (2.5mg/ml) inkubiert und anschlieBend fixiert wurde; eine nachtrégliche Detektion
von CLP-36 mit Anti-CL.P-36 Antikorper detektierte CILLP-36 auf den Stressfasern. Die Doppel-
Fluoreszenzmarkierung goat anti-rabbit-FITC (A) und mit Rhodamin-Phalloidin (B) machte so-
wohl das Aktinzytoskelett als auch den mikroinjizierten Antikérper sowie das endogene CILP-36
sichtbar. Das FITC-Signal zeigt, dafl nach Mikroinjektion des Antikorpers das auf den Stressfasern
lokalisierte CLP-36 nicht abgeldst werden konnte (Pfeil), konfokale Laser-Scanning Mikroskopie,
x1000.

4.11 Untersuchung der in vivo Dynamik von fluores-
zenzmarkiertem CLP-36 in PtK2-Zellen

Um die in wvivo-Lokalisation und Dynamik von CLP-36, CLP-36(451-257) und der LIM-
Doméne (AS 258-329) untersuchen zu kénnen, wurden die C-termini dieser Polypeptide
durch Klonierung in den Vektor pfactinEGFEFP mit dem griin fluoreszierendem Protein EGFP
fusioniert. Die Plasmide wurden durch Elektroporation in Endothelzellen transformiert und
16 h nach der Aussaat fixiert, um die Proteinexpression und -Lokalisation zu iiberpriifen
(s. Abb.4.25). CLP-36-EGEP loksalisierte an die Stressfasern in gepunkteter bzw. gebénder-
ter Anordnung. CLP-36(451-257-EGFP war hauptsichlich zytosolisch und band schwécher
an Stressfasern. Aulerdem war CLP-36( 45 1-257)- EGEFP weniger deutlich punktférmig auf den
Stressfasern angeordnet (B). CLP-3617,-EGEP konnte nicht an F-Aktinstrukturen binden
(C,C”), sondern verhielt sich wie EGFP (nicht gezeigt): beide Proteine waren ausschlieflich
im Zytosol und unspezifisch im Kern angereichert (C).

Endothelzellen gehen bereits etwa 3 h nach der Aussaat von einem ausgebreiteten, stark
adhérenten Zustand in einen polarisierten Phénotyp iiber, der mit einer gerichteten Migration
der Zelle verbunden ist (“Fischzug®). Migrierende Endothelzellen bilden an ihren Zellpolen
Lamellipodien aus, an die in Abhéngigkeit vom verwendeten Matrixpolymer verschiedene
Struktur- und Signalproteine translozieren, die fiir die Funktion des Lamellipodiums benétigt
werden. Aus Abb.4.25A geht hervor, dal CLP-36 auch an den Lamellipodien konzentriert
ist (Pfeil).

Die Transformation der Plasmide in die Endothelzellen durch Elektroporation verlief mit
geringer Effizienz. Auch durch Verwendung kationischer Lipide (Lipofect, Lipofectamin, Su-
perfect) und durch Mikroinjektion konnte die Effizienz nicht wesentlich gesteigert werden.
Damit konnten Endothelzellen nicht fiir eine in vivo-Beobachtung herangezogen werden.
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Abbildung 4.25: Subkonfluente, fixierte Endothelzellen, die die EGFP-Fusionsproteine CLP-36-
EGEFP (A), CLP-36(451-257)-EGFP (B) und CLP-36773-EGFP (C) exprimieren; (C’) Féarbung
des F-Aktin mit Rhodamin-Phalloidin in (C); (C”) Uberlagerung von C und C’; CLP-36-EGFP an
den Lamellipodien ist in A zu sehen (Pfeil); Fluoreszenzmikroskopie, x1000; Balken 20 pm.
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Stattdessen wurden die Plasmide mithilfe der Calciumphosphat-Methode in eine Epithelzel-
linie (PtK2) transformiert. Diese Transformationen verliefen mit hoher Effizienz. PtK2-Zellen
besitzen den Vorteil, dafl sie extrem flach sind und daher fast alle Vorgénge am Zytosklett in
einer einzigen fokalen Ebene ablaufen. Das exprimierte Fusionsprotein wurde in der leben-
den Zelle unter einem inversen I'luoreszenzmikroskop betrachtet. Diese Versuche wurden in
Zusammenarbeit mit Dr. Patrick Keller am EMBL Heidelberg durchgefiihrt.

CLP-36-EGFEP lokalisierte an die Stressfasern in periodischer Anordnung (s. Abb.4.26A).
Es konnte auch an den Zellkontakten lokalisiert werden (G, Film 1603 /cell4). CLP-36-EGFP
war an den membrannahen Aktinfilamentabschnitten teilweise verdichtet (Pfeilspitze in A).
Das Fluoreszenzsignal auf den Stressfasern reichte nicht bis an die Membran, was darauf
hinweist, dal CLP-36-EGFP an den fokalen Kontakten ausgeschlossen war (F). Das auf
den Stressfasern lokalisierte CLP-36-EGFP zeigte keine sichtbare Dynamik, sondern schi-
en eher statisch mit den Stressfasern assoziiert zu sein. Dynamisches CLP-36-EGFP war
in hochmotilen Spots an den lamellipodidren Zellausliufern (Pfeil in B; Filme 1603/cell3,
1603 /cell2 und 30034/36.7) sowie an Stellen, an denen ein Auf- oder Umbau von Stressfa-
sern stattfand (Pfeil in A, Film 29032/36.5; Pleil in D, Film 1603/celll), konzentriert®. An
Membrankriuselungen® akkumulierte CLP-36-EGFP in einer sich zentrifugal bewegenden
Iront, die die motilen CLP-36-Spots enthielt (II, Film 30034/36_8, hoher Zeitraffer). Einige
hochmotilen Spots wurden bei besserer zeitlicher Auflosung (Belichtung alle 200 msek, 3x
Zeitraffer in der Abspielung mit dem media-player) als schweifiihnliche Strukturen sichtbar,
die an Nukleationspunkten entstehen, polymerisieren und sich nach wenigen Sekunden wieder
auflosen (Kreis in I, Film 29031/36_1). CLP-36-EGFP fand sich auch fokal an der Peripherie
von Vesikeln, um die es eine rotierende Bewegung auszufiithren schien (E, Film 1603 /cell5).
Dieses Phénomen war transient und spezifisch fiir CL.P-36. LIM-EGFP war homogen und
bewegungslos in dem das Vesikel umgebendem Zytosol verteilt (Film 29031/LIM_1). Das
trunkierte CLP-36(451-257)-EGEFP band wie in HUVEC-Zellen schwicher an das Aktinzy-
toskelett (4.26C, Film 2903/N_1).

Vaccinia Viren bilden zur Fortbewegung innerhalb der Zelle Aktinschweife aus. Diese liefern
die propulsive Kraft zur Infektion von Nachbarzellen durch Ausbildung infektidser Membran-
projektionen. Die Proteine zur Ausbildung des Schweifs werden von der Wirtszelle rekrutiert
(Cudmore et al., 1995). Der Aktinschweif besteht aus orthogonal angeordneten Aktinfila-
menten, die iiber a-Aktinin quervernetzt werden. Aktinschweife ohne a-Aktinin sind weni-
ger dicht und zeigen ein veréndertes Bewegungsmuster. Der Aktinschweif von Vaccinia sollte
daher als Modell dienen, um die Wirkung von CLP-36 auf a-Aktinin in vivo zu untersuchen.
Um die Bedeutung der LIM-Doméne in CL.P-36 fiir die Form und Dynamik des Schweifes
zu untersuchen, wurden PtK2-Zellen mit CLP-36-EGFP und mit dem trunkierten CLP-36
ohne LIM-Doméne (CLP—SG(AS 1_257)—EGFP) transformiert und anschlieBend mit Vaccinia
infiziert. Eventuelle Veréinderungen der Form und Dynamik des Schweifes in den transfor-
mierten Zellen wiirden eine Moglichkeit bieten, den Effekt der LIM-Doméne quantitativ zu

5Die beigelegten Videos sind komprimierte Versionen der Orginalfilme. Die Kompression war nétig, um
die Filme auf Standard-Computern abspielen zu konnen. Die Orginalfilme, an denen sich der Ergebnisteil
orientiert, geben jedoch einige Details deutlicher wieder, z.B. die Bewegung der Spots in A

6engl.“ruffles”
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29032/36_5 ., 1603/cell3 29031/N_1

1603/cell 1603/cell5 1603/cell4

29031/36_1

Abbildung 4.26: In vivo Lokalisation und Dynamik der EGFP-Fusionsproteine CLP-36-EGFP
(A,B,D-I) und CLP-36ALIM-EGFP (C) in PtK2-Zellen; angegeben sind die entspechenden video-
files (jeweils oben) sowie die zeitliche Abfolge der ausgewihlten Einzelsequenzen in I, in denen
CLP-36-EGFP eine gekriimmte Schweifstruktur ausbildet; motile spots an einem spitz zulaufen-
dem Lamellipodium (B), membrannahen Stressfasern (D), sowie kriuselnden Lamellipodien mit
hohem Zeitraffer, in denen sich CLP-36-EGFP wellenformig ausbreitet (H); fokale Konzentration
von CLP-36-EGFP an Vesikeln (E) und adhérenten Zellkontakten (G); Abwesenheit von CLP-
36-EGEFP an den Filamentenden (F); schwichere Bindung des trunkierten Proteins CLP-36 ALIM
an das Aktinzytoskelett (C); lokale Ausbildung CLP-36-reicher Schweifstrukturen; inverse Fluores-
zenzmikroskopie, x1000, Zeitraffer der Videos: 3- bis 15-fach; fiir (A): 150-fach.
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30033/NVT7_3 29032/36VT7.1a

Abbildung 4.27: Mit Vaccinia-Virus infizierte PtK2-Zellen, die CLP-36ALIM-EGFP (A) und
CLP-36-EGFP (B) exprimieren; inverse Fluoreszenzmikroskopie, x1000

erfassen.

Die beiden Fusionsproteine CLP-36-EGEFP und CLP-36(451-257)-EGFP lokalisierten bei-
de homogen an das Aktinnetzwerk des Vaccinienschweifs. Die CLP-36-EGFP und CLP-
36(as 1-257)-EGEP exprimierenden Zellen zeigten jedoch hinsichtlich der Morphologie und
Dynamik des Schweifs keine signifikanten Unterschiede, der Einbau des trunkierten CL.P-36
ohne LIM-Doméne in den Aktinschweif schien sich also nicht auf dessen Funktion auszuwir-

ken (4.27, Filme 30033/NVT7_3 und 29032/36V1T7.1a).

4.12 Phosphorylierung von CLP-36

Die Funktion vieler Proteine wird iiber ihre Phosphorylierung gesteuert. Diese wird inner-
halb eines Stimulus-abh&ngigen Signalweges durch spezifische Kinasen und Phosphatasen
reguliert. Die Phosphorylierung wurde

(1) in vivo durch Immunprézipitation von CLP-36 aus ruhenden und aktivierten Plittchen
(4.12.1 u. 4.12.3) oder

(2) in vitro durch Inkubation von Zellysaten, die eine Kinase iiberexprimieren, mit rekom-
binantem CLP-36 (4.12.2) analysiert.

4.12.1 Untersuchung der Proteinkinase A abhingigen Phospho-
rylierung von CLP-36 in [*’P]-Orthophosphat-markierten
Plattchen

CLP-36 wurde urspriinglich als potentielles Substrat der Proteinkinase A aus Pliattchen iso-
liert (s.S.3). Daher wurde untersucht, ob CLP-36 wéhrend einer cAMP-vermittelten Platt-
cheninhibierung phosphoryliert wird. Dafiir wurden Plittchen mit [*2P]-Orthophosphat mar-
kiert und anschliefend mit Iloprost behandelt. Das Prostacyclin-Analog Iloprost erhcht die
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intrazellulire cAMP-Konzentration und fithrt zu einer Proteinkinase A-vermittelten Phos-
phorylierung spezifischer Zielproteine (s.S.3). Die Plidttchen wurden nach Inkubation mit
lNloprost lysiert und CLP-36 spezifisch immunprézipitiert. Die Prézipitate wurden durch
SDS-PAGE aufgetrennt und geblottet. Die Autoradiographien der Western-Blots zeigten,
dafl nach Inkubation mit Iloprost die Proteinkinase A-Substrate P22, p39 und p50 (Siess
und Lapetina, 1990) phosphoryliert wurden, nicht jedoch das immunprézipitierte CL.P-36
(4.28). CLP-36 scheint also kein Substrat der Proteinkinase A zu sein und kann deshalb
nicht mit einer Hemmung der Plédttchenfunktion in Zusammenhang gebracht werden.
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Abbildung 4.28: Untersuchung der Proteinkinase A -vermittelten Phosphorylierung von CIL.P-
36 in Thrombozyten. Plittchen wurden nach Markierung mit [*2P]-Orthophosphat ohne (control,
c¢) oder mit 1uM Ioprost (Ilo) fiir 5min. inkubiert. CLP-36 wurde immunprézipitiert und die
Immunprézipitate geblottet. In den Negativkontrollen wurde Priimmunserum verwendet. (A) Au-
toradiographie nach 5d Exposition im Phospho Imager, (B) Anti-CLP-36 Western-Blot.
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4.12.2 Untersuchung der Phosphorylierung von CLP-36 durch die
LIM-Kinasen I und II n vitro

Das Motiv ASGV an Position 169-172 in CLP-36 tritt auch in der ADF/Cofilin Konsen-
sussequenz ASGVXVXD auf (Agnew et al., 1995). Die Funktion der ADFs (Aktin depoly-
merisiernde Faktoren), zu denen auch Cofilin gehért, wird iiber die Phoshorylierung dieser
Sequenz am Serinrest durch die TLIM-Kinase I reguliert (Yang et al, 1998). Es wurden daher
in vitro Phosphorylierungs-Experimente mit [y->2P] ATP durchgefiihrt, um zu untersuchen,
ob CLP-36 ein Substrat der LIM-Kinase I oder LIM-KinaseII ist. Die Fxperimente wurden
freundlicherweise von Prof. Dr. Kensaku Mizuno durchgefiihrt (Kyushu Universitiit, Japan).
In den Assays konnte allerdings nur das Kontrollprotein Cofilin phosphoryliert werden, re-
kombinant exprimiertes 6 x His-CLP-36 und das trunkierte 6xHis-CLP-36 ALIM (AS 1-256
aus CLP-36) waren kein Substrat der LIM-KinasenI und II (s. Abb. 4.29 und Abb. 4.30). In
Plattchenlysat konnte allerdings ein Protein im unteren Molekulargewichtsbereich identifi-
ziert werden, das spezifisch von LIM-Kinase I phosphoryliert wurde (s. Abb.4.30A). Hierbei
konnte es sich um das endogene Cofilin (21 kDa) aus Plittchen handeln. Ein anderes Substrat
der LIM-Kinase I konnte in Plittchenlysat nicht gefunden werden.

4.12.3 Immundetektion der Serinphosphorylierung von CLP-36

Um die Serinphosporylierung von CLP-36 zu untersuchen, wurden monoklonale Phospho-
serin(P-Ser)- Antikorper zur Untersuchung des immunprézipitierten CLP-36 im Western-
Blot eingesetzt. In ruhenden Pléttchen konnte bereits eine basale Serinphosphorylierung von
CLP-36 detektiert werden (s. Abb.4.31). Die Serinphosphorylierung von CLP-36 war nach
Aktivierung der Pléttchen mit Thrombin oder Inaktivierung der Pléattchen mit Iloprost quan-
titativ unveréndert (nicht gezeigt). Dies deutet darauf hin, dafl die Serinphosphorylierung
von CLP-36 keiner aktivierungs- oder inaktivierungsabhéngigen Regulation unterliegt. Aller-
dings ist die Moglichkeit nicht auszuschliefen, dafl eine gleichzeitige Phosphorylierung und
Dephosphorylierung von CLP-36 in der Zelle stattfindet, so dafl die detektierbare Nettophos-
phorylierung gleich bleibt.
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Abbildung 4.29: In wvitro TIM-Kinase Assay mit CLP-36. Lysate von COS-7 Zellen, die
mit Expressionsplasmiden transfiziert wurden, die C10-LIM-KinaseI Fusionsprotein (A,B,C) und
HA (Hamagglutinin)-LIM-Kinase IT Fusionsprotein (a,b,c) exprimierten, wurden mit Anti-C10 bzw.
Anti-ITA Antikérper immunprazipitiert, und einer in vitro Kinase Reaktion mit [y-32P] ATP unter-
zogen in Anwesenheit von Cofilin, das als Positivkontrolle eingesetzt wurde, oder CL.P-36. Als Ne-
gativkontrolle wurde die kinaseinaktive Mutante DA oder Substrat ohne Kinase verwendet. Der Re-
aktionsansatz wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt (A,a) Proteinfirbung mit Amido black (Oka-
no I, J. Biol. Chem. 270, 31321-31330 (1995)). (B,b) Autoradiographie. (C,c) Die Expression der

LIM-Kinasen wurde durch Western-Blotting bestétigt. Abkiirzungen: WT = Wildtyp-LIM-KinaseT,
LIMK1 =LIM-Kinase I, LIMK2 = LIM-Kinase II.
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Abbildung 4.30: In vitro TL.IM-Kinase Assay mit dem trunkierten Protein CLP-36ALIM. Lysa-
te von COS-7 Zellen, die Expressionsplasmide mit LIMK1 c¢DNA enthielten, wurden mit Anti-
LIMK1 Antikérper immunprézipitiert, und einer in vitro Kinase Reaktion mit [7—32P] ATP un-
terzogen in Anwesenheit von Cofilin (0,2meg/ml), das als Positivkontrolle eingesetzt wurde, CLP-
36ALIM (0,2 mg/ml) oder Plittchenlysat (0,1 mg/ml). Als Negativkontrolle wurde der pUCD2 Vek-
tor (mock) eingesetzt. (A) Nach 30 Min. Inkubation wurde der Reaktionsansatz iiber SDS-PAGE
aufgetrennt und phosphoryliertes Protein autoradiographisch visualisiert. In Plattchen wurde ein
Protein spezifisch phosphoryliert (Pfeilspitze in (A)). Der Molekulargewichtsmarker zeigt offenbar
das falsche Molekulargewicht an, denn His-CLP-36 ATIM besitzt ein theoretisches und experimen-
telles Molekulargewicht von etwa 27 kDa anstatt 31 kDa. (B,b) Die Expression der LIM-Kinase I
wurde durch Western-Blotting bestitigt. (C,c) Proteinfirbung mit Amido black. LIMK1 = T.IM-

Kinasel.
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Abbildung 4.31: Anti-CLP-36 (1,2) und Anti-P-Ser (3-6) Western-Blot von CLP-36 Immun-
prézipitaten (s. 3.13.2) (2,4,5), Kontrollprizipitat mit Praimmunserum (3), ganze Plittchen (1,6).
Serinphosphorylierung konnte in prizipitiertem CLP-36 (Spur 4) detektiert werden, aber nicht in
der Kontrolle mit Praimmunserum (Spur 3). Die Detektion von Phosphoserin konnte kompetitiv
gehemmt werden, wenn der Anti-P-Ser Antikorper (0.1 pg/ml) fiir 1h mit Phosphoserin (10 p1g/ml)
prainkubiert wurde (Spur 5). Anti-P-Ser IgM (Klon 16.B.4), Zweit-Antikorper: Anti-Maus-IgM
(1:1000), s.S.19.
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5.1 Sequenzhomologien und Primérstruktur

Phylogenetische Konservierung

Eine Analyse des offenen Leserahmens des CLP-36-Gens zeigte, dafl das Protein eine C-
terminale LIM-Doméne und eine N-terminale PDZ-Doméne enthélt, zwei Motive fiir Protein-
Protein-Interaktionen (s. Abb.4.1). Das Protein wurde aufgrund seiner 86%igen Aminoséure-
sequenz-Identitit zu CLP-36 aus Rattus norvegicus (Wang et al., 1995) als humanes CLP-36
bezeichnet. Zu dem als CLIM bezeichnetem homologen Protein aus Mus musculus (AF053367)
besteht eine Sequenzidentitit von 88 % . Weiterhin wurde kiirzlich das humane CLIMI1 aus
einer Adenocarcinom-cDNA-Bank kloniert wurde (AA065047; Kotaka et al., 1999). Dieses ist
identisch mit der CLP-36-Sequenz, mit Ausnahme der Position 21, an der ein Glycin gegen
Arginin ausgetauscht ist. Die DNA zeigt an dieser Region eine Abfolge vier abweichender
Nukleotide in den fiir die Positionen 20 und 21 kodierenden Nukleotidtripletts (Austausch
GGC GGC gegen GGG CGA). Interessanterweise ist in der CL.P-36-Sequenz aus Mus muscu-
lus das gesamte kodierende Nukleotidtriplett fiir die Aminoséure 21 deletiert. Diese Region
kénnte also ein bevorzugter Ort fiir Mutationen sein. Daf} es sich bei CLP-%6 und CLIM1
um zwei eng verwandte Gene handelt, ist unwahrscheinlich, denn die gefundenen Expressed
Sequence Tags (ESTs) sind in dem kritischen Bereich alle mit der CLP-36-Sequenz identisch,
nicht aber mit CLIM1. Das Gen CLIM1 kénnte daher als mutiertes C'LP-36 betrachtet wer-
den.

In einer Hefechromosom-Datenbank konnte ein offener Leserahmen gefunden werden, der
fiir ein hypothetisches 44 kDa-Protein kodiert. Dieses weist im Mittelteil 22%ige Identitét
mit CLP-36 auf. Interessanterweise sind ein Grofiteil der identischen Aminoséduren Serin und
Prolin (s. Abb.4.4). Der phylogenetisch hohe Grad der Konservierung weist auf eine wichtige
Rolle dieser Aminoséuren fiir die Funktion beider Proteine hin. Dieselben Aminosiuren sind
auch in CLP-36 aus Ratte und Maus konserviert. Eine Analyse der Proteindatenbanken des
National Center of Biotechnology Information (NCBI) zeigte, daf8 die mit CLP-36 verwand-
ten Proteine generell einzelne konservierte Serin- und Prolinreste im Mittelteil aufweisen
(nicht gezeigt). Diese sind jedoch nicht durchgehend konserviert und auch nur teilweise iden-
tisch mit den konservierten Prolin- und Serinreste, die sich in dem hypothetischen 44 kDa
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Protein aus Hefe (s.0.) finden. Sie kénnten zu einer phylogenetischen Klassifizierung der zu
CLP-36 verwandten Proteine herangezogen werden (s. hierzu auch Abb.4.3).

Die PDZ/LIM-Domine Proteinfamilie

CLP-36 gehort zur Familie der PDZ/TLIM-Doméne-Proteine, die eine N-terminale PDZ-
Doméne und eine oder drei C-terminale LIM-Doménen enthalten. Dazu zéhlen ALP (Aktinin-
assozilertes LIM-Protein; Xia et al., 1997) und RIL (“Reversion-Induced LIM-Protein; Kiess
et al., ,1995), die jeweils eine LIM-Domiéne enthalten, sowie Enigma (Wu und Gill, 1994),
ENH (Enigma Homolog, Kuroda et al., 1996) und die zu ENI homologen Proteine Cypher
(Zhou et al., 1999) ZASP (Faulkner et al., 1999) und Oracle (Passier et al., 2000), die je
drei LIM-Doménen besitzen. (s. Abb.4.2 und 5.1). ALP und RIL zeigen die héchste Ho-
mologie zu CLP-36, v.a. innerhalb der LIM- und PDZ-Doménen. Im Mittelteil sind einige
kurze Sequenzabschnitte und Prolinreste konserviert (s. Abb.4.3). Prolin ist eine Iminoséure
und héufig an den Knicken gefalteter Proteinketten zu finden. Die konservierten Prolinreste
konnten also fiir die Ausbildung bestimmter Sekundérstrukturelemente benétigt werden.

ALP, ENH und Cypher/Oracle/ZASP werden spezifisch in Herz- und Skelettmuskel ex-
primiert, interagieren iiber ihre PDZ-Doméne mit a-Aktinin-2 und lokalisieren an die Z-
Scheibe des Muskelsarkomers. KNH wird in frithen embryonalen Entwicklungsstadien im
Herz verstarkt exprimiert. Die LIM-Doméne von ENH interagiert mit Isoformen der Prote-
inkinase C in vitro und méglicherweise in vivo (Kuroda et al., 1996). Die Proteinkinase C
phosphoryliert ENH in vitro; nach Aktivierung der Proteinkinase C transloziert ENH aus
der Membran in das Zytosol. Diese Daten sprechen dafiir, da3 eine Phosphorylierung von
ENH dessen zelluldre Verteilung reguliert. Die Proteinkinase C wird wihrend der hypertro-
phen Entwicklung der Herzmuskelzellen aktiviert. Daher wird fiir ENH eine Bedeutung fiir
die Herzentwicklung postuliert (Nakagawa et a., 2000).

Enigma bindet iiber die LIM-Doméne 2 und 3 in vitro an Isoformen der Proteinkinase C
und iiber die PDZ-Domaéne an das aktinfilamentassoziierte Tropomyosing3. Enigma und Tro-
pomyosin kolokalisieren an der Z-Scheibe des Muskelsarkomers (Guy et al., 1999). Enigma
wird im Gegensatz zu KNH auch in nichtmuskuléren Zellen exprimiert und bindet dort an
Aktinfilamente iiber ein noch nicht identifiziertes filamentassoziiertes Protein (Durick et al.,
1998). Die zweite LIM-Doméne aus Enigma interagiert mit einem tyrosinhaltigen Motiv der
onkogenen Rezeptor-Tyrosinkinase-Chimére Ret/ptc2 (Durick et al., 1996). Diese Assozia-
tion ist essentiell fiir die mitogene Signaltransduktion durch Ret. Die dritte LIM-Doméne
von Enigma bindet spezifisch an ein tyrosinhaltiges “tight turn“ Motiv im Insulinrezeptor
(InsR). Tyrosinhaltige “tight turn“ Motive stellen endozytotische Kodes dar. Enigma kénnte
somit an der Endozytose des Insulinrezeptors beteiligt sein (Wu et al., 1996).

Ril wurde urspriinglich identifiziert als ein Gen, dessen Transkription in H-Ras-transfor-
mierten Rattenfibroblasten reprimiert wird und in transformierten Zellen, die zu ihrem ur-
spriinglichen Phénotyp zuriickgekehrt sind, induziert wird (“reversion-induced®; Kiess et al.,
1995). Das Expressionsmuster von RIT weist auf eine physiologische Funktion des Proteins in
epithelialen Zellen und den postmitotischen Neuronen des Gehirns hin. Ril assoziiert mit den
F-aktinreichen Zellkontakten in Zellkulturzellen und apikalen Membrandomé&nen in polari-
sierten Epithelzellen. Es komplexiert {iber LIM- und PDZ-Interaktionen mit sich selbst, der
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Abbildung 5.1: Proteine der PDZ/LIM-Domiéne Familie und ihre Interaktionspartner. Schemati-
sche Darstellung von CLP-36 aus Mensch (hCLP-36) und Ratte (rCLP-36), ALP gk, von dem eine
verkiirzte Spleifivariante im Herz existiert (ALPz), RIL, Enigma, ENH und Cypher. Die Zahlen ge-
ben die Sequenzidentitit der jeweiligen Doméne zu hCLP-36 in % an. Die Zytoskelettproteine sind
schwarz, die Signalproteine hellgrau markiert. Abktirzungen: CLP-36, C-terminales TL.IM-Doméne
Protein; ALP, Aktininassoziiertes LIM-Doméne Protein; RIL, “Reversion-Induced“ LIM-Protein;
ENH, Enigma Homolog; Ret, Rezeptor-Tyrosinkinase; pte, Papilldres Schilddriisenkarzinom (engl.

“papillary thyroid carcinoma“).
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Phosphotyrosin-Phosphatase PTP-BL (“BAS-like“) und dem zu Zyxin verwandtem TRIP6
(Thyroidrezeptor Interagierendes Protein-6), wobei PTP-BL und TRIP-6 ebenfalls iiber eine
LIM/PDZ-Interaktion verkniipft sind. Das humane Homolog von PTP-BL interagiert iiber
seine PDZ-Doménen mit Fas, einem Zelloberfachenrezeptor fiir die Vermittlung der Apop-
tose, und mit PARG-1, einem GTPase(Rho)-aktivierenden Protein (Cuppen et al., 2000).
Ril kann wie InaD (s.S.13) Homodimere ausbilden. Dies 148t vermuten, dafl es &hnlich wie
das grofle Adaptermolekiil InaD Proteinkomplexe zu multimeren Einheiten verbinden kann.
Das mit Ril assoziierte TRIP6 ist wahrscheinlich an der rdumlichen Organisation von Aktin-
filamenten beteiligt (Beckerle, 1997) und bindet das duere Membranprotein OpaP, das die
Adérenz und Invasion von Neisseria gonorrhoeae vermittelt (Williams et al., 1998). Da die
bakterielle Invasion ein zytoskelettabhéngiger Prozef3 ist, sollte herausgestellt werden, daf3
CLP-56 in Epithelien des Diinndarms sowie der Mukosa des Verdauungstrakts exprimiert
(Vallenius et al., 2000) ist und somit ebenfalls an potentiellen Eintrittspforten von Pathoge-
nen vorliegt.

In dem durch Ril vermittelten Proteinkomplex verdeutlicht sich die Adapterfunktion
der LIM- und PDZ-Domaéne-Proteine und ihre F&higkeit, signalregulierte Proteinkomple-
xe auszubilden. Proteine dieser Familie interagieren meist mit der PDZ-Domé&ne mit einem
Zytoskelettprotein und binden mit der LIM-Domé&ne an Signalproteine. Die Proteine der
PDZ/LIM-Domiéne-Proteinfamilie kénnten also durch Rekrutierung von Signalproteinen an
der Regulation des Aktinzytoskeletts beteiligt zu sein, wobei eine selektive Interaktion mit be-
stimmten Isoformen der PKC besonders héufig ist. Auch die LIM-Doméne der LIM-Kinase I
(s.5.9) interagiert in vivo und in vitro mit PKC (Kuroda et al., 1996). Die insgesamt 11 Isofor-
men der PKC regulieren eine Vielzahl zellulérer Funktionen. Durch LIM/PKC-Interaktionen
konnte die unterschiedliche Lokalisation und Funktion der PKC-Isoformen reguliert werden.
Von vielen PDZ/TIM-Proteinen (ENH, Cypher, ALP) existieren Varianten, die durch al-
ternatives splicing entstehen. Einige davon werden abhéngig vom Entwicklunsstadium ex-
primiert. Ein aus der glatten Muskulatur isoliertes 36 kDa PDZ/LIM-Protein wird wihrend
der Muskeldifferenzierung stark herunterreguliert (Pomies et al., 1999). Die Expression von
ENH, das hmolog zu ALP ist, korreliert mit der hypertrophen Entwicklung des Herzmuskels.
Dies zeigt, dal PDZ/TLIM-Proteine auch in die Zelldifferenzierung involviert sind und da8
die Kommunikation zwischen Transmembramproteinen und dem Zytoskelett nicht nur fiir
die Zellfunktion im adulten Organismus, sonderen auch fiir die Zelldifferenzierung bedeut-
sam ist. Nachdem fiir viele Proteine mit PDZ und/oder LIM-Doménen bereits zahlreiche
Interaktionspartner bekannt sind (z.B. fiir Ril, Paxillin, Hic-5), stellt sich die Frage, wie
die Zusammensetzung und Architektur dieser Proteinkomplexe reguliert werden und wie sie
zur Zellbewegung und Zelldifferenzierung beitragen. Die Antworten darauf werden zu einem
erweiterten Verstédndnis spezifischer Membran- und Zytoskelettdoménen an apikalen Epithel-
zellmembranen, den fokalen Adhésionen oder den elektronendichten Banden der Stressfasern
fithren.

5.2 Expression von CLP-36

Uber Western-Blot bzw. indirekte Immunfluoreszenz konnte CLP-36 in Plittchen, Endo-
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thelzellen, Hel.a-Zellen und glatten Muskelzellen nachgewiesen werden. Die anndhernd 200
(Stand August 2000) CLP-36-Teilsequenzen aus einer EST-Datenbank stammen aus 25
verschiedenen Geweben und Zelltypen (vendse und arteriellen Endothelzellen, Fibroblasts,
Jurkat T-Zellen, Coloncarcinom-Zellen). CLP-36 kénnte also ubiquitér exprimiert sein. In
Nothern-Blots konnte CLP-36 in Herz, Skelettmuskel, Milz, Diinndarm, Kolon, Placenta,
Lunge, Leber, Thymus, Niere, Prostata und Pankreas nachgewiesen werden, wobei die Ex-
pression in Herz und Skelettmuskel besonders stark war (Kotaka et al., 1999). Auch konnten
EST-Sequenzen von CLP-36 aus Herz- und Skelettmuskel gefunden werden. Im Gegensatz
dazu konnte CLP-36 in Ratte und Maus nicht im Skelettmuskel nachgewiesen werden (Wang
et al., 1995; Vallenius et al., 2000). Es koénnten also speziesspezifische Unterschiede in der
Expression von CLP-56 bestehen. In situ Hybridisierungen an embryonalen und adulten
Mé&usen zeigen eine starke Fxpression von CLLP-36 in den Epithelien der Haut und des Darms,
die bereits in frithen Stadien der Entwicklung einsetzt (Vallenius et al., 2000). CLP-36 koénn-
te also eine Rolle fiir die Differenzierung der Epithelien wiahrend der Embryogenese spielen.
CLP-36 ist im Gegensatz zu den verwandten Proteinen ALP, EH (Enigma-homolog), Cy-
pher, Oracle und ZASP (s.u.) nicht auf Skelettmuskel und Herz beschrénkt und &hnelt darin
dem homologen PDZ/TIM-Doméne Protein Ril, dessen Gen ebenfalls in mehreren Gewebs-
typen exprimiert wird. RIL wird wie CLP-36 stark in embryonalen und adulten Epithelien
exprimiert (Kiess et al., 1995; Vallenius et al., 2000); es ist jedoch in Epithelien aus Hirn,
Testis, mittelgrolen Bronchien, uterindren Tuben und Magen konzentriert, wahrend CLP-36
in diesen Geweben nur schwach exprimiert ist oder fehlt. Die nichtiiberlappende Fxpression
von CLP-36 und RIL weist auf eine gewebsspezifische, nicht redundante Funktion beider
Proteine hin.

5.3 Assoziation von CLP-36 mit dem Aktinzytoskelett

Durch Immunfluoreszenz konnte gezeigt werden, dal CLLP-36 in Plidttchen, Endothelzellen,
Epithelzellen und venésen glatten Muskelzellen mit dem Aktinzytoskelett assoziiert. In ru-
henden, konfluenten Endothelzellen war CLP-36 zytosolisch und mit dem submembranirem
Aktinsaum assoziiert. Es translozierte an die kontraktilen Stressfasern nach Aktivierung der
Endothelzellen. In aktivierten Pléttchen translozierte CLP-36 an die filopodialen Aktinfila-
mente und Stressfasern sowie an das kortikale Aktinnetzwerk. Das kortikale Aktinnetzwerk
ermoglicht die radidre Ausbreitung des Plattchens nach Aktivierung und bildet einen stark
lichtbrechenden Wulst mit einer hohen Konzentration an quervernetzten Aktinfilamenten.
Dort kénnen sich Proteine unspezifisch ansammeln. Durch Konfokalmikroskopie wurde ge-
zeigt, dafl CLP-36 spezifisch (d.h. in einer konfokalen Ebene) mit dem kortikalen Aktinsaum
assoziiert.

Die Assoziation von CLP-36 mit dem Aktinzytoskelett konnte sowohl an permeabilisier-
ten Zellen, als auch elektronenmikroskopisch an kryosubstituierten Ultradiinnschnitten von
Plattchen gezeigt werden. Dariiberhinaus lokalisierte fluoreszierendes CLP-36-EGEP in vi-
vo an das Aktinzytoskelett in Endothelzellen und Epithelzellen. Auch durch Zellfraktionie-
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rung und anschlieende Isolierung des F-Aktins wurde gezeigt, dafl CLP-36 in den F-Aktin-
haltigen Zellfraktionen aus Plittchenlysaten spezifisch mit F-Aktin assoziiert. Zusammen-
genommen zeigen diese Ergebnisse, dal CLP-36 und F-Aktin physikalisch assoziiert sind
und dafl diese Assoziation spezifisch ist und in vivo stattfindet. Die Lokalisation von CLP-
36 legt nahe, dal es eine Rolle bei der Ausbildung, Funktion oder Regulation filamentoser
Aktinstrukturen spielt. Diese erméglichen den Gestaltwandel, die Kontraktion und Ausbrei-
tung der Plattchen sowie die Kontraktion aktivierter Endothelzellen. Da CL.P-36 in lysierten
Plattchen auch in der membranskelettdren Fraktion angereichert war, ist es wahrscheinlich
auch mit dem Membranskelett assoziiert. Das Membranskelett besteht aus Aktinfilamen-
ten, die die Zellform stabilisieren und ein Netzwerk fiir die Integration von Signalproteinen
ausbilden. An dieser Stelle konnte CLP-36 auch in die Signaltransduktion zwischen Trans-
membranproteinen und dem Zytoskelett involviert sein.

Durch Elektronenmikroskopie konnte CLP-36 an den Fibrin/Plittchen-Kontakten im
Pléttchen-Klot detektiert werden. Fibrin/Plittchen-Kontakte sind spezielle fokale Adhésio-
nen (s. Einleitung), die sich spit nach der Thrombin-induzierten Fibrinbildung und Pléttche-
naggregation ausbilden. Das o33 Integrin wird durch Bindung an das multivalente Fibrin
zu Klustern vereinigt und physikalisch mit dem Zytoskelett verkniipft. Dies geschieht iiber
die cytoplasmatische Doméne der 3-Untereinheit, die durch Rekrutierung fokaler Adhési-
onsproteine wie Vinkulin, Talin, Filamin und «-Aktinin mit dem kontraktile Aktomyosin
verbunden wird. Die Kolokalisation von CLP-36 mit den Fibrin/Plidttchen-Kontakten 148t
darauf schliefen, dafi CLP-36 eine weitere Komponente dieser fokalen Adhésionen darstellt.
Als solche konnte es an der fibrinvermittelten Plittchenseparation und der sich anschlieflen-
den Retraktion des Plattchenklots, die mit einer Internalisierung der Fibrinbiindel verbunden
ist, beteiligt sein kann (Morgenstern et al., 1990).

5.4 Interaktion von CLP-36 mit a-Aktinin-1

Auf den Stressfasern war CLP-36 periodisch angeordnet und kolokalisierte mit dem fila-
mentbiindelnden a-Aktinin (s. 2.3.1). An dem lamellipodidrem Aktinsaum adhérenter Plitt-
chen und dem cortikalen Aktinnetzwerk konfluenter Endothelzellen quervernetzt a-Aktinin
Aktinfilamente. Dort kolokalisierte a-Aktinin ebenfalls mit CLP-36. An den «-Aktinin-
reichen fokalen Adhésionen in adhérenten Pldttchen, Endothelzellen und glatten Muskel-
zellen konnte allerdings kein CLLP-36 detektiert werden. Entweder ist CLLP-36 an den fokalen
Adhé#sionen nicht zugénglich fiir den Antikorper, oder es ist dort abwesend. Der Ausschluf3
von CLP-36 an den fokalen Adhésionen in diesen Zellen koénnte durch Maskierung der mit
CLP-36 interagierenden Doméne von a-Aktinin oder durch kompetitive Bindung eines an-
deren Proteins verursacht werden.

Im Yeast two-hybrid System konnte CLP-36 direkt mit der nichtmuskuldren Isoform o-
Aktinin-1 interagieren. Durch Koimmunprézipitation von CLP-36 und o-Aktinin aus Plétt-
chenlysaten wurde gezeigt, dafl die Interaktion beider Proteine spezifisch ist und in vivo statt-
findet. In Affinitétsblots interagierte auch rekombinantes CLP-36 spezifisch mit a-Aktinin.
Dies spricht dafiir, dal eine posttranslationale Modifikation von CLP-36 fiir die Interaktion
nicht noétig ist.
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In unstimulierten Pléttchen liegt zwar ca. 40 % des Aktingehalts filamentds vor, aber nur
ein Bruchteil sedimentiert aus Plittchenlysaten bei 15000g (Fox, 1993). Das erkldrt sich
daraus, daf3 die Filamente in ruhenden Pléttchen kiirzer und schwécher quervernetzt sind.
Dies wiirde bedeuten, dafl die Quervernetzung ein wihrend der Aktivierung aktiv gesteuer-
ter ProzeB ist und somit aktinfilament-quervernetzende Proteine wie a-Aktinin Zielproteine
einer aktivierungsabhéngigen Signalkaskade sind. Tatséchlich konnte gezeigt werden, dafl die
Aktin-gelatierende Aktivitit von a-Aktinin durch Bindung von Ca?t an die EF-Hand I und
durch Bindung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat an die Aktin-bindende Doméne
gesteuert wird (Fukami et al., 1992). Auch die Interaktion von a-Aktinin mit der Protein-
kinase N, einem Effektor von Rho, wird direkt durch Ca?* und Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat reguliert (Mukai et al., 1997)(s. Einleitung). In diesem Zusammenhang wurde
an Immunpréazipitaten untersucht, ob die Interaktion von CLP-36 mit a-Aktinin durch Ak-
tivierung der Plittchen beeinflult wird. Dazu wurden Plattchen mit Thrombin aktiviert,
das zur vollstindigen Plattchenaktivierung, verbunden mit Gestaltwandel, Sekretion und
Aggregation, fithrt. Thrombin aktiviert die kleine GTPase Rho, die die Bildung von Phos-
phoinositiden induziert. Uber eine Aktivierung der Phospholipase C bewirkt Thrombin auch
die Mobilisierung von Ca?*. Die CLP-36-bindende Aktivitit von a-Aktinin blieb nach der
Aktivierung mit Thrombin jedoch unveréndert. Die Bindung von CLP-36 an a-Aktinin wur-
de auch durch Chelatierung des intrazelluliren Ca?* mit BAPTA-AM nicht beeinfluit. Die
CLP-36/a-Aktinin-Interaktion unterliegt also offenbar keiner aktivierungsabhéngigen Regu-
lation.

Eine Depolymerisation der Aktinfilamente durch Behandlung der Thrombozyten mit Cyto-
chalasin D war ebenfalls ohne Einfluf§ auf die CLP-36/a-Aktinin-Interaktion. Dies bedeutet,
daf} die Interaktion beider Proteine in vivo nicht an die Bindung von a-Aktinin an Aktinfi-
lamente gekoppelt ist.

Durch Zellfraktionierung wurde festgestellt, da} CLP-36 und a-Aktinin wihrend der Plitt-
chenaktivierung koordiniert an das sich ausbildende zytosolische Aktinfilament-Netzwerk
translozieren.

Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dafl CLP-36 und a-Aktinin konstitutiv interagieren und
bereits im Zytosol als Komplex vorliegen, der fiir eine Aktinfilamentvernetzung nach Akti-
vierung der Zelle zur Verfiigung steht.

5.5 Interaktion von CLP-36 mit Isoformen a-Aktinin-2
und o-Aktinin-4

CLP-36 interagiert nicht nur mit a-Aktinin 1, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, sondern
auch mit a-Aktinin 2, das in der quergestreiften Herz- und Skelettmuskulatur exprimiert
wird, und mit a-Aktinin 4, das in nichtmuskulidren Zellen exprimiert wird. Im Myokard as-
soziiert CLP-36 durch Bindung an die EF-Hand-Region von a-Aktinin-2 mit der Z-Scheibe
und der interkalierenden Scheibe, die mit Vinkulin kolokalisiert (Kotaka et al., 2000). Der
C-terminus von a-Aktinin-2 inhibiert die Verteilung von a-Aktinin entlang der diinnen Fi-
lamente des Muskels und hélt somit den konstanten Abstand der periodisch angeordneten
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Z-Scheiben aufrecht (Lin et al., 1998). Da CLP-36 mit der C-terminalen Region von a-
Aktinin-2 interagiert, konnte es in diesen Prozefl involviert sein.

In COS-Zellen assozilerte CLP-36 mit a-Aktinin-4 (Vallenius et al., 2000), das mit Zell-
bewegung und Krebsinvasion in Zusammenhang gebracht wird (Honda et al., 1998). Das
iiberexprimierte CLP-36 konnte vollstandig mit a-Aktinin-4 kolokalisieren. In ausgebreite-
ten Thrombozyten schien das endogen exprimierte CLP-36 vor allem mit «-Aktinin-1 an
dem kortikalen Aktinnetzwerk zu interagieren, wihrend die Assoziation mit a-Aktinin-4,
das im Zellzentrum konzentriert war, weniger klar war (s.Abb.4.14). Es kénnte daher sein,
dafl CLP-36 eine hohere Affinitét zu der Isoform a-Aktinin-1 als zu a-Aktinin-4 besitzt.
Wiéhrend eine verminderte Expression von a-Aktinin-1 gesteigerte Zellmotilitdt bewirkt und
den Tumorphénotyp supprimiert, wurde fiir a-Aktinin-4 das Gegenteil gefunden (Gliick und
Ben-Ze ev, 1994). Die Funktion der CLP-36/a-Aktinin Interaktion ist somit differenziert zu
betrachten. Der breiten Gewebsexpression von CLP-36 steht offenbar eine gewebsspezifische
Funktion gegeniiber, die durch Interaktion mit zelltyp-spezifischen a-Aktinin-Isoformen be-
stimmt wird.

In Nierenbiopsien von Patienten mit fokal segmentaler Glomerulosklerose wurde mit An-
tikorpern gegen a-Aktinin und dem fiir diese Arbeit hergestellten Antikérper gegen CLP-
36 eine koordinierte Abnahme beider Proteine im Vergleich zum gesunden Gewebe fest-
gestellt (Dr. Matthias Kretzler, personliche Mitteilung). Morphologische Untersuchungen
unterstiitzen die Annahme, daf ein verdndertes Zytoskelett in den Podozyten fiir die insuf-
fiziente Filtrationsbarriere der Glomeruli verantwortlich ist. Auflerdem wurden Mutationen
im ACTN4-Gen, das fiir a-Aktinin-4 kodiert, als Ursache fiir die familidre Form der fokal
segmentalen Glomerulosklerose erkannt (Kaplan et al., 2000). Méglicherweise kann CLP-36
von dem mutierten a-Aktinin-4 nicht mehr gebunden werden und wird in der Zelle zusammen
mit a-Aktinin degradiert. Ob die Abnahme von CLP-36 in den sklerotischen Glomeruli nur
Begleiterscheinung ist oder in kausalem Zusammenhang mit der Insuffizienz der Glomeruli
steht, mufl noch geklart werden.

5.6 Kartierung der interagierenden Doméinen

Im Yeast two-hybrid System konnten die interagierenden Regionen innerhalb der CLP-
36- und a-Aktinin-Sequenz eingegrenzt werden. Im a-Aktinin-Molekiil interagieren die a-
helikalen “spectrin-like repeats® 2 und 3, die auf dem stabartigen Mittelteil des Molekiils
liegen mit CLP-36. Dieselben “repeats® vermitteln auch die Dimerisierung zweier a-Aktinin
Monomere zum funktionellen Dimer (Djinovié-Carugo et al., 1999; s.2.3.1). Der interagie-
rende Bereich in CLP-36 konnte auf den Mittelteil (AS 81-256) zwischen der N-terminalen
PDZ-Doméne und der C-terminalen LIM-Doméne eingegrenzt werden. Dieser zeigte die vol-
le Bindungsaktivitét. Der N-terminale Teil (AS 1-127) aus CLP-36, der die PDZ-Doméne
enthélt, und die LIM-Doméne (AS 257-329) konnten nicht an a-Aktinin-1 binden. Diese Er-
gebnisse stimmen mit den von Kotaka (2000) erhaltenen yeast two-hybrid-Befunden iiberein,
die zeigen, daf} nicht die PDZ-Doméne, sondern der C-terminale Teil aus CLP-36, der den
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Mittelteil enthilt (AS 129-329), mit a-Aktinin-2 interagiert. Im Gegensatz dazu fand Val-
lenius (2000), dafl der N-terminale Teil der PDZ-Doméne (AS 1-24) fiir die Koimmunprézi-
pitation von CLP-36 und a-Aktinin-1 und -4 aus COS-Zellen benotigt wird. Die homologen
Proteine ALP, ENH und Cypher binden ebenfalls iiber die PDZ-Doméne an a-Aktinin-2
(s. Abb.5.1), was durch Affinitétschromatographie, Koimmunprizipitation und yeast two-
hybrid assays gezeigt werden konnte. Methodische Probleme des Yeast two-hybrid-Systems
scheinen daher nicht dafiir verantwortlich zu sein, dal die PDZ-Doméne aus CLP-36 und
a-Aktinin keine yeast two-hybrid-Interaktion zeigten. Auch die Expression der PDZ-Doméne
in der Hefezelle wurde in der vorliegenden Arbeit kontrolliert und es wurde gefunden, daf das
Hybridprotein DBD-CLP-36 45 1_104 €xprimiert wird. Die PDZ-Doméne von CLP-36 scheint
also im yeast two-hybrid assay tatséchlich nicht mit a-Aktinin-1 zu interagieren.

Das fluoreszierende EGFP-LIM Fusionsprotein konnte in vivo nicht an das Zytoskelett
binden, sondern war homogen im Zytosol verteilt und hielt sich im Kern auf (s.Abb.4.26). Die
nukledre Lokalisation war jedoch nicht spezifisch fiir die LIM-Doméne, denn das Kontroll-
protein EGFP gelangte ebenfalls in den Kern. Wahrscheinlich kénnen beide Proteine auf-
grund ihrer geringen Gréfle durch die Kernporen diffundieren. Das trunkierte CLP-36 ALIM
koprézipitierte weniger a-Aktinin aus Plittchenlysaten und zeigte in vivo eine geringere
Affinitdt zum Aktinzytoskelett. Es konnte daher sein, daf3 die LIM-Doméne die Affinitét
zum a-Aktinin erhoht, wenn sie auch selbst nicht an a-Aktinin bindet. Sie konnte an der
Stabilisierung und Positionierung bestimmter Aminoséduren beteiligt sein.

Mit dem Yeast two-hybrid Screen mit der LIM-Doméne als “bait“ (nicht gezeigt) konnte
kein Interaktionspartner der LIM-Doméne gefischt werden. Auch mit dem GST-LIM Fusions-
protein, das im Pull-down-Assay (nicht gezeigt) und im Blot-overlay-Assay (s.4.9) eingesetzt
wurde, konnte in Pldttchenlysaten kein interagierendes Protein gefunden werden. Allerdings
konnte mit dem His-LIM Fusionsprotein aus Plédttchenlysat ein Protein mit einer Masse
von ca. 20kDa spezifisch koprizipitiert werden (s. Abb.4.17). Hierbei kénnte es sich um ein
interagierendes Protein handeln. Moglicherweise fithrten die Fusionen der LIM-Doméne mit
den Proteinen GST und EGEP zu einer sterischen Hinderung der LIM-Doméne, die die In-
teraktion mit anderen Proteinen blockierte. Durch Fusion der LIM-Domé&ne mit dem relativ
kleinen “His-tag” kénnte dagegen die Interaktion mit dem 20 kDa-Protein erméglicht worden
sein.

Viele LIM-Doméne-Proteine binden an Transkriptionsfaktoren oder konnten zumindest
im Zellkern nachgewiesen werden (s. Einleitung). Die LIM-Doméne von CLP-36 kénnte eben-
falls an ein nukleéires Protein binden, das allerdings in Plattchenlysaten nicht gefunden wer-
den kann, denn Pléttchen besitzen keinen Zellkern. Das fluoresziernde Fusionsprotein CLP-
36-EGFP wurde allerdings in Endothel- und Epithelzellen nicht in den Zellkern importiert,
so daf es eher unwahrscheinlich ist, da3 die LIM-Domaéne an ein nukledres Protein bindet.
Falls die LIM-Doméne von CLP-36 in Analogie zu den LIM-Doménen der verwandten
PDZ/TLIM-Domiéne-Proteine an ein Signalenzym bindet, so kénnte dieses im Pldttchenly-
sat schwer nachweisbar sein, da Signalenzyme in der Zelle meist schwécher exprimiert sind.

Auch die EF-Hand-Region der skelettmuskulidren Isoform a-Aktinin-2 (Kotaka et al.,
2000) ist in der Lage, CLP-36 zu binden. Im Gegensatz zu a-Aktinin-2 bindet die EF-
Hand I aus dem nichtmuskulirem a-Aktinin-1 Ca?* und reguliert dadurch die Bindung an
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andere Proteine (Mukai et al., 1997). Da die Interaktion von CLP-36 und nichtmuskuldrem
a-Aktinin scheinbar Ca?"-unabhéngig ist (s.0.), ist es unwahrscheinlich, dafi CT.P-36 auch
an die EF-Hand-Region der Isoform a-Aktinin-1 bindet.

5.7 CLP-36 auf Stressfasern

Entlang der Stressfasern und auf den Myofibrillen glatter Muskelzellen war CLP-36 peri-
odisch angeordnet und kolokalisierte mit a-Aktinin-reichen Strukturen, den elektronendich-
ten Banden. An den elektronendichten Banden werden die Aktinfilamente durch a-Aktinin
gebiindelt (s.2.3.1). Die Kolokalisation von CLP-36 und a-Aktinin beruht wahrscheinlich
auf der direkten Interaktion beider Proteine (s.o.). Die elektronendichten Banden grenzen
die sarkomer#hnlichen Untereinheiten der Stressfasern ab und alternieren mit Tropomyosin,
Myosin und Filamin (Sanger et al., 1983; Byers et al., 1984). Andere Proteine an den elek-
tronendichten Banden sind Titin, Palladin, Vasodilator-stimulated Phosphoprotein (VASP)
und manchmal Zyxin, und sein Interaktionspartner Cystein-rich Protein (CRP) (Ayoob et
al., 2000; Parast und Otey, 2000; Reinhard et al., 1992; Crawford et al., 1992; Pomies et al.,
1997). Titin, Palladin, Zyxin und CRP1 interagieren wie CLP-36 direkt mit -Aktinin. Pal-
ladin ist essentiell fiir die Ausbildung der Stressfasern und fokalen Adhésionen und existiert
in multiplen Isoformen, von denen einige entwicklungsabhédngig exprimiert werden. Proteine
der CRP-Familie spielen eine wichtige Rolle wiihrend der Muskeldifferenzierung (Arber et
al., 1997; Pomies et al., 1997). Zyxin und CRP binden an die Aktin-bindende Doméne von «-
Aktinin und enthalten Bindungsstellen fiir SH2- und SH3-Doménen, {iber die Signalproteine
rekrutiert werden kénnen. a-Aktinin kann auch selber Signalproteine rekrutieren: es intera-
giert iiber den “spektrin-like repeat® 3 und die EI'-Hand-Region mit der Proteinkinase N und
einer Serin/Threonin-Kinase des MAP-Kinase Signalweges, MEKK1. Die Proteinkinase N ist
ein Effektor der kleinen GTPase Rho und phosphoryliert a-Aktinin in vitro(s. Einleitung).
MEKK1 vermittelt die mitogeninduzierte Zellmigration und kolokalisiert mit a-Aktinin ent-
lang der elektronendichten Banden (Christerson et al., 1999).

Zusammen sprechen diese Daten dafiir, dal a-Aktinin neben seiner filamentquervernetzen-
den Funktion auch eine Rolle in der Signaltransduktion spielt und als Geriistprotein die
Organisation spezifischer Proteinkomplexe reguliert.

Zellmigration verlangt eine dynamische Regulation der Filamentquervernetzung. Phosphoi-
nositide sind als negative (PI-3,4,5-P3) und positive Regulatoren (PI-4,5-Py) der aktinfi-
lamentbindenden Aktivitdt von a-Aktinin bereits bekannt. Die Funktion a-Aktinin-binder
Proteine an den elektronendichten Banden ist jedoch unklar. Die Proteine der CRP-Familie
binden an Zyxin und a-Aktinin und zeigen iiberlappende Gewebsexpression in embryonlen
Epithelien und Fibroblasten (Louis et al., 1997). CLP-36 wird ebenfalls in embryonalen Epi-
thelzellen exprimiert. Auch die verschiedenen Isoformen von Palladin werden verstirkt in
sich entwickelnden Geweben exprimiert. Aufgrund der {iberlappenden Gewebsexpression in
embryonalen Zellen koénnten a-Aktinin, Zyxin, CRP, Palladin und CLP-36 einen Protein-
komplex an den elektronendichten Banden der Stressfasern bilden, der an der Organisation

des Zytoskeletts wihrend der strukturellen und funktionellen Differenzierung der Zellen be-
teiligt ist. Die Proteinkinase N oder die MAP-Kinase-Kinase MEKK1 binden an a-Aktinin
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und koénnten daher potentielle Regulatoren dieses Komplexes darstellen. Durch Besitz der
Protein/Protein-Interaktionsmotive TLIM und PDZ ist CLP-36 pridestiniert, eine Rolle als
Adapterprotein in diesem hypothetischen Proteinkomplex zu {ibernehmen. Rekombinantes
CLP-36 verdnderte die viskoelastischen Eigenschaften eines Aktin/a-Aktinin-Netzwerkes we-
der in Zeit- noch in Frequenz-abhéngigen Messungen (nicht gezeigt, s.3.19). CLP-36 scheint
also per se die filamentquervernetzenden Eigenschaften von a-Aktinin nicht zu beeinfluflen.
Dies weist ebenfalls auf eine Adapterfunktion von CLP-36 hin. CL.P-36 besitzt phylogenetisch
hochkonservierte Serinreste im Mittelteil des Proteins und ist in Pléttchen an Serinresten
phosphoryliert (s. Abb.4.4 und 4.31). Die Adapterfunktion von CLP-36 kénnte somit durch
Serinkinasen reguliert werden.

Es wurde erwartet, da die CLP-36/a-Aktinin-Assoziation durch Mikroinjektion von af-
finitétsgereinigtem CLP-36-Antikérper kompetitiv blockiert werden kann. Um die Funkti-
on von CLP-36 in wvivo zu untersuchen, wurden migrierende Endothelzellen mit CLP-36-
Antikorper injiziert. Die Mikroinjektion des Antikérpers fithrte jedoch zu keiner sichtbaren
Verénderung des Phalloidin-F-Aktin-Zytoskletts. Aus der nachtriglichen Immunfluoreszenz-
detektion von CLP-36 ging hervor, dal CLLP-36 noch gut auf den Stressfasern nachweisbar
war und daher der Antikdrper wahrscheinlich nur unzureichend CLP-36 aus seiner Bindung
an a-Aktinin verdringen konnte.

5.8 In vivo Dynamik von CLP-36 in PtK2-Zellen

Die Assoziation von CLP-36 an Aktinstrukturen konnte durch Expression eines fluoreszie-
renden CLP-36 /EGEFP-Fusionsproteins in lebenden PtK2-Zellen visualisiert werden. CLP-36
lokalisierte an die Stressfasern in periodischer Anordnung, die der fiir PtK2-Zellen typischen
sarcomeren Perodizitét der a-Aktinin-reichen elektronendichten Banden entsprach (Sanger
et al., 1983). Dariiber hinaus war CLP-36-EGEFP an den adhérenten Zellkontakten angerei-
chert. An diesen Regionen inserieren Aktinfilamente in die Membran (Sanger et al., 1983).
An Lamellipodien konzentrierte EGFP-markiertes CLP-36 in hochmotilen Spots und kon-
zentrierte sich in einer Front in dem sich ausbreitenden Lamellipodium. In Membrankréuse-
lungen! war CLP-36 ebenfalls angereichert. Beides weist auf eine Funktion von CLP-36 bei
der Ausbreitung der peripheren Aktinnetzwerke hin.

Die Bildung von Kriuselungen und Lamellipodien (Kotani et al., 1997; Nishiyama et al.,
1994) wird in epithelialen Zellinien (MDCK, KB) auch durch RhoA reguliert. Aktiviertes
RhoA assoziiert mit den peripheren Membrankriuselungen und den Lamellipodien an den
Zellpolen migrierender Endothelzellen (Menager et al., 1999). Es ist daher denkbar, daf die
Motilitéat von CLP-36 an diesen Regionen iiber den Signalweg RhoA—Proteinkinase N—a-
Aktinin—CLP-36 reguliert wird.

Die Lamellipodien, die elektronendichten Banden auf den Stressfasern und die adhéren-
ten Zellkontakte besitzen die Gemeinsamkeit, dafl sie a-Aktinin-reiche Zytoskelettstrukturen
darstellen mit einer hohen Konzentration an schnell-wachsenen Filamentenden?. An diesen

Lengl. “ruffles”
2engl.“barbed ends“
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Filamentenden wird momomeres Aktin inkorporiert (Sanger et al., 1983; Turnacioglu et al.,
1998). Zur Quervernetzung der wachsenden Aktinfilamente miissen neue CLP-36/c-Aktinin-
Komplexe aus dem Zytosol rekrutiert werden. Dies kénnte die hohe Motilitdt der CLP-36-
Spots an den Lamellipodien und Stressfasern erklidren. Die motilen Spots nahe der Stressfa-
sern waren kleiner und weniger als an den Lamellipodien und Membrankriduselungen. Dies
konnte die geringere Aktindynamik an den Stressfasern wiederspiegeln, an denen der Aus-
tausch von monomerem Aktin etwa 10mal langsamer stattfindet als an den Lamellipodien
(Theriot und Mitchison, 1991; Amato uns Taylor, 1986).

Einige der hochmotilen Punkte wurden bei groflerer zeitlicher Auflésung der Videos als
schweifartige Strukturen sichtbar. Da CLP-36 an F-Aktinstrukturen assoziiert, diirfte es
sich hierbei um polymerisierendes Aktin handeln. Schafer et al. (1998) fanden, dafl GI'P-
markiertes ARP2/3 (Aktin Related Protein 2/3) und Capping Protein, die in vitro den Zu-
sammenbau von Aktin regulieren, an den Lamellipodien ebenfalls in motilen Spots konzen-
triert sind. Die Bildung und Beweglichkeit dieser Spots ist an Aktinpolymerisation gekniipft
und abhéngig von der Aktivitat der kleinen GTPasen RhoA, Cdc42 und Racl ist. Da diese
“spots® eine dhnliche Dynamik und Lokalisation zeigen wie die motilen Punkten, in denen
EGEFP-markiertes CLP-36 konzentriert, konnten beide identisch sein. F-Aktin wére dann
mit Arp2/3, Capping Protein und CLP-36 in einem transientem Aktinpolymer vereinigt. Es
ist wahrscheinlich, dafi diese spots auch das mit CLP-36 interagierende a-Aktinin enthalten.
Moglicherweise stellen die transienten Aktinfilamente in den Spots ein Geriist dar, an dem
Proteine fiir die Signaltransduktion rekrutiert werden, allerdings konnten Aktinschweife auch
spontan entstehen, wenn lokal die Aktivierungsenergie fiir eine de novo Polymerisation von
Aktin erreicht wird.

5.9 Phosphorylierung von CLP-36

Die meistem Proteine der PDZ/LIM-Doméne-Familie binden iiber ihre PDZ-Doméne an zy-
toskelettassoziierte Proteine, wiahrend die LIM-Doménen spezifisch mit signaliibermitteln-
den Kinasen und Phosphatasen interagieren (s.5.1). CLP-36 ist wahrscheinich ebenfalls ein
Adaptermolekiil, das Signalenzyme an das Aktinzytoskelett lokalisiert. FEine oder mehrere
aktivierte Kinasen koénnten CLP-36 phosphorylieren und so die Translokation von CLP-36
an die Aktinfilamente regulieren in einem analogen Mechanismus wie fiir ENH und der inter-
agierenden Kinase PKC gezeigt wurde (s.o0.). Die Phosphorylierung und Dephophorylierung
von CLP-36 wiirde dann wie ein molekularer Schalter wirken, der die Translokation des
CLP-36/a-Aktinin-Komplexes an die Aktinfilamente reguliert.

CLP-36 wurde urspriinglich als potentielles Substrat der Proteinkinase A aus Plittchen iso-
liert (s.2.1). Die Proteinkinase A wird durch Erhéhung der cAMP-Konzenrtation in der Zelle
aktiviert. Trotzdem konnte durch eine ErhShung der intrazelluliren cAMP-Konzentration
durch Tloprost kein Anstieg der basalen Serinphosphorylierung von CLP-36 induziert wer-
den (s.4.12.1). CLP-36 ist also offenbar kein Substrat der cAMP-abhéngigen Proteinkina-
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se A, sondern wurde im 2D-Gel als komigrierendes, “kontaminierendes” Protein anstatt des
tatsdchlichen Substrats isoliert. AuBerdem konnten Karin Luber und Christian Eckerskorn
(MPI, Miinchen) durch Trypsinverdau und anschlieBende Mikrosequenzanalyse ein phospho-
ryliertes Heptapeptid in dem Proteinspot ermitteln, das nicht in der Sequenz von CLP-36
gefunden werden konnte. Dies weist ebenfalls darauf hin, dafl in Pliattchen ein zweites Prote-
in mit einem dhnlichem Molekulargewicht und isoelektrischem Punkt wie CLP-36 existiert,
dafl cAMP-abhéngig phosphoryliert wird. Die Heptapeptid-Sequenz konnte bisher in kei-
nem anderen Protein gefunden werden (Suche der SWISS-prot Datenbank mit “advanced
BLAST* bei NCBI, nach Altschul et al.,1997), so da8 das 38 kDa Proteinkinase A - Substrat
in Pléttchen noch nicht identifiziert werden konnte.

Die LIM-KinasenI und IT werden durch die kleinen GTPase Rho, Rac und CDC42 ak-
tiviert und partizipieren an der durch Rho induzierten Stressfaserbildung, der durch Cdc42
induzierten Filopodienbildung und der durch Rac vermittelten Lamellipodienbildung. Sie
phosphorylieren den aktindepolymerisierenden Faktor Cofilin (Yang et al., 1998; Sumi et
al., 1999) und regulieren damit den Aktin-turn-over (s. Einleitung). CLP-36 wurde von bei-
den Kinasen nicht phosphoryliert, obwohl es ein 4-Aminosiduren-Peptid (ASGV) enthilt,
das identisch mit der Konsensussequenz ist, an der die aktindepolymerisierenden Faktoren
phosphoryliert werden. CLP-36 scheint also nicht in die LIM-KinaseI/II-vermittelte Umor-
ganisation des Zytoskeletts involviert zu sein, sondern iiber andere Effektormolekiile an der
Zytoskelettdynamik zu partizipieren.

5.10 Schlussbetrachtung

Funktionell kénnen Proteinkomplexe in der Zelle als eine Art Schaltstelle betrachtet werden,
auf die positive und negative Signale eintreffen kénnen und von der aus Signale ausgehen.
Proteinkomplexe erlauben eine effizientere und spezifischere Signaltransduktion, da Signal-
und Zielproteine in rdumliche Nachbarschaft gebracht werden. Die Proteininteraktionsmo-
tive PDZ und TIM sind beide phylogenetisch hoch konserviert (s.Einleitung). Trotzdem
lieBen sich Proteine, die PDZ- und LIM-Domé&nen besitzen, in den Sequenz-Datenbanken
der Hefepilze (Saccharomyces) und kollektiven Amében (Dictyostelium) nicht mehr finden.
Aus evolutiondrer Sicht sind PDZ/LIM-Doméne-Proteine also wahrscheinlich wéhrend der
Entwicklung hoherer Metazoa, durch Vereinigung der sich konvergent entwickelnden Prote-
inmotive PDZ und LIM in einem Gen, hervorgegangen. Hohere Metazoa zeigen ein kom-
plexeres Maf3 der zelluldren Regulation, da sie auf Zellkommunikation angewiesen sind und
Gewebsdifferenzierung und Organogenese programmieren miissen. Es ist leicht nachvollzieh-
bar, daf hierfiir auch eine Diversifizierung von Adapterproteinen nétig ist. So sind auch die
Adapterproteine CLP-36, ALP, ENH und Ril wahrscheinlich an der Gewebsdifferenzierung
beteiligt. Wahrend ALP und ENH mit der Differenzierung des Herz- und Skelettmuskels in
Zusammenhang gebracht werden, scheinen CLP-36 und Ril wéhrend der Entwicklung der
Epithelien benétigt zu werden.
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Zusammenfassung

CLP-36 war in der Arbeitsgruppe aus humanen Thrombozyten gereinigt und anschlieBend
kloniert worden. In dieser Arbeit wurde CLP-36 mit primér immunchemischen Ansétzen auf
molekularer und zelluldrer Ebene charakterisiert und funktionell eingeordnet. Dies schlof3 die
Untersuchung der intrazelluldren Lokalisation von CLP-36, die Suche nach interagierenden
Proteinen, sowie Versuche zur Regulation von CL.P-36 ein.

CLP-36 besitzt eine N-terminale PDZ- und eine C-terminale LIM-Domé&ne und gehort
somit zur Gruppe der PDZ/LIM-Doméne-Proteinfamilie. Die meisten Proteine dieser Fa-
milie binden mit ihrer PDZ-Doméne Zytoskelettproteine und mit der(den) TLIM-Doméne(n)
Signalproteine. Sie sind wahrscheinlich an der Ausbildung von Proteinkomplexen an spezia-
lisierten Zytoskelett- und Membranregionen beteiligt.

Aufer in Thrombozyten konnte CLLP-36 auch in anderen Zelltypen des vaskuléren Systems,
ndmlich in vendsen und arteriellen Endothelzellen und in ventsen Muskelzellen nachgewiesen
werden. Die Analyse von EST-Sequenzen zeigte, dafli CLP-36 in {iber 25 Geweben, Fibro-
blasten und Jurkat-T-Zellen exprimiert ist. CLP-36 ist also im Gegensatz zu den verwand-
ten PDZ/LIM-Doméne-Proteinen ALP, EH und Cypher nicht auf Herz- und Skelettmuskel
restringiert. CLP-36 war in Endothelzellen, Pléttchen, glatten Muskelzellen und Epithel-
zellen mit dem Aktinzytoskelett assoziiert. Dies konnte in permeabilisierten Zellen durch
Immunfluoreszenzdetektion und in lebenden Zellen durch videomikroskopische Beobachtung
eines heterolog exprimierten CLP-36-EGFP-Fusionsproteins gezeigt werden. CLP-36 war
in adhérenten Pldttchen, Endothelzellen und glatten Muskelzellen nicht mit den fokalen
Adhésionen assoziiert. Elektronenmikroskopische Untersuchungen serieller Schnitte an ag-
gregierte Pléttchen im Gerinnsel zeigten, dall CLLP-36 an speziellen fokalen Kontakten in
Plattchen auftreten kann. Diese verankern das kontraktile Zytoskelett iiber das Integrin
arnp3 mit dem extrazelluldren Fibrin und besitzen eine wichtige Funktion wahrend der Bil-
dung und Retraktion des Pléttchengerinnsels.

CLP-36 lokalisierte in allen Zelltypen an a-Aktinin -reiche Strukturen des Zytoskeletts,
némlich die elektronendichten Banden der Stressfasern, die Zell/Zell-Kontakte, die fokalen
Kontakte, die Lamellipodien und Membrankréuselungen sowie die Filopodien und kortikalen
Aktinfilamente in aktivierten Plattchen. Diese Kolokalisation wurde grofiteils durch Doppel-
Immunfluoreszenz-Detektion von CLP-36 und a-Aktinin gezeigt.

113



Zusammenfassung

Es wurde gefunden, dafl die Kolokalisation von CLLP-36 und a-Aktinin auf einer direkten und
spezifischen Interaktion beider Proteine beruht. Dies konnte in vitro durch Affinitétsblotting,
in vivo durch Koimmunprézipitation, sowie molekularbiologisch im Yeast two-hybrid System
gezeigt werden. Im Yeast two-hybrid System konnten die fiir die Interaktion verantwortlichen
Regionen eingegrenzt werden: die spectrin-like repeats 2 und 3 in a-Aktinin-1 interagierten
spezifisch mit dem Mittelteil der CLP-36-Sequenz, der zwischen der N-terminalen PDZ-
Doméne und der C-terminalen LIM-Doméne liegt und reich an Serin- und Prolinresten ist.
Weder die PDZ- noch die LIM-Doméne konnten an a-Aktinin-1 binden. Die LIM-Doméne
allein war weder in vivo noch in vitro mit Aktin, a-Aktinin oder einem anderen Zytoskelett-
protein assoziiert. Allerdings zeigte das komplette Protein in vivo und im Immunprézipitat
eine hohere Affinitdt zu o-Aktinin als das deletierte CLP-36 ohne die LIM-Doméne. Die
LIM-Doméne konnte also die Interaktion zwischen CLP-36 und a-Aktinin stabilisieren.

a-Aktinin biindelt, quervernetzt und verankert Aktinfilamente in der Zelle. Eine Depolyme-
risation der Aktinfilamente in Plittchen durch Cytochalasin D beeinflu8te nicht die Bindung
von CLP-36 an a-Aktinin. Dies zeigt, daf$ die CLP-36/a-Aktinin-Interaktion unabhéngig von
der Bindung von a-Aktinin an Aktin stattfindet. Auch nach Aktivierung der Plittchen mit
Thrombin und Chelatierung des intrazelluliren Ca?* durch BAPTA-AM war die Bindung
von CLP-36 an a-Aktinin unbeeinflufit. Aulerdem wurde durch Zellfraktionierung gezeigt,
dafl CLLP-36 und a-Aktinin nach Aktivierung der Plittchen koordiniert an das zytosolische
Aktinzytoskelett translozieren. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dafli CLP-36 und a-Aktinin
konstitutiv interagieren und bereits im Zytosol als Komplex vorliegen, der fiir eine Aktinfi-
lamentvernetzung nach Aktivierung der Zelle zur Verfiigung steht. In Affinitatsblots bindet
auch bakteriell exprimiertes CLP-36 an «-Aktinin; dies zeigt, dafl fiir die Interaktion keine
posttranslationale Modifikation von CLP-36 nétig ist.

Die intrazelluldre Dynamik von CLP-36 wurde in lebenden Epithelzellen durch Fusion
von CLP-36 mit dem griin fluoreszierenden Protein (EGEP) untersucht. Videomikroskopische
Aufnahmen zeigten, daBl CLP-36 auch in der lebenden Zelle an Aktinfilamente lokalisierte.
Es war an den Stressfasern, Lamellipodien und Zell/Zell-Kontakten sowie an membranna-
hen Vesikeln konzentriert. s zeigte eine hohe Motilitdt an dynamischen Zytoskelettregionen,
v.a. den Lamellipodien und Membrankriduselungen. In den sich ausbreitenden Lamellipodien
und Membrankrduselungen assoziierte es mit sich schnell bewegenden Spots. Diese motilen
Spots wurden in der vorliegenden Arbeit erstmals entdeckt und konnten neue Aspekte der
Aktinfilamentdynamik aufdecken. Sie kénnten mit der Ausbreitung der kortikalen Aktin-
netzwerke in Zusammenhang stehen. Die Funktion von CLP-36 ist also wahrscheinlch an
die Umorganisation des Zytoskeletts, insbesonders die Ausbreitung der Lamellipodien und
Membrankréuselungen, und die zytoskelettabhéngigen FEndozytose von Vesikeln gekniipft.

CLP-36 wird in Pldattchen an Serin phosphoryliert, ist also méglicherweise Substrat einer
signaltransduzierenden Kinase. Eine Phosphorylierung von CLP-36 in Blutplédttchen durch
die cAMP-abhéngigen Proteinkinase A lief3 sich nicht bestétigen. CLLP-36 kann also nicht mit
einer Inhibierung der Plattchenfunktion in Zusammenhang gebracht werden. CLP-36 wur-
de auch nicht durch die LIM-Kinasen I und-II phosphoryliert, obwohl CLP-36 die typische
Erkennungssequenz der LIM-Kinasen, bestehend aus einer Abfolge von 4-6 konservierten
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Aminoséuren, enthélt. CLP-36 scheint also nicht in die LIM-KinaseI/II-vermittelte Umor-
ganisation des Zytoskeletts involviert zu sein, sondern {iber andere Effektormolekiile an der
Zytoskelettdynamik zu partizipieren.

Das Vorliegen der beiden Protein/Protein-Interaktionsmotive LIM und PDZ in CL.P36, und
die hohe Sequenzidentitidt mit dem PDZ/TIM-Doméne Protein Ril deuten darauf hin, da8
CLP-36 als Adapterprotein die Bildung und Organisation eines funktionellen Proteinkom-
plexes vermittelt. Als Komponente diese Komplexes konnte a-Aktinin identifiziert werden,
das iiber die “spectrin-like repeats® 2 und 3 mit dem Mittelteil von CL.P-36 interagiert. Die
Interaktion und Kolokalisation von CLP-36 mit a-Aktinin an den Zellkontakten, den La-
mellipodien, den elektronendichten Banden der Stressfasern und der Z-Scheibe des Muskel-
sarkomers laf8t vermuten, dafl dieser hypothetische Proteinkomplex die Quervernetzung und
Verankerung der Aktinfilamente reguliert. Die breite Gewebsexpression von CLP-36 in nicht-
muskuldrem, glattmuskuléirem und skelettmuskuldrem Gewebe sowie die Fahigkeit von CLP-
36 mit den typischen Isoformen des a-Aktinins zu interagieren, lassen auf eine ubiquitére
Funktion von CLP-36 schlieffen. Die hohe Konzentration und Motilitdt von CLP-36 an dy-
namischen Zytoskelettregionen wie den Lamellipodien und Membran-Ruffles deuten auf eine
Beteiligung dieses Proteins an den dynamischen Vorgéngen am Aktinzytoskelett hin. Diese
sind letztendlich essentiell fiir die Lebensfédhigkeit und Funktionalitdt der Zelle.
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