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Abkilirzungen

Allgemein gebrduchliche Abkiirzungen und MaReinheiten nach dem SI-System (Cordes,
1972) sind nicht aufgefiihrt.

A Ampere

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosaure

R-ME 3-Mercaptoethanol

bp Basenpaar

BSA bovine serum albumin, Rinderserumalbumin

cDNA complementary desoxyribonucleic acid, komplementare

Desoxyribonukleinsaure

CFP cyan fluorescent protein, Variante des GFP

CiB1 Kalzium- und Integrin-bindendes Protein 1

CIN Chronophin

d Schichtdicke

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

D-PBS Dulbecco’s phosphate-buffered saline,
NaCl/Glukose/Phosphatpuffer

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

DTT Dithiothreitol

EB elution buffer, Elutionspuffer

ECso Konzentration eines Wirkstoffs, bei der die Halfte des

maximalen Effektes erreicht wird

E. coli Escherichia coli, Bakterienzellen

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid, Ethylendiamin-N,N,N’,N’-
tetraessigsaure

EGTA ethyleneglycoltetraacetic acid, Ethylenglycol bis(2-
aminoethylether)-N,N,N’,N’-Tetraessigsaure

FCS fetal calf serum, fotales Kalberserum

G Gauge (1 G = 38,1 mm)

Xg Erdbeschleunigung (9,81 m/s?)
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GAPDH Glycerolaldehyd 3-phosphat-Dehydrogenase
GFP green fluorescent protein, grun fluoreszierendes Protein der

Qualle Aequoria victoria

ggfs. gegebenenfalls

GST Gluthation-S-Transferase

H,O entionisiertes Wasser

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-2-ethansulfonsaure

His-Tag Sequenz aus 6 Histidinen zur Aufreinigung von Proteinen

HPLC high performance liquid chromatography, Hochleistungs-
flissigkeitschromatographie

HRP horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase

B Immunoblot

Ig Immunglobulin

IMAC immobilized metal affinity chromatography, Metallaffinitats-
chromatographie

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

K Konstante

Kb Kilobasenpaar

kDa Kilodalton

LB Luria-Bertani

CLSM confocal laser-scanning microscope, Konfokales Laser-

Scanning-Mikroskop

MCS multiple cloning site, Polylinker

MBP maltose binding protein, Maltose-bindendes Protein

M; relatives Molekulargewicht

mRNA messenger ribonucleic acid, ,messenger‘ Ribonukleinsdure

N Normal

N, Stickstoff

NA numerische Apertur, Bestimmt das Aufldsungsvermégen eines

Objektivs, Produkt aus dem Sinus des halben objektseitigen

Offnungswinkels und dem Brechungsindex der Umgebung

nm Nanometer

NP40 Nonidet P40

oD optische Dichte

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCR polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion

PEG Polyethylenglykol
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PFA
PLP
PMSF
rpm

RT
RT-PCR
RZPD

S

S.

SDS
siRNA
SOC
TBS-T

TEA
TEMED
TE-Puffer
Tris
Tween 20
U

u.a.
val.
w/o
wit
X-Gal
YFP
z.B.
z.T.

Paraformaldehyd

Pyridoxal-5'-Phosphat

Phenylmethylsulfonylfluorid

revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Reverse-Transkriptase-PCR

Resourcenzentrum Primardatanbank /

Deutsches Resourcenzentrum fir Genomforschung
Sekunde

siehe

sodium dodecyl! sulfate, Natriumdodecylsulfat

small interfering RNA, kleine interferierende RNA
Luria Broth (Miller)-Medium fiir die Bakterienanzucht
Tris-buffered saline with Tween 20, Tris gepufferte Lé6sung mit
Tween 20

Triethanolamin

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tris-EDTA-Puffer
2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propandiol
Polyoxyethylen-(20)-monolaurat

Units, definiert als diejenige Enzymmenge, die unter
Standardbedingungen je min ein umol Substrat umsetzt
unter anderem

vergleiche

without, ohne

wild type, Wildtyp
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-a-D-galactopyranosid
yellow fluorescent protein, Variante des GFP

zum Beispiel

zum Teil
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| Einleitung

Eukaryotische Zellen haben innerhalb eines Organismus verschiedenste Aufgaben zu
erfullen: In Abh&ngigkeit von intrinsischen und extrazelluldren Signalen missen sie wachsen,
sich teilen, bewegen, ihre Gestalt adaptieren, Stoffe aufnehmen oder abgeben. Viele dieser
biologischen Prozesse gehen mit der dynamischen Reorganisation eines dreidimensionalen
Netzwerks aus fibrillaren Proteinen, dem sogenannten Zytoskelett, einher. Die Organisation
des Zytoskeletts beeinflusst dabei maligeblich eine ganze Reihe fundamentaler Prozesse
innerhalb von Geweben, wie die individuelle Morphologie und Funktion von Zellen, die
Ausbildung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhasionen oder die koordinierte Migration von
Zellen. In Eukaryoten bilden Aktinfilamente, Mikrotubuli und Intermediarfilamente die
Hauptbestandteile des remodellierbaren Zytoskeletts.

Aktinfilamente bestehen aus zwei polaren, helikalen Aktinpolymerketten mit einem
Durchmesser von etwa 7 nm, deren Auf- und Abbau einer hohen Dynamik unterliegt. lhre
Funktion erstreckt sich von der Formgebung und Stabilisierung der Zelle (vor allem an der
Plasmamembran) (ber den Kurzstreckentransport von Vesikeln bis zur Kontrolle der
Zellmotilitat durch die gerichtete Polymerisation (Alberti, 2009).

Bei Mikrotubuli handelt es sich um polare Protofilamente, die sich aus Alpha- und Beta-
Einheiten zusammensetzen. Diese Einheiten polymerisieren in helikaler Form und bilden so
einen stabilen Mikrotubulus (Durchmesser ca. 25 nm). Von den sogenannten MTOCs
(microtubule organizing centers) oder dem Golgi-Apparat ausgehend, formen Mikrotubuli
dynamische Netzwerke, die flr Motorproteine der Kinesin- oder Dynein-Familien als
Transportbahnen fungieren und flr gerichtete Vesikeltransporte Giber langere Strecken sowie
die Formgebung der Zelle verantwortlich sind. Dartiber hinaus nehmen Mikrotubuli auch eine
essentielle Funktion bei der Zellteilung ein, da sich aus ihnen der mitotische- und meiotische
Spindelapparat zusammensetzt (Mallik et al., 2004; Efimov et al., 2007).

Intermediarfilamente bestehen dagegen aus verschiedenen Typen von Proteinfilamenten
(Keratinen, Desminen, Neurofilamenten oder Laminen) mit ahnlichen Eigenschaften. Sie
zeichnen sich durch eine konservierte Struktur aus, welche eine spontane und unpolare
Selbst-Assemblierung in Filamenten von etwa 10 nM Durchmesser erlaubt. Diese Filamente
kénnen wiederum (bergeordnete Strukturen, sogenannte Tonofibrillen, ausbilden. Die
Dynamik der Intermediarfilamente ist im Gegensatz zu Aktinfilamenten und Mikrotubuli sehr
begrenzt. Sie sind in der Lage, mechanische Zugkrafte zu absorbieren und fungieren daher
als Stitzgerist bei der mechanischen Stablisierung einer Zelle oder dienen der Fixierung
von Organellen. Wahrend fir monomere Aktin- und Tubulin-Untereinheiten eine, fiir die

Assemblierung essentielle, intrinsiche ATPase- bzw. GTPase-Aktivitdt beschrieben wurde,
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sind fur die monomeren Bausteine der Intermediérfilamente keine enzymatischen Aktivitaten
bekannt (Strelkov et al., 2003; Chou et al., 2007; Alberti, 2009).

1.1 Das Aktin-Zytoskelett und seine Regulation

Das Aktin-Zytoskelett ist aufgrund seiner hohen Plastizitdit an einer grofden Anzahl
fundamentaler Vorgange in der Zelle beteiligt. Dazu zdhlen die Regulation von Wachstum
und Teilung, Differenzierung, Adhasion, Motilitdt und Apoptose (dos Remedios et al., 2003).
Aktin kann dabei als globuldres Monomer (G-Aktin, M, 42 kDa) oder als filament&ses
Polymer vorliegen (F-Aktin). Die atomare Struktur von Aktin wurde in einem Komplex mit
DNase | gel6ést. Diese Untersuchungen haben gezeigt, dass ein G-Aktin-Molekll zwei
Hauptdoméanen besitzt, die durch eine Furche getrennt sind. In dieser Furche liegen
entweder ADP oder ATP sowie zweiwertige Kationen wie Kalzium- oder Magnesium-lonen
gebunden vor (Kabsch et al., 1990). Aus in vitro-Untersuchungen zum Mechanismus der
Aktin-Polymerisation ist bekannt, dass ATP-gebundenes G-Aktin zu polaren Filamenten
polymerisieren kann. Dabei erfolgt zu Beginn der langsamste und damit
geschwindigkeitsbestimmende Schritt: Die Bildung von Nukleationskeimen aus Aktin-

Trimeren (Cooper et al., 1983).

Abbildung 1.1: Darstellung
der Aktin-Dynamik. ATP-
assoziiertes G-Aktin bindet
bevorzugt an das Plus-Ende

@
=y (barbed end) der
o - Aktinfilamente. ATP wird im

TS M ’ . Aktinfilament hydrolysiert. Die
I’ : Depolymerisation des ADP-
gebundenen G-Aktins erfolgt

. am Minus-Ende (pointed end)
::;"ted der Aktinfilamente. Nach der

Depolymerisation wird an
freiem G-Aktin ADP zu ATP
ausgetauscht. (Ubernommen
aus Pak et al., 2008).

ADP-Pi-actin

Barbed end

Wenn eine kritische Konzentration an ATP-gebundenem G-Aktin vorliegt, kann anschliel3end
die Anlagerung weiterer G-Aktin-Monomere erfolgen. So entstehen lineare, unverzweigte
Polymere mit einem Durchmesser von 5 - 7 nm (Oosawa, 2001). Da diese kritische
Konzentration fur die beiden Enden des Filaments unterschiedlich ausfallt, unterscheidet
man ein schnell wachsendes Plus-Ende (barbed end) sowie ein langsamer wachsendes
Minus-Ende (pointed end). Die dynamische Polymerisation und Depolymerisation von Aktin

ist schematisch in Abb. 1.1 dargestellt. Unter in vitro-Bedingungen hydrolysiert am Minus-
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Ende besténdig ATP-Aktin zu ADP-Aktin, welches anschliefend vom Filament dissoziiert.
Bei hohen ATP-G-Aktin-Konzentrationen lagert sich das G-Aktin zwar an beide Enden des
Filaments an, zeigt jedoch eine héhere Affinitat fur das Plus-Ende (Cleveland, 1982). In vivo
liegen die Aktin-Umschlagsraten aufgrund der Assoziation mit Aktin-bindenden Proteinen
(ABPs) etwa 100-fach héher als in vitro (Pak et al., 2008).

Die prazise zeitliche und rdumliche Kontrolle der dynamischen Aktinfilament-Organisation
bildet zum Beispiel eine entscheidende Vorraussetzung fir die Steuerung der gerichteten
Migration von Zellen. Dabei unterstiitzen Aktinfilamente die Zellmigration insbesondere durch
den dynamischen Auf-/Abbau von sogenannten Filopodien, Lamellopodien und Aktin-
Stressfasern. Filopodien stellen dichte Aktinblindel dar, die zylinderférmig zur
Bewegungsrichtung hin ausgerichtet sind. Lamellopodien befinden sich ebenfalls am
vorderen Ende der Zelle und bilden verzweigte Netzwerke, welche die Vorwartsbewegung
der Zelle initiieren. Stressfasern bestehen dagegen aus Biindeln kurzer Aktinfilamente mit
eingelagerten Myosinfilamenten und durchspannen parallel zu den L&ngsseiten den
Zellkorper. Sie bewegen durch Kontraktion den Zellkérper vorwérts (Mitchison et al., 1996).
Fur die Regulation dieser Prozesse ist (1) die Verfugbarkeit von freien Plus-Enden als
Ausgangspunkte fir neue Aktinfilamente sowie (2) die Bereitstellung ausreichender Mengen
an Assemblierungs-kompententem G-Aktin entscheidend. Daher werden diese beiden
Mechanismen durch eine Vielzahl von ABPs strikt reguliert (dos Remedios et al., 2003).
ABPs sind in der Lage, Filamentenden zu verschliessen (capping-Proteine), die de novo-
Nukleierung von Aktinfilamenten zu initiieren, Aktinfilamente zu fragmentieren und/oder
depolymerisieren oder den ADP-ATP-Umschlag zu modulieren (Pak et al., 2008).
Capping-Proteine wie CapZ, Severin, Gelsolin oder Villin kénnen durch eine Bindung an die
Plus-Enden der Aktinfilamente eine weitere Anlagerung von Aktin-Monomeren und somit die
Elongation der Filamente verhindern (Weeds et al., 1993). Ein solches capping fuhrt auch zu
einer lokalen Erhéhung des freien G-Aktin-Spiegels, da die Dissoziation von ADP-Aktin am
Minus-Ende in der Regel weiterlduft (Disanza et al., 2005). Andere capping-Proteine wie
Tropomodulin, DNase 1 oder der Arp2/3-Komplex binden dagegen an die Minus-Enden der
Aktinfilamente und kénnen auf diese Weise eine weitere (De-)polymerisation der Filamente
blockieren (Podolski et al., 1988; Mullins et al., 1998; Fowler et al., 2003). Im Gegensatz
dazu binden Proteine wie Thymosine oder Profiline ATP-gebundene Aktin-Monomere und
entziehen sie so dem Polymerisationsgleichgewicht, was ebenfalls in einer verstarkten
Depolymerisation von Filamenten resultiert (Carlsson et al., 1977; Safer et al., 1994; dos
Remedios et al., 2003). Profiline unterstitzen jedoch auch die verstarkte Bildung von
Aktinfilamenten, indem sie den Nukleotidaustausch von ADP zu ATP in Aktin-Monomeren
férdern (Goldschmidt-Clermont et al., 1992) und die notwendige kritische ATP-G-Aktin-

Konzentration am Plus-Ende von Filamenten vermindern (Goode et al., 2007).
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Die Bereitstellung von Plus-Enden fur die Generierung neuer Aktinflamente kann auf drei
verschiedene Arten bewerkstelligt werden: (1) durch eine Dissoziation der capping-Proteine
von vorhandenen Filamenten, (2) durch die de novo-Nukleierung neuer Aktinfilamente aus
Monomeren und (3) durch die regulierte Fragmentierung bereits bestehender Filamente.

Die Dissoziation von capping-Proteinen ermdglicht die schnelle Generierung einer grof3en
Anzahl von freien Plus-Enden fiir die Anlagerung von Monomeren und die Elongation neuer
Filamente. Dieser Mechanismus steht zumindest teilweise unter der Kontrolle des
Membranlipids Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) (Wear et al., 2003). So fihrt
beispielsweise eine Aktivierung von Thrombozyten zu einer Gelsolin-vermittelten
Fragmentierung von Aktinfilamenten, wobei Gelsolin jedoch zun&chst mit den neu
entstehenden Plus-Enden assoziiert bleibt. Erst die Stimulus-induzierte, intrazellulare
Erhéhung der PIP,-Level fithrt zu einer Dissoziation von Gelsolin und der Exposition freier
Aktinfilament-Enden, wodurch die Bildung von Filopodien und Lamellopodien erméglicht wird
(Barkalow et al., 1996). Allerdings zeigen neuere Befunde, dass Phosphoinositide alleine fiir
eine Dissoziation der capping-Proteine von Aktinfilamenten offenbar nicht ausreichen (Kuhn
et al.,, 2007). Hier spielen mdglicherweise zusatzliche Regulatoren, wie Proteine der
Ena/Vasp-Familie (Bear et al., 2002) oder Myotrophine (Bhattacharya et al., 2006), eine
Rolle.

Die Nukleierung (Keimbildung) stellt den Geschwindigkeits-bestimmenden Schritt bei der de
novo-Synthese neuer Aktinfilamente dar. Derzeit sind funf Proteine/Protein-Familien
bekannt, die einen solchen Prozess initieren oder beschleunigen kénnen: Der Arp2/3 (actin
related protein 2/3)-Komplex, Formine und deren Homologe, Proteine der Spire-Familie, das
Protein Cobl (cordon-bleu) sowie Mitglieder der ADF/Cofilin-Familie (Mullins et al., 1998;
Kovar et al., 2004; Quinlan et al., 2005; Andrianantoandro et al., 2006; Ahuja et al., 2007;
Ono, 2007). Im Folgenden werden die beiden wichtigsten Mechanismen der Aktin-
Nukleierung kurz erlautert.

Der Arp2/3-Komplex wurde erstmals aus Acanthamoebia isoliert. Es handelt sich um einen
grolden (ca. 220 kDa), evolutionar konservierten Komplex aus sieben Untereinheiten, den
Aktin-verwandten Proteinen 2 und 3 (Arp2/3), dem WD-40 [3-Propellerprotein (ARPC1) sowie
vier weiteren Untereinheiten (ARPC2 - 5, (Mullins et al., 1998)). Der Arp2/3-Komplex
generiert neue Verzweigungen des Aktinnetzwerkes, indem er an das Minus-Ende
bestehender Aktinfilamente bindet und hier die de novo-Nukleierung von Tochterfilamenten
einleitet. Diese Tochterfilamente werden anschlie®end in einem 70°-Winkel zum
Ursprungsfilament an ihrem Plus-Ende verlangert, was dem entstehenden Netzwerk eine
charakteristische, Y-férmige Zweigstruktur verleiht (Blanchoin et al., 2000; Pollard et al.,
2000; Higgs et al., 2001). Die Kristallstruktur des Arp2/3-Komplexes l&sst vermuten, dass die

Proteine Arp2 und Arp3 als Kiristallisationskeime fur die Anlagerung des ersten Aktin-
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Monomers dienen (Robinson et al., 2001). Da Aktinfilamente als Koaktivatoren des Arp2/3-
Komplexes fungieren (Pantaloni et al., 2000), verlduft der weitere Prozess autokatalytisch,
wobei die jeweils neu gebildeten Aktinfilamente die Generierung weiterer Filamente initileren
(Pollard et al., 2003). Der Arp2/3-Komplex zeigt per se nur eine relativ geringe intrinsische
Nukleierungsaktivitat (Pollard und Borisy, 2003).

o Extracellular stimuli 0 Growing filaments push membrane forward
—
—_— \ — é @ Barbed ends
e Produce active D Q elongate
GTPases & PIP2 o I
© Activate O Activate Arp2/3 2 5 o ::e?'&ﬁra%epsﬂe)tg:‘gation
WASp/Scar complex to initiate ' >Ny o)
new filaments ()
Activated GTPases QC’ 9
and PIP2 @ Q Q OQ
s (% Ce
WASp/Scar ‘ o Q?QQ QQ
G Q bQ‘ o i © ADFIcofili AY
Agin cofilin severs
Arp2/3 complex @ © Noiya Q O Aging and depolymerizes
@q Q° 9’ ADP-filaments y
. . % @ e N
Actin subunits Pe & & @ Pool of ATP-actin O L’ 3 Vi
Formin g G L'e) e bound to profilin ¢ . .
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\/. Q Q p ® L4 ° L4 s 6 ‘
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Q@ Q. & 0 [ o .e0 °
(@ O» - ®
Pointed end @ Profilin catalyzes exchange of ADP for ATP

Formin mechanism

Abbildung 1.2: Regulation der Nukleierung von Aktinfilamenten und Recycling der Aktin-
Monomere in den G-Aktin pool. (1) Stimulus-induzierte Rezeptoraktivierung. (2 - 4) Der Arp2/3-
Komplex wird durch Rho-GTPasen und die Adaptorproteine WASp/Scar aktiviert und initiiert die
Nukleierung neuer Aktinfilamente. (5 - 7) Die neu gebildeten Filamente werden elongiert und driicken
gegen die Plasmamembran. (8) Alterung der Aktinfilamente durch Hydrolyse des y-Phosphats von
ATP-Aktin zu ADP-Pi-Aktin, gefolgt von der Dissoziation des anorganischen Phosphats (Pi).
(9) Proteine der ADF/Cofilin-Familie binden an ADP-Aktin und férdern die Pi-Dissoziation.
Anschlielend erfolgt die ADF/Cofilin-vermittelte Fragmentierung von Filamenten oder die
Depolymerisation von ADP-Aktin vom Filamentende. (11 - 12) Profiline katalysieren den Austausch
von ADP- zu ATP-G-Aktin und erneuern so den pool an Assemblierungs-kompetentem G-Aktin.
(Ubernommen aus Pollard, 2007).

Seine Aktivitat wird maRgeblich durch die NPF (nucleation promoting factors)-Proteine der
WASP (wiscott-aldrich syndrome protein)-, WAVE (WASP family Verprolin homologues)- und

Scar (suppressor of cAMP receptor)-Familien kontrolliert (Machesky et al., 1998; Carlier et
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al., 2003; Stradal et al., 2006). Proteine der WASP-Familie sind Multidom&nenproteine mit
einem Molekulargewicht von ca. 500 kDa, die Uber eine gemeinsame Domé&nenorganisation
verfugen. WASP-Proteine besitzen am C-Terminus drei charakteristische Doméanen: Die
V (Verprolin)-, die zentrale C (central)-Doméane sowie die A (acidic)-Domane. Diese formen
zusammen die sogenannte VCA-Domane (Higgs et al.,, 1999), welche essentiell fur die
Arp2/3-abhangige Aktinnukleierung in vitro ist. Dabei bindet die V-Region Aktin-Monomere
(Miki et al., 1998), das A-Motiv den Arp2/3-Komplex (Machesky und Insall, 1998), wahrend
die C-Domane nach der Assoziation mit dem Arp2/3-Komplex durch eine
Konformationsé@nderung die Keimung der neuen Filamente einleitet (Panchal et al., 2003).
Interessanterweise liegt die VCA-Domane im inaktiven Zustand des WASP-Proteins
unstrukturiert vor und assembliert erst nach der Bindung von Aktin-Monomeren und dem
Arp2/3-Komplex (Chereau et al., 2005). Der Arp2/3-Nukleierungsmechanismus ermdglicht
dabei eine Polarisierung der Zelle, da das neu gebildete Aktinnetzwerk die Plasmamembran
lokal ausstilpt und die sogenannte leading edge bildet (s. Abb. 1.2). Dieser Prozess ist
essentiell fir die gerichtete Migration von Zellen, und wird unter anderem durch capping-
Proteine reguliert, die ein unkontrolliertes Wachstum des Aktinnetzwerks verhindern (Cooper
et al., 2000).

Proteine der Formin-Familie stellen ebenfalls eine wichtige Klasse an Aktinnukleatoren dar.
Wahrend der Arp2/3-Komplex die Polymerisation neuer Filamente vom langsam
wachsenden Minus-Ende initiiert, katalysieren Formine die Bildung von F-Aktin vom Plus-
Ende aus und bleiben dabei wahrend der Elongation mit den wachsenden Filamenten
assoziiert (Kovar und Pollard, 2004; Romero et al., 2004; Watanabe et al., 2004). Im
Gegensatz zu der Arp2/3-vermittelten, verzweigten Aktin-Polymerisation entstehen durch
Formine unverzweigte Aktinfilamente. Dabei verhindern die Formine das capping der Plus-
Enden und férdern die Elongation der Filamente durch die Rekrutierung von Profilin-Aktin
(Kovar et al., 2006). So gesehen stellen Formine also eher kleine Motorproteine dar, die sich
durch einen streng kontrollierten Mechanismus auf den neu geschaffenen Aktinbahnen
fortbewegen. Die Regulation der Formin-Aktivitat erfolgt hauptsachlich tber kleine GTPasen
der Rho-Familie (Otomo et al., 2005).

Die Fragmentierung bereits bestehender Filamente stellt einen weiteren, essentiellen
Mechanismus fir die Generierung neuer Aktinfilamente dar. Die so entstehenden Plus-
Enden kénnen wiederum als Grundlage fiir das Anwachsen neuer Filamente dienen. Ob es
dabei letztendlich zu einem Nettogewinn oder -verlust an Aktinfilamenten kommt, hangt
malfgeblich von dem Vorhandensein eines ausreichenden ATP-G-Aktin pools sowie dem
regulierenden Eingreifen von capping-Proteinen ab. Unter G-Aktin-limitierenden
Bedingungen stehen nicht genug G-Aktin-Molekile fur das Erreichen der kritischen

Konzentration an den freien Plus-Enden zur Verfigung und es kommt zu einem Nettoverlust



Einleitung 14

an Filamenten aufgrund der kontinuierlich voranschreitenden Alterung und Depolymerisation
von F-Aktin. Ist die Konzentration an Assemblierungs-kompetentem Aktin dagegen hoch,
kann eine Netto-Polymerisation an den neugebildeten Plus-Enden der Aktinfilamente
stattfinden. Die Aktinfilament-Fragmentierung wird durch Proteine der Gelsolin- und
ADF/Cofilin-Familie rAumlich und zeitlich prazise kontrolliert.

Gelsoline bestehen aus sechs homologen Domanen, die durch Linkerregionen
verschiedener Lange miteinander verbunden sind (Kwiatkowski et al., 1986). Die Gelsolin-
Aktivitat wird vor allem durch die Bindung von Kalziumionen reguliert. Unter basalen
intrazellularen Kalziumionen-Konzentrationen kénnen Gelsoline zwar an Aktin binden, ihre
Aktin-fragmentierende  Aktivitat ist unter diesen Bedingungen jedoch gering. Bei
Kalziumionen-Konzentrationen im mikromolaren Bereich, wie sie typischerweise nach
Rezeptor-Stimulation in der Zelle auftreten, kénnen Gelsoline Kalzium binden. Dies fihrt zu
einer signifikanten Verstarkung ihrer Aktin-Fragmentierung-Aktivitat (Kinosian et al., 1998).
Wie oben beschrieben, fungieren Proteine der Gelsolin-Familie ebenfalls als capping-
Proteine und bleiben nach der erfolgten Aktin-Fragmentierung mit den neuen Plus-Enden
assoziiert (Sun et al.,, 1999). Daruberhinaus kdénnen Gelsoline jedoch auch durch die
Bindung von zwei Aktin-Monomeren oder die Stabilisierung bereits bestehender Aktinnuklei
die de novo-Synthese von Aktinfilamenten anregen (Ditsch et al., 1994, Kinosian et al., 1998;
Ono, 2007). Weitere Regulationsmechanismen der Gelsolin-Aktivitdt umfassen die
Inhibierung der Fragmentierungs-Aktivitdt durch Phosphoinositide (Barkalow et al., 1996),
eine Erh6hung des intrazelluldren pH-Werts (Lamb et al., 1993) oder die kompetitive

Bindung an andere Aktin-bindende Proteine, wie Tropomyosine (Ishikawa et al., 1989).

1.2 Die ADF/Cofilin-Familie

Der ubiquitar exprimierte, Aktin-depolymerisierende Faktor Cofilin gilt als Schliisselregulator
der Stimulus-induzierten Aktin-Zytoskelett-Dynamik (Moon et al., 1995; Bamburg, 1999).
Proteine der ADF/Cofilin-Familie bzw. Homologe finden sich in allen Eukaryoten (Bamburg,
1999), so z.B. Depactin in Wirbellosen (Mabuchi, 1983), Destrin im Saugern (Moriyama et
al., 1990), Actophorin in Acanthomoeba (Maciver et al., 1991), Coactosin in Dictostelium
(Bretschneider et al., 2004), Twinstar in Drosophila (Gunsalus et al., 1995) und verschiedene
Isoformen in A. thaliana (Maciver et al., 2002). Sauger verfugen uber drei Isoformen mit
einem Molekulargewicht von 15 - 21 kDa, das ubiquitdre Cofilin-1 (non-muscle cofilin, n-

cofilin), muskelspezifisches Cofilin-2 und ADF (actin depolymerizing factor oder Destrin).
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der dynamischen F-Aktin-Regulation durch Proteine
der ADF/Cofilin-Familie in Vertebraten. Die Aktivitdit des Aktin-depolymerisierenden Faktors
ADF/Cofilin wird durch eine Balance zwischen Phosphorylierung und Dephosphorylierung reguliert.
Durch Filament-Fragmentierung und Erh6hung der Aktin Monomer Dissoziations-Rate von den Minus-
Enden der Aktinfilamente erhoht Cofilin deren Umschlagrate. Ist die Konzentration an
Assemblierungs-kompetentem Aktin in Regionen gesteigerter Cofilin-Aktivitdt hoch, kann eine Netto-
Polymerisation an den neugebildeten Plus-Enden der Aktinfilamente stattfinden. Ist der pool an
verfugbaren Aktin-Monomeren hingegen niedrig, kommt es zu einer Netto-Depolymerisation. Sduger-
Cofilin wird durch Kinasen, die den konservierten Serin-3-Rest phosphorylieren, in seiner Aktin-
Bindung und -Dynamik inhibiert. Eine Dephosphorylierung durch Phosphatasen aktiviert Cofilin.
(Ubernommen aus Bamburg et al., 2008).

Alle Mitglieder sind durch eine sogenannte ADF-Homologie-Doméne charakterisiert, die man
auch in anderen ABPs, wie den nahe verwandten Twinfilinen (Paavilainen et al., 2007) oder
Proteinen der Gelsolin-Familie finden kann (Van Troys et al., 1997) und unterscheiden sich
haupséachlich in der zell- und organspezifischen Expression (Vartiainen et al., 2002; Gurniak
et al., 2005) sowie ihrer biochemischen Funktion. So zeigt ADF die starkere Aktin-
depolymerisierende Aktivitat, wahrend Cofilin-1 Aktinfilamente eher fragmentiert (Ono, 2007).
In Mausen stellt Cofilin-1 die pradominante Isoform wahrend der Entwickung dar und bleibt
auch in den adulten Geweben ubiquitar exprimiert (Vartiainen et al., 2002). Mit der spaten
Embryogenese wird Cofilin-1 in Skelettmuskelzellen zunehmend durch Cofilin-2 ersetzt,

welches hier dann die alleinige und im Herzmuskelgewebe die vorherrschende Isoform



Einleitung 16

darstellt (Nakashima et al., 2005). Im Folgenden bezieht sich der Terminus Cofilin auf Cofilin-
1.

Cofilin bindet sowohl G-Aktin als auch F-Aktin stéchiometrisch (Nishida et al., 1984), wobei
ADP-Aktin mit einer etwa 100-fach héherer Affinitdt gebunden wird, als ATP-Aktin (Carlier et
al., 1997). Dabei interkaliert je ein Cofilin-Molekul zwischen zwei Aktin-Molekile (Renoult et
al., 1999), was innerhalb des Aktinfilaments eine Veranderung des helikalen Drehwinkels um
5° zur Folge hat (Bamburg, 1999). Dies filhrt zu einer Destabilisierung des Aktinfilaments
und beschleunigt die Dissoziation von ADP-gebundenem Aktin am Minus-Ende um das 30-
fache (Carlier et al., 1997; Blanchoin et al., 1999; Galkin et al., 2003). Auf der anderen Seite
besitzt Cofilin auch Aktinfilament-fragmentierende Eigenschaften (Bamburg et al., 2002;
Pavlov et al., 2007). Diese Fragmentierungsaktivitat ist jedoch schwéacher ausgepragt als bei
Proteinen der Gelsolin-Familie (Blondin et al., 2001).

Zudem reguliert Cofilin die Aktin-Umschlagraten, indem es an die dissoziierten Aktin-
Monomere gebunden bleibt und den Austausch von ADP gegen ATP inhibiert, was eine
schnelle Wiederverwertung der Aktin-Monomere fiir die Polymerisation weiterer Filamente
verhindert (Blanchoin et al., 1998). Der Austausch von ADP gegen ATP in Aktin-Monomeren
kann durch Profiline katalysiert werden (Mockrin et al., 1980), was den pool an ATP-
gebundenem G-Aktin erhoht, welcher dann fir die Polymerisation zur Verfugung steht (Kovar
et al., 2006). Darliber hinaus kann Cofilin auch die de novo-Keimung von Aktinfilamenten
initiieren (Chen et al., 2004; Andrianantoandro und Pollard, 2006; Kudryashov et al., 2006).
Neuere Studien legen nahe, dass das Resultat der Cofilin-Aktivitat von der lokalen Cofilin-
Konzentration abhangt. Ist die lokale Cofilin-Konzentration niedrig, kommt es vor allem zur
Aktinfilament-Fragmentierung. Ist die lokale Cofilin-Konzentration hingegen hoch, wird
vorwiegend eine erhdhte de novo-Filamentbildung beobachtet (Andrianantoandro und
Pollard, 2006; Bobkov et al., 2006; Pavlov et al., 2007).

Die Cofilin-vermittelte Fragmentierung und/oder Depolymerisation von Aktinfilamenten hat in
der Zelle oft komplexe Folgen (Carlier et al., 1997; Lappalainen et al., 1997; Ghosh et al.,
2004). Einerseits fihrt die Filament-Disassemblierung durch aktiviertes Cofilin primar zu
einer Abnahme polymerisierten Aktins. Andererseits kann es sekundar zu einer lokalen
Zunahme an polymerisiertem Aktin kommen, da als Resultat der Filament-Fragmentierung
rasch eine grosse Anzahl freier Filament-Enden generiert wird. Diese kénnen als Keime fir
das Aufwachsen neuer Aktinfilamente dienen (Ichetovkin et al., 2002; Ghosh et al., 2004).
Ob es dabei letztendlich zu einem Nettoverlust oder -gewinn von Aktinfilamenten kommt,
hangt mafigeblich von der Verfiigbarkeit an freiem, monomerem ATP-Aktin ab. Aus diesen
Zusammenhangen erklart sich die zentrale Bedeutung von Cofilin fir die Umschlagraten der

Aktinfilamente in vivo.
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Eine korrekte Cofilin-Expression und -Aktivitat ist wesentlich fir so fundamentale, Aktin-
basierte, Prozesse wie die Zellteilung, -wachstum und -migration, sowie Endozytose und
Phagozytose (Bamburg, 1999; Samstag et al., 2003; Mouneimne et al., 2006; Klemke et al.,
2008; Le Clainche et al., 2008). Zusatzlich hat Cofilin weitere, erst kirzlich identifizierte und
ebenfalls Aktin-involvierende Funktionen. Dazu zahlt die durch apoptotische Stimuli
ausgeldste Umverteilung von Cofilin an mitochondriale Membranen zur Freisetzung von
Cytochrom C (Chua et al., 2003). Weiterhin ist die LIM-Kinase-induzierte Cofilin-Regulation
auch an der Extension von tubuldren Membranen aus dem Golgi-Apparat im Rahmen des
protein sorting beteiligt (Rosso et al., 2004). Aufgrund der Vielfalt dieser Funktionen ist
Cofilin offensichtlich essentiell fir den Ablauf komplexer morphogenetischer und
entwicklungsbiologischer Programme und so ist es wenig verwunderlich, dass
Veranderungen der Cofilin-Produktion, -Regulation oder -Lokalisation als wichtige Faktoren
bei der Entstehung und/oder Progression einer Vielzahl von pathologischen Verdnderungen
diskutiert werden (Bamburg und Wiggan, 2002; Wang et al., 2007).

So stellt das Cofilin-Ortholog Unc60B in C. elegans die korrekte Integration von F-Aktin in
Myofibrillen in die Kérperwallmuskeln sicher (Ono et al., 1999). Die genetische Inaktivierung
des Cofilin-1-Gens in Mausen ist embryonal letal und fihrt zu Defekten in der Neuralleisten-
Morphogenese sowie einem kompletten Verlust des Neuralrohr-Schlusses. Dabei spielt
Cofilin eine wichtige Rolle bei der Migration und Polarisierung der Neurallleisten-Zellen, und
ist essentiell fur die Proliferation der neuronalen Vorlauferzellen (Gurniak et al., 2005).
Interessanterweise scheint Cofilin-1 darlberhinaus essentiell fir die Kontrolle der
Zellmigration und Zellzyklus-Progression im zerebralen Kortex von Mausen zu sein
(Bellenchi et al., 2007). Im Gegensatz dazu sind ADF-Mause lebensfahig und zeigen eine
normale embryonale Entwicklung was die Vermutung nahe legt, dass hier das Fehlen von
ADF durch Cofilin erfolgreich kompensiert werden kann. Allerdings entwickeln diese Mause
kurz nach der Geburt eine Verdickung der Kornea aufgrund einer Hyperproliferation der
kornealen Epithelzellen, was in einem Erblinden der Mause resultiert (lkeda et al., 2003;
Verdoni et al., 2008). Hier wird deutlich, dass die verschiedenen ADF/Cofilin-lsoformen
offenbar keine vollstdndig redundanten Funktionen einnehmen.

Cofilin-Dysregulationen mit der Folge einer veranderten Aktin-Zytoskelett-Dynamik sind
zudem mit der Initiation und Progression verschiedenster pathophysiologischer Zustande wie
maligner Tumoren, Immundefizienz, neurodegenerativer und kardiovaskularer Erkrankungen
in Zusammenhang gebracht worden (Bamburg und Wiggan, 2002; Bernstein et al., 2006;
Maloney et al., 2007). Es sind mindestens drei Aspekte der Tumorzellbiologie bekannt, bei
denen die Phosphoregulation von Cofilin eine wichtige Rolle spielt: die initiale
Zelltransformation (Pawlak et al., 2002), die aberrante Zellteilung (Gunsalus et al., 1995;
Amano et al.,, 2002; Kaji et al.,, 2003; Yang et al., 2004; Gohla et al., 2005) und die
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dysregulierte Zellmotilitdt im Kontext von Tumorprogression und Metastasierung (Ghosh et
al.,, 2004; Song et al., 2006; Wang et al., 2006). So wurden eine verédnderte Cofilin-
Aktivierung oder verdnderte Expressionsmuster von Cofilin-Regulatoren in einer Vielzahl
verschiedener Krebsarten und Modellzelllinien beschrieben (Ono, 2007; Wang et al., 2007).
Desweiteren scheint Cofilin eine Rolle bei der Ausbildung sogenannter Invadopodien zu
spielen. Bei Invadopodien handelt es sich um die Aktin-reichen Auswiichse aggressiver
Tumorzellen, die in der Lage sind, in die Zellmatrix anderer Zellen einzudringen. Sie stellen
aktive Zentren der proteolytischen Degradation und des Abbaus von extrazellularer Matrix
dar (Gimona, 2008). Dabei fiihrt die Depletion von Cofilin in MTLn3-Zellen zu einer
reduzierten Invadopodien-Ausbildung (Yamaguchi et al., 2005), wahrend die Expression
einer konstitutiv aktiven Cofilin-Variante mit einer verstarkten Expression von Matrix-
degradierenden Enzymen, wie den Metalloproteinasen 2 und 14 einhergeht (Dang et al.,
2006). Weiterhin hat die Cofilin-Aktivitat direkte Auswirkungen auf die Motilitdt von
Krebszellen (Mouneimne et al., 2006; Wang et al., 2006; Sidani et al., 2007), ist an der
Aktivierung und Chemotaxis von T-Zellen wesentlich beteilgt (Lee et al., 2000; Nishita et al.,
2002), und scheint zudem eine wichtige Rolle bei der verminderten T-Zell-Aktivitdt nach
oxidativem Stress zu spielen (Klemke et al., 2008). Eine strikte Regulation der Cofilin-
Aktivitat ist aber offenbar auch fur eine gerichtete Migration von Neuronen des cerebralen
Cortex (Bellenchi et al., 2007; Wen et al., 2007), das Auswachsen von Neuriten (Meberg,
2000) oder die Axogenese (Garvalov et al., 2007) essentiell. Desweiteren fuhrt ATP-Stress in
Axonen und Neuriten von hippocampalen Neuronen zu einer rapiden Dephosphorylierung
von Cofilin. Dieser Effekt geht mit einem starken Anstieg der Alterung von Aktinfilamenten
einher. Da Cofilin eine hohere Affinitat fiur ADP-Aktin besitzt, kann die Anzahl von Cofilin-
besetzten Aktinfilamenten schnell eine kritische Konzentration erreichen, was zu einer
Akkumulation der Filamente in charakteristischen biindelférmigen Strukturen fihrt (Minamide
et al., 2000). Diese Strukturen kénnen sowohl von transienter als auch persistierender Natur
sein und so Neuriten komplett verschliefen oder die Mikrotubuli zerstéren, was deren distale
Funktionen blockiert (Minamide et al., 2000; Pfannstiel et al., 2001). Diese biindelférmigen
Aktin-Cofilin-Komplexe wurden auch in Amyloid-Plaques des frontalen Kortex und
Hippocampus von Alzheimer-Patienten und in Mausmodellen der Alzheimer'schen
Erkrankung gefunden (Fulga et al., 2007). Moglicherweise fihrt die Blockierung des
axonalen Transportes durch diese Komplexe zur intrazelluldren Anhaufung des APP
(amyloid precursor protein) und verstarkt dadurch die Plaquebildung (Maloney und Bamburg,
2007). Auch die sogenannten Hirano-Kérperchen, die vor allem im Gehirn dementer
Menschen nachgewiesen wurden, enthalten Aktin und Cofilin in groRen Mengen (Maciver et
al., 1995) und &ahnliche Aggregate wurden in den Gehirnen von Zwillingen mit juveniler

Dystonie gefunden (Gearing et al., 2002). Diese bundelférmigen Aktin-Cofilin-Strukturen
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kénnten moglicherweise einen allgemeinen Marker fur pathologische Verénderungen des

neurodegenerativen Systems darstellen.

1.3 Regulationsmechanismen der Cofilin-Aktivitat

Die zellulare Cofilin-Aktivitdt wird durch Faktoren wie den intrazellularen pH-Wert, eine
Bindung an Membranlipide, die Interaktion mit anderen ABPs oder eine posttranslationale
Modifikation (Phosphorylierung) eng kontrolliert.

So scheint die Cofilin-vermittelte Disassemblierung von F-Aktin pH-abhangig zu sein
(Bernstein et al., 2000; Bamburg und Wiggan, 2002). In saurem Milieu (pH < 6,8) wird F-
Aktin durch Cofilin eher stabilisiert, wadhrend ein alkalisches Umfeld (pH > 7,3) die
Depolymerisation von Filamenten foérdert. Dabei konnten Studien belegen, dass die pH-
Abhangigkeit eine Rolle bei der Zytoskelett-Dynamik in der Nahe von Na*/H*-Antiportern in
der Zellmembran spielt, wo es kurzfristig zu starken pH-Schwankungen kommen kann
(Bamburg und Wiggan, 2002; Chiang et al., 2008).

Ein wichtiger Regulationsmechanismus von Cofilin besteht in der Interaktion mit Membran-
assoziierten Phosphoinositiden, fir die bereits eine wesentliche Beteiligung an der
Regulation des Aktin-Zytoskeletts und der Zellmigration nachgewiesen wurde (Ling et al.,
2006). Sowohl PIP, als auch Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) kénnen an Cofilin
binden (Yonezawa et al.,, 1990). Da die Bindungsstelle von PIP, auf Cofilin innerhalb der
Aktin-bindenden Domane liegt, wird durch eine Interaktion der beiden Molekiile eine Bindung
von Cofilin an Aktin verhindert und somit die Aktivitdt von Cofilin inhibiert (Kusano et al.,
1999; Van Troys et al., 2000). In vielen Zelllinien kann zwar aktives (dephosphoryliertes)
Cofilin in der Nahe der Plasmamembran nachgewiesen werden, nicht jedoch inaktives
Phosphocofilin (Song et al., 2006; van Rheenen et al., 2007). So wird vermutet, dass PIP,
dephosporyliertes Cofilin vernetzen und akkumulieren kann. Durch eine Stimulus-induzierte
PIP,-Hydrolyse lieflen sich auf diesem Wege relativ schnell hohe lokale Konzentrationen an
aktiviertem Cofilin in solchen subzelluldren Regionen realisieren, in denen eine dynamische
Aktin-Reorganisation erforderlich ist (Van Troys et al., 2008). Ein PIP,-hydolysierendes
Enzym ist die Phospholipase C (PLC), fur die bereits eine Rolle bei der Stimulus-induzierten
Cofilin-Aktivierung belegt wurde (Zhan et al., 2003; Mouneimne et al., 2004; Zhou et al.,
2007). Dabei transloziert Cofilin nach PLC-vermittelter PIP,-Hydrolyse von der
Plasmamembran an Aktinfilamente, was zu einer lokalen Erhéhung der freien Aktin-Enden
fuhrt (van Rheenen et al., 2007).

Die Cofilin-Aktivitat wird aber auch durch die kooperative oder kompetitive Interaktion mit

anderen Aktin-bindenden Proteinen moduliert. Eine solche Interaktion kann beispielsweise
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einen Einfluss auf die ADP-Aktin-Assoziation oder die Fragmentierungsaktivitdt von Cofilin

haben.

Tabelle 1.1: Cofilin-spezifische Kinasen und Phosphatasen

. . Slingshot (SSH)- Chronophin
Enzyme LIM-Kinasen TES-Kinasen Phosphatasen (CIN)
Isoformen LIMKA1 TESK1 SSH1L unbekannt
LIMK2 (humane TESK2 SSH2L
Varianten 1a, SSH3 (SSH1S,
2a, 2b) SSH2, SSH3L)
Strukturelle 2 LIM-Domaéanen, N-terminale Phosphatase- 3 HAD-Motive,
Eigenschaften = PDZ-Domane, Kinase-Doméne Domane, Phosphatase-
C-terminale C-terminale Domaéne
Kinase-Doméne Doméne mit F-
Aktin- und/oder 13-
3-3-bindenden
Eigenschaften
Gewebe- LIMK1: ubiquitdar  Weit verbreitet, Weit verbreitet, Ubiquitar,
verteilung LIMK2: ubiquitédr verstarkt in Testis  haufig parallele starkste
LIMK1+2: in ver- exprimiert. Expression von Expression in
schiedenen TESK1:in SSH1,2und 3 Hirn und Testis
Testis-Zelltypen  Keimzellen
TESK2: in Sertoli-
Zellen
Substrate (-) Cofilin, ADF (-) Cofilin, ADF (+) Cofilin, ADF (+) Cofilin, ADF
Aktivierung (+) (+) CREB (-) LIMK1 und 2 Pyridoxal-5"-
Inhibierung (-) (-) Nurr1 Coronin 1B Phosphat
(-) p25a
Zellulare (+) Rho- (+) Rac1 (+) Calcineurin, (+) B-Arrestin
Aktivatoren (+) GTPasen Uber: PI3-Kinasen
) ROCKs, CIB1- Sprouty-4, (-) PAK4, 14-3-3
PAK1, 14-3-3R
()
Autoinhibition,
SSH1L, PAR2-
3-Arrestin,
LATS-1, LIMK2 :
Par-3

LIM: Lin-11/Isl-1/Mec-3, TES : testicular protein, SSH1L : Slingshot 1 long, SSH1S : Slingshot 1 short,
PDZ: Akronym fiir post synaptic density protein (PSD95), drosophila disc large tumor suppressor
(DIgA), und zonula occludens-1 protein (zo-1), HAD: haloacid dehalogenase, ADF : actin-
depolymerizing factor, CREB: cAMP response element-binding protein, Nurr1 : nuclear receptor
related 1 protein, PAK : p21-activated kinase, MRCK : myotonic dystrophy kinase-related Cdc42-
binding kinase, ROCK : Rho-associated coiled coil-containing protein kinase, CIB1 : calcium- and
integrin-binding protein 1, PAR2 : protease-activated receptor 2, LATS-1 : large tumor suppressor 1,
Rac1 : Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1. (Modifiziert nach Van Troys et al., 2008).

So zeigt Aip1 (actin-interacting protein 1) per se nur einen geringen Einfluss auf die
Aktinfilament-Assemblierung in vitro. Erst durch seine Bindung an Cofilin wird die Cofilin-

vermittelte Fragmentierung von Aktinfilamenten signifikant erhéht (lida et al., 1999; Ono,
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2007), was in T-Zellen zu starken Migrationsdefekten fuhrt (Li et al., 2007). Tropomyosine
hingegen kdnnen die Fragmentierungsaktivitat von Cofilin blockieren (Bernstein et al., 1982).
Dabei ist die Bindung von Tropomyosin und Cofilin an Aktin kompetitiv, d.h. die Bindung des
einen Proteins inhibiert die Bindung des anderen Molekils. Dadurch kénnen Zellen einen
stabilen pool an Tropomyosin-gebundenem Aktin sowie einen dynamischen Pool an Cofilin-
gebundenem Aktin aufrechterhalten, was unter anderem fiir die Zelldifferenzierung und
-polarisierung von Bedeutung ist (DesMarais et al., 2002; Danuser, 2005; Ono, 2007; Kuhn
et al., 2008).

Als wichtige Komponente bei der direkten Regulation der Cofilin-Aktivitdt hat sich in
Metazoen die reversible Phosphorylierung des Serin-3 in Cofilin  herausgestellt
(,Phosphocofilin®). Durch diese Phosphorylierung wird die Bindung von Cofilin an Aktin
sterisch blockiert (Wriggers et al., 1998) und die Aktin-remodellierenden Eigenschaften von
Cofilin blockiert (Bamburg und Wiggan, 2002). Tabelle 1.1 gibt eine Ubersicht iber die bisher
bekannten Cofilin-spezifischen Kinasen und Phosphatasen sowie ihre wichtigsten
Eigenschaften.

Als spezifische Cofilin-Kinasen wurden die verwandten Lin-11/Isl-1/Mec-3 (LIM)-Domanen
enthaltenden LIM-Kinasen (LIMK, Arber et al., 1998; Yang et al., 1998) und die testikuléren
Protein-Kinasen (festicular protein kinases, TESK) identifiziert (Toshima et al., 2001;
Toshima et al, 2001). Signaltransduktionswege, die zur Cofilin-Inaktivierung durch
Phosphorylierung fiuihren, sind inzwischen relativ gut verstanden. So werden LIMKs durch
Phosphorylierung eines Threonins in der katalytischen Domane aktiviert. Diese LIMK-
spezifischen Kinasen stehen wiederum unter der Kontrolle von kleinen GTPasen der Rho-
Familie (Rho, Rac, Cdc42), die Uber eine Vielzahl G-Protein-gekoppelter und Tyrosinkinase-
Rezeptoren regulierbar sind und jeweils spezifische Reorganisationsformen des Aktin-
Zytoskeletts induzieren (Scott et al.,, 2007). Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass
LIMKs eine wichtige Funktion bei der Rac-abhangigen Lamellopodien-Formation sowie der
Rho-vermittelten Ausbildung von Stressfasern und fokalen Adhasionen einnehmen (Sumi et
al., 1999). Es gibt jedoch auch Unterschiede bei der Regulation der beiden LIMK-Isoformen:
Die Funktion von LIMK1 und 2 wird zwar durch Rho und Cdc42 sowie deren Effektoren
ROCK | + Il und die Cdc42-bindende Kinase MRCKa moduliert, auf der anderen Seite
kontrolliert aber ein Giber Rac und die p21-aktivierte Kinasen 1 und 4 (PAK1 und 4) fihrender
Signalweg ausschlielllich die LIMK1-Funktion. Die Aktivierung von LIMKs kann dabei auch
GTPase-unabhangig erfolgen. So ist der Wachstumsfaktor VEGF in der Lage, Gber den MAP
(mitogen-activated protein)-Kinase-Signalweg eine Phosphorylierung und somit Aktivierung
von LIMK1 in Endothelzellen zu induzieren (Kobayashi et al., 2006). Die testikularen TES-
Kinasen werden dagegen unabhangig von PAKs durch Integrin-initiierte Signalwege reguliert
(Toshima et al., 2001).
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Die Frage der Reaktivierung der Cofilin-Funktionen durch Dephosphorylierung an Serin-3
wurde erst spater geklart. Insbesondere ist die Identitdt spezifischer Cofilin-Phosphatasen
lange Zeit unklar geblieben. Die Serin/Threonin-Phosphatasen PP1 und PP2A sind zwar in
der Lage, Cofilin in T-Lymphozyten zu aktivieren (Ambach et al., 2000), in anderen
Systemen kann Cofilin jedoch auch in Gegenwart von Inhibitoren dieser Phosphatasen
aktiviert werden. Vor kurzem wurde gezeigt, dass Slingshot (SSH), eine Protein-
Phosphatase mit Aktin-bindenden Eigenschaften, Cofilin in kultivierten Zellen und in
zellfreien Assays dephosphorylieren kann (Niwa et al., 2002). SSH-Proteine (SSH1 - 3) sind
Mitglieder der Familie dual-spezifischer Phosphatasen und weisen Ahnlichkeiten zu MAPK-
Phosphatasen auf. Die Aktivitdt von SSH wird dabei durch eine direkte Rac und PAKA4-
vermittelte Phosphorylierung inhibiert. Dartiber hinaus kénnen 14-3-3-Proteine PAK4-
phosphoryliertes SSH binden, im Zytoplasma vernetzen und so die SSH-Aktivitdt ebenfalls
inhibieren (Nagata-Ohashi et al., 2004; Kim et al., 2009). Die Dephosphorylierungs-Aktivitat
von SSH gegeniber Cofilin wird hingegen in vitro und in vivo durch eine Bindung der
Phosphatase an F-Aktin signifikant verstarkt (Nagata-Ohashi et al., 2004; Soosairajah et al.,
2005; Yamamoto et al., 2006; Kurita et al., 2008). Bisher wurde nicht nur eine Regulation der
SSH-Aktivitat durch die Ca*/Calmodulin-induzierte Aktivierung der Protein-Phosphatase
Calcineurin nachgewiesen (Wang et al., 2005), sondern es scheint auch eine Abhangigkeit
der SSH-Aktivitdt von PI3K (phosphoinositide 3-kinase)-vermittelten Signalprozessen zu
bestehen (Nishita et al., 2004). Als SSH-Substrate wurden neben Cofilin auch die Aktin-
regulierenden Proteine LIMK1 + 2 sowie Coronin 1B identifiziert (Soosairajah et al., 2005;
Cai et al., 2007). Wahrend ein Verlust der SSH-Funktion in D. melanogaster zu erhdhten F-
Aktin- und Phosphocofilin-Leveln und in Folge dessen zu Stdérungen der epidermalen
Zellmorphogenese fuhrt (Niwa et al.,, 2002), spielt SSH in kultivierten und/oder priméaren
Saugerzellen eine entscheidende Rolle bei der polarisierten Migration (Endo et al., 2003;
Nagata-Ohashi et al., 2004; Nishita et al., 2005; Endo et al., 2007; Kligys et al., 2007; Wen et
al., 2007; Kligys et al., 2009), der Regulation der Zytokinese (Kaiji et al., 2003), der Migration
und Invasion von Tumorzellen (Horita et al., 2008) und der Morphogenese (Rogers et al.,
2005). Dabei ist SSH jedoch offenbar nicht in die Phosphoregulation samtlicher bekannter
Cofilin-abhangiger Prozesse involviert. So kann beispielsweise die Cofilin-vermittelte Aktin-
Reorganisation im Rahmen von Zellproliferation und Zellteilung auch in Abwesenheit von
SSH funktionell verlaufen (Niwa et al., 2002; Rogers et al., 2003). Diese Daten weisen klar

auf die Existenz weiterer Cofilin-regulatorischer Phosphatasen hin.
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.4 Die Cofilin-spezifische Phosphatase Chronophin

Durch die Kombination von klassischer Saulenchromatographie und einem spezifischen
Aktivitdtsscreening wurde Chronophin (CIN), eine neuartige und strukturell nicht mit SSH
verwandte Cofilin-aktivierende Phosphatase, von unserer Arbeitsgruppe aus Hirngewebe
gereinigt und mittels biochemischer und zellbiologischer Methoden charakterisiert (Gohla et
al., 2005).

Aufgrund seiner charakteristischen Domanenstruktur (s. Abb. 1.4), der kritischen Funktion
eines hochkonservierten Aspartatrests im HAD (haloazid dehalogenase)-Motiv | fur die
Phosphataseaktivitdt und der beobachteten Insensitivitat gegeniber konventionellen
Phosphataseinhibitoren, wurde CIN als ein neues Mitglied der HAD-Superfamile von
Hydrolasen klassifiziert. Enzyme dieser Superfamilie wurden bisher im wesentlichen in
Bakterien beschrieben (Burroughs et al., 2006). Dort konstituieren sie eine funktionell diverse
Enzymfamilie, die eine grosse Anzahl an Haloazid-Dehalogenasen, Epoxid-Hydrolasen, P-
Typ ATPasen und zahlreiche uncharakterisierte Phosphatasen umfasst (geschatzt werden

insgesamt ca. 2000 Mitglieder).

Motif I Motif III

H. sapiens i D W wvclps.. (NP_064711)
R. norvegicus o L UVGEPS.. (XP_216983)
M. musculus . L UVGEPS.. (AAR12209)
D. rerio . L UGIPS.. (AAH45860)
D. melanogaster i YV IGRPN.. (NP_649015)
C. elegans 5 SULTVGEPC.. (NP_504511})
A. thaliana - I LVVGEPS.. . (BARO7552)
5. cerevisiae £ HESYCGRPN... (NP_010045)
S. ponbe - LR ILGEPY.. (NP_596255)
E. coli ’ M PGPS (NP_752680)
H. sapiens CIN(D2SN)* L VVGEPS..

H. sapiens PSP 16 yyovighges Y Escoficr. M EERGATEN (AAH_63614)
Consensus wywDEDX(V/T) wyws/ T K (Xn) .. yyyGD (%) (D/E)

Abbildung 1.4: Alignment der konservierten HAD-Motive von putativen CIN-Orthologen. Alle
Mitglieder der HAD-Superfamilie verfligen {ber drei kurze, hochkonservierte Sequenzmotife. Die
Phosphatasen dieser Familie sind durch das erste HAD-Motiv DXDY (V/T) charakterisiert, wobei X fir
eine beliebige Aminosaure steht. Hochkonservierte Aminosduren wurden schwarz, konservierte
hydrophobe Reste grau markiert (). Die GenBank-ldentifikationsnummern sind auf der rechten Seite
dargestellt. (Ubernommen aus Gohla et al., 2005).

Die Funktionen der mehr als 40 im menschlichen Genom identifizierbaren Mitglieder der
HAD-Typ-Hydrolasen (Duraphe & Gohla, unveréffentlichte Daten) sind derzeit grésstenteils
unbekannt. Aufgrund von Sequenzvergleichen wird davon ausgegangen, dass es sich bei
der Mehrzahl der HAD-Enzyme in Saugern um Mg?**-abhangige Phosphatasen handelt
(Burroughs et al., 2006).
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HAD-Phosphatasen besitzen eine strukturell ungewéhnliche, aus drei hochkonservierten
HAD-Motiven zusammengesetzte Phosphatase-Doméane (Collet et al., 1998), und sind durch
einen unkonventionellen und gegenlber klassischen Phosphatase-Inhibitoren insensitiven
Phospho-Aspartat-Transferase Mechanismus gekennzeichnet (Aravind et al., 1998; Allen et
al., 2004). Derzeit sind die Kenntnisse lber die physiologischen Substrate und zelluldren
Aufgaben von HAD-Phosphatasen besonders in eukaryoten Organismen noch extrem
limitiert. Interessant ist, dass der fiir die Organentwicklung in D. melanogaster und Mausen
wichtige Transkriptionsfaktor EYA (eyes absent) HAD-Doménen enthélt und eine Protein-
Phosphataseaktivitdt aufweist (Rayapureddi et al., 2003; Tootle et al., 2003). Zudem konnte
fur EYA kirzlich mit dem Histon H2AX ein erstes, physiologisch relevantes Protein-Substrat
charakterisiert werden (Krishnan et al., 2009).

CIN ist evolutiondr konserviert, und weist ein breites Expressionsmuster in Sdugergeweben
auf (Gohla et al., 2005). Die fir das humane und murine CIN kodierenden Gene sind auf
Chromosom 22qg13.1 bzw. 15E1 lokalisiert, wobei die entsprechenden Genprodukte auf
Aminosaure-Ebene ca. 93% Sequenzidentitdt besitzen. Endogenes CIN kolokalisiert mit
Aktin und Cofilin in subzelluldren Bereichen, in denen eine rasche Aktin-Remodellierung fir
die Zellmotilitdt und Mitose essentiell ist. Die Depletion von endogenem CIN durch RNA-
Interferenz oder die Expression einer dominant negativen CIN-Mutante blockiert das
physiologische Phospho-Cycling von Cofilin, stabilisiert F-Aktin Strukturen und verursacht
massive Zellteilungsdefekte sowie die Anhaufung aneuploider Zellen (Gohla et al., 2005).
Waéhrend zwar allgemein akzeptiert ist, dass Cofilin eine entscheidene Rolle bei der
zytoskelettalen Reorganisation wahrend der Zellteilung spielt, sind die Mechanismen, die
seine Aktivitdt und subzelluldre Lokalisation im Verlauf der Mitose bestimmen, jedoch nach
wie vor nicht ausreichend verstanden. Bisherige Studien unserer Arbeitsgruppe zeigten,
dass CIN in den verschiedenen Stadien der Mitose zusammen mit Cofilin eine dynamische
Relokalisation in Bereiche aktiver Aktin-Reorganisation erfahrt, welche fur die Zellteilung
essentiell sind. So kolokalisieren CIN und Cofilin wéhrend der spaten Anaphase/Telophase
an den dynamischen Zellpolen und akkumulieren dann transient und zeitgleich an der sich
einschniirenden Teilungsfurche. Wahrend der Zytokinese sind CIN und Cofilin im
kontraktilen Aktomyosin-Ring zu finden und kolokalisieren in den spaten Phasen der
Zytokinese auch transient an der Plasmamembran (Gohla et al., 2005). In mitotischen HelLa-
Zellen reduziert Wildtyp-CIN die zellulare Phosphocofilin-Konzentration wahrend der Mitose
und Zytokinese, wohingegen die Expression einer Phosphatase-inaktiven CIN-Punktmutante
oder die siRNA-vermittelte Depletion von CIN zu einer robusten Erhéhung des
Phosphocofilin-Pools fiihrt. Mitotische Zellen mit erhéhter oder erniedrigter CIN-Aktivitat sind

durch eine haufige Regression der Teilungsfurche, gefolgt vom Abbruch der Mitose oder
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Zytokinese charakterisiert. Dies resultiert in einer Anhaufung multinukleérer Zellen (Gohla et
al., 2005).

CIN ist auch in die PAR-2 (protease-activated receptor-2)- und [3-Arrestin vermittelte Cofilin-
Aktivierung impliziert worden (Zoudilova et al., 2007). Mit dem Hsp90 (heat shock protein 90)
konnte kurzlich ein erster direkter Inhibitor der CIN-vermittelten Cofilin-Dephosphorylierung
identifiziert werden. Unter ATP-Mangelbedingungen wird die Hsp90/CIN-Interaktion
aufgehoben. Dies resultiert in einer Desinhibierung von CIN und damit einer erhéhten Cofilin-
Dephosphorylierung. In kultivierten hippocampalen Neuronen kann dieser Mechanismus zu
einer Akkumulation von Cofilin zusammen mit Aktin in charakteristischen bindelartigen
Strukturen, den sogenannten actin/cofilin rods, fiihren. Dieser Mechanismus tragt
mdglicherweise dazu bei, dass Neuronen unter energetischen Stressbedingungen aktives
Cofilin transient in diesen Strukturen akkumulieren, um auf diese Weise die dynamische
Aktin-Reorganisation zu limitieren und den Energiebedarf der Zelle zu senken (Huang et al.,
2008).

Nach der Isolierung und Charakerisierung von CIN als Cofilin-Phosphatase wurde deutlich,
dass CIN bereits zuvor als Pyridoxal-Phosphatase (PDXP) entdeckt und beschrieben worden
war (Fonda, 1992). Fonda und Kollegen waren dabei die Ersten, die CIN aus Erythrozyten
isolierten und eine spezifische Phosphatase-Aktivitdt gegeniber den niedermolekularen
Vitamin Bs-Komponenten Pyridoxal-5-Phosphat (PLP), Pyridoxin-Phosphat, Pyridoxamin-
Phosphat, 4-Pyridoxinsaure-Phosphat und 4-Deoxypyridoxin-Phosphat nachweisen konnten
(Fonda, 1992; Gao et al., 1994; Gao et al., 1994; Fonda et al., 1995). Hier wurde ebenfalls
deutlich, dass die CIN-Aktivitat gegeniiber diesen Substraten Mg?*-abhangig verlauft und
Michaelis-Menten-Kinetiken folgt. Spater wurde PDXP durch Jang und Mitarbeiter molekular
identifiziert, in E. coli als katalytisch-aktive PLP-Phosphatase produziert und basal
charakterisiert (Jang et al.,, 2003). Neuere Befunde lassen vermuten, dass die CIN-
vermittelte Dephosphorylierung von PLP an der Entstehung von morphologischen
Veranderung des Aktin-Zytoskeletts im Hippocampus von Patienten mit Epilepsie beteiligt ist
(Kim et al., 2008) und mdéglicherweise auch eine Rolle bei Aktin-Reorganisationsprozessen
im Zuge von Langzeit-Potenzierung und synaptischer Plastizitat von hippocampalen

Neuronen spielt (Kim et al., 2009).

1.5 Das Kalzium- und Integrin-bindende Protein 1

Das Calcium and integrin binding protein 1 (CIB1, auch bekannt als Calmyrin oder KIP, flr
kinase interacting protein; ist ein evolutionar konserviertes und in Saugern weit verbreitet
exprimiertes Mitglied der EF-Hand-Familie von neuronalen Kalzium-Sensoren (Naik et al.,
1997), zu der neben den vier CIB-Isoformen (CIB1 - 4) (Gentry et al., 2005) auch Proteine
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wie NCS-1 (neuronal calcium sensor 1), Hippocalcin, Recoverin oder die KChIP (Kv channel-
interacting protein)-Subfamilie gehéren. Wahrend die Funktion und Struktur von CIB1 derzeit
intensiv untersucht wird, ist Uber die restlichen Isoformen noch fast nichts bekannt. Bei
murinem CIB1 handelt es sich um ein kleines Protein von 191 Aminosauren (M, 22 kDa), das
sich durch eine relativ hohe Sequenzhomologie (57%) zu Calcineurin B, der regulatorischen
Untereinheit der heterodimeren, Kalzium-abhdngigen Protein Phosphatase 2B
(PP2B/Calcineurin) sowie dem Kalziumsensor Calmodulin auszeichnet (Gentry et al., 2005).
CIB1 kann N-terminal myristoyliert werden, und so an Membranen translozieren (Stabler et
al.,, 1999). Ein sogenannter Kalzium-Myristoyl-Switch konnte fiir CIB1 jedoch nicht
nachgewiesen werden (Blazejczyk et al., 2006). Bei diesem Mechanismus kommt es durch
die sequenzielle Bindung von zwei Kalzium-lonen zu einer Konformationsanderung, welche
die Freisetzung eines kovalent gebundenen Myristoylrestes aus einer hydrophoben Tasche
induziert und dem Protein so die Bindung an Lipidmembranen ermdéglicht (Babu et al., 1985;
Zozulya et al., 1992). CIB1 besitzt insgesamt vier sogenannte EF-Hand-Motive, jeweils zwei
in der N- und C-terminalen Doméane. Diese Motive sind in der Lage, Kalzium und/oder
Magnesium spezifisch zu binden (Gifford et al., 2007). Es sind jedoch nur die C-terminalen
EF-H&nde (EF-Hand IIl und 1V) funktionell: Die EF-Hand Ill weist mit 1,9 uM zwar die
niedrigere Affinitdt fur Kalzium auf, ist jedoch auch in der Lage Magnesium zu binden
(Yamniuk et al., 2004). Demgegeniber handelt es sich bei der EF-Hand IV um eine reine
Kalziumbindestelle mit relativ hoher Affinitat (0,54 uM, Gentry et al., 2005). Die N-terminalen
Motive kdnnen aufgrund von Insertionen und Punktmutationen keine divalenten Metallionen
mehr binden (Yamniuk et al., 2008). Die Bindung von Kalzium und/oder Magnesium zeigt
dabei stabilisierende Auswirkungen auf die sekundare und tertidre Struktur der beiden
Domanen sowie auf die Gesamtstruktur des Proteins (Yamniuk et al., 2007).

CIB1 ist ein multifunktionales Protein und in der Lage, verschiedene Effektorproteine zu
binden und deren Funktion und/oder Lokalisation zu modifizieren. Am eingehendsten wurde
die Rolle von CIB1 bei der Integrin ay,Rs-vermittelten Signaltransduktion im Rahmen der
Thrombozyten-Aggregation charakterisiert. Die Integrin-Aktivierung ist ein komplexer und
bidirektional verlaufender Vorgang, bei dem das Integrin a,R; eine entscheidende
Komponente darstellt. Das Integrin o,33; wird von Thrombozyten im Ruhezustand konstitutiv
exprimiert, befindet sich aber in einem Zustand niedriger Affinitdt fur Liganden, wie
Fibrinogen oder den von Willebrand-Faktor. Intrazellulare Signale fihren zu einer Agonist-
induzierten Konformationsanderung des Rezeptors, der dadurch in die Lage versetzt wird,
Liganden mit hoher Affinitdt zu binden. Durch die Ligandenbindung wird anschlieend ein
spezifisches intrazelluldres Signal ausgeldst (Leisner et al., 2007). So konnten Studien
belegen, dass die Uberexpression von CIB1 in Megakaryozyten zu einer nahezu

vollstédndigen Inhibierung der Agonist-induzierten Bindung an Fibrinogen fuhrt, wéhrend die
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siRNA-vermittelte Depletion von CIB1 in einer verstarkten Integrin oy,Rs-Aktivierung
resultiert. Bei CIB1 handelt es sich also offenbar um einen negativen Regulator des o,R3-
Integrins (Barry et al., 2002; Yuan et al., 2006). Daruberhinaus scheint CIB1 auch wahrend
der Adhasion von Thrombozyten an der Bildung von Lamellopodien, nicht jedoch Filopodien
beteiligt zu sein (Naik et al., 2003). Kirzlich wurde auch eine Interaktion mit Talin, einem
wesentlichen Mediator der Integrin-vermittelten Thrombozyten-Aktivierung nachgewiesen,
wobei CIB1 die Bindung von Talin an das Integrin a;,35 zu regulieren scheint (Yuan et al.,
2006). Weitere bekannte CIB1-Interaktoren sind PAK1 (Leisner et al., 2005), die kleine
GTPase Rac3 (Haataja et al., 2002), die Ubiquitin-Ligase EDD (Henderson et al., 2002), der
Transkriptionsfaktor Pax3 (Hollenbach et al., 2002), das Alzheimer-assoziierte Protein
Presenilin-2 (Stabler et al., 1999; Blazejczyk et al., 2006), die Zellzyklus-regulatorischen,
Polo-artigen Kinasen Fnk und Snk (Kauselmann et al., 1999; Ma et al., 2003) und die in die
DNA-Reparatur involvierte, DNA-abhangige Proteinkinase (Wu et al, 1997).
Interessanterweise wird bei einer Interaktion von CIB1 mit dem Integrin ay,3; die hydrophobe
Ligandenbindungstasche von CiB1 erst nach einer Kalzium-induzierten
Konformationsanderung zuganglich (Vallar et al., 1999). Zudem verfugt CIB1 offenbar tber
einen weiteren protektiven Mechanismus, bei dem die Ligandenbindungstasche konstitutiv
durch eine Assoziation mit dem C-Terminus blockiert wird. Potentielle Bindungspartner
missen daher zunachst diesen verdrangen, bevor sie die Bindungstasche nutzen kénnen.
Dieser Mechanismus kénnte eine Selbst-Assoziation der N- und C-terminalen Domé&ne von
CIB1 verhindern oder die unspezifische Bindung anderer Proteine blockieren und funktioniert
Kalzium-unabhé&ngig (Yamniuk et al., 2006).

Méause, bei denen das CIB1-Gen durch homologe Rekombination deletiert wurde, zeigen
zwar eine normale Entwicklung, jedoch erweisen sich die mannlichen Tiere als steril. Dieser
Phanotyp geht mit einer reduzierten Hodengréle sowie einer verminderten
Spermienproduktion einher (Yuan et al, 2006) und ist mechanistisch noch vdllig
unverstanden. Darliberhinaus scheint CIB1 eine Rolle bei der Angiogenese nach
pathologischen Veranderungen zu spielen, nicht jedoch bei der Angiogenese wahrend der
Embryonalentwicklung (Zayed et al., 2007). Interessanterweise zeigen CIB1"-Mé&use jedoch
offenbar keine pathologischen Merkmale, die auf eine Stérung des Integrin a;,35-vermittelten
Signalwegs schlieRen lassen wiirden, wie Hamorraghien oder die vermehrten Bildung von
Thromben (Yuan et al., 2006). Dies kdnnte auf eine mégliche Kompensation der CIB1-
Funktionen in Thrombozyten durch andere Mitglieder der CIB-Familie hindeuten (Denofrio et
al., 2008). Aufgrund der bereits beschriebenen Rolle von CIN bei der Cofilin-vermittelten
Regulation des Aktin-Zytoskeletts wahrend der Zellteilung und dem Einfluss des Cofilin-
Signalwegs auf die Invasion und Metastasierung von Tumorzellen, sollten in dieser Arbeit

neue CIN-regulatorische Proteine und Signalwege untersucht werden.
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| Fragestellung

Die Dynamik der Aktinflament-Organisation ist essentiell fir die Entwicklung und Funktion
eukaryoter Organismen und wird daher durch eine Vielzahl Aktin-bindender Proteine
raumlich und zeitlich strikt reguliert. Hierbei gilt der ubiquitar exprimierte Aktin-
depolymerisierende Faktor Cofilin als Schllisselregulator der Stimulus-induzierten Aktin-
Zytoskelett-Dynamik. Die Cofilin-aktivierende Phosphatase Chronophin, ein neuartiges
Mitglied der HAD-Superfamilie von Protein-Phosphatasen in Sdugern, spielt in kultivierten
Zellen eine wichtige Rolle bei der Regulation des Aktin-Zytoskeletts wahrend der
Zellmigration und Mitose. Bisher existieren praktisch keine Informationen zur zellularen
Regulation von CIN.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, den in einem yeast two-hybrid screen
identifizierten, potentiellen CIN-Interaktor CIB1 zu charakterisieren, um neue Erkenntnisse

Uber die Regulation und Funktion von CIN auf zelluldrer Ebene zu gewinnen. Dazu wurde:

o zunachst eine direkte Bindung von CIN und CIB1 mit Hilfe
molekulargenetischer und biochemischer Methoden in vitro und in Zellen

geprift

o ein  mdoglicher Einfluss der CIN/CIB1-Interaktion auf die CIN-

Phosphataseaktivitat in vitro getestet und

o eine putative Rolle von CIB1 bei der Regulation der CIN-Aktivitat wahrend der

Mitose in einem zelluldren Modellsystem untersucht.

Die Identifikation neuer CIN-Regulationsmechanismen kénnte in Zukunft zu einem besseren
Verstandnis der Rolle von CIN bei der Kontrolle des dynamischen Aktin-Zytoskeletts sowie

darauf basierender pathologischer Veranderungen fiihren.
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11| Material und Methoden

1.1 Zelllinien, Bakterien- und Hefestamme

Zelllinien:

GC-1 spg (ATCC): murine spermatogoniale Keimzelllinie, ATCC CRL-2053
HEK293T (DSMZ): humane Nierenzelllinie, ATCC CRL-1573
HelLa (ATCC): humane Epithelzelllinie aus einem Zervixkarzinom, ATCC CCL-2

Bakterienstamme:

E. coli TOP10 (Invitrogen, Leek, Niederlande): F-, mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC)
f80/acZDM15 DlacX74 deoR recA1 araD139 D(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1
nupG

E. coli DH5a (Invitrogen): F' Phi80d/acZ DeltaM15 Delta(lacZYA-argF)U169 deoR recA1
endA1 hsdR17(rK-mK+) phoA supE44 lambda- thi-1

E. coli BL21 (DE3) pLysS (Merck, Darmstadt): F-, ompT, hsdSg (rs-, mg-), dcm, gal, A(DE3),
pLysS, Cm’

E. coli XL1-Blue (Stratagene, Amsterdam, Niederlande): supE44 hsdR17 recA1 endA1
gyrA46 thi relA1 lac- F[proAB+ laclq lacZDM15 Tn10(tetr)]

Hefestamme:

EGY48 (Clontech, Palo Alto, CA, USA): MATa trp1 his3 ura3 LexAop(x6)-LEU2

1.2 Plasmide

pcDNAS3 Invitrogen, Leek, Niederlande
pEYFP-C1 Clontech, Palo Alto, CA, USA
pPEGFP-N1 Clontech, Palo Alto, CA, USA
pECFP-N1 Clontech, Palo Alto, CA, USA
pTrcHis A Invitrogen, Leek, Niederlande

pGEX-4T-1 GE Healthcare, Miinchen
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pMal-c2E

pB42AD

pLexA

p8op-lacZ

pCR 2.1-TOPO

CIN (Maus) in pcDNA3

CIN (Maus) in pTrcHis A

CIN (Maus) in pCR 2.1-TOPO
CIN (Maus) in pMal-c2E

CIN (Maus) in pLexA

CIN (Maus) in pEYFP-C1

CIB1 (Maus) in pcDNA3

CIB1 (Maus) in pGEX-4T-1

CIB1 (Maus) in pECFP-N1

CIB1 (Maus) in pEGFP-N1

CIB1 (Maus) G2A in pECFP-N1
CIB1 (Maus) in pB42AD

CIB1 (Maus) D127N in pGEX-4T-1
CIB1 (Maus) E172Q in pGEX-4T-1
CIN (Maus) 51-292 AS in pLexA
CIN (Maus) 65-292 AS in pLexA
CIN (Maus) 80-292 AS in pLexA
CIN (Maus) 85-292 AS in pLexA
CIN (Maus) 100-292 AS in pLexA
CIN (Maus) 153-292 AS in pLexA
CIN (Maus) 1-140 AS in pLexA
CIN (Maus) 1-104 AS in pLexA
CIN (Maus) 1-96 AS in pLexA
CIN (Maus) 1-85 AS in pLexA
CIN (Maus) 1-80 AS in pLexA
CIN (Maus) 1-76 AS in pLexA
CIB1 (Maus) 1-178 AS in pB42AD
CIB1 (Maus) 1-173 AS in pB42AD
CIB1 (Maus) 1-160 AS in pB42AD
CIB1 (Maus) 1-128 AS in pB42AD
CIB1 (Maus) 1-173 AS in pGEX-4T-1

New England Biolabs,

Frankfurt am Main

Clontech, Palo Alto, CA, USA
Clontech, Palo Alto, CA, USA
Clontech, Palo Alto, CA, USA

Invitrogen, Leek, Niederlande

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
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diese Arbeit

Sigma, Deisenhofen

Hippocalcin in pEGFP-N1
pLKO.1-puro

.3 Chemikalien und Enzyme

Nicht gesondert aufgefiihrte Chemikalien und Reagenzien wurden von den Firmen Merck
KgaA (Darmstadt), Carl-Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), SERVA Electrophoresis GmbH
(Heidelberg), Fluka Chemie GmbH (Buchs, Schweiz) und Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim)
bezogen. Alle Lésungen wurden mit entionisiertem Wasser (Millipore, Molsheim) angesetzt

und soweit erforderlich fur 21 Minuten bei 120 °C und 1,2 bar autoklaviert oder mit einer

0,22 um-Sterilfiltrationseinheit (Millipore) sterilfiltriert.

Ampicillin

30% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)

Agar-Agar

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)

Aprotinin

bovines Serumalbumin (BSA), Fraktion V

bovines Serumalbumin (BSA), Fraktion V, Protease-frei
Bromphenolblau

CNBr-aktivierte Sepharose 4B

Coomassie blue Serva R
Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs)
4’,6-Diamidin-2’-phenylindoldihydrochlorid (DAPI)
Diethylether

N,N-Dimethylformamid (DMF)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

DNA aus Heringssperma

DNase

Dropout-Zuséatze (DO supplement)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Dulbecco’s Phosphate Bufferd Saline w/o Ca**/Mg**
(D-PBS)

Dulbecco’s Phosphate Bufferd Saline +Ca®*/Mg®* (D-PBS)
ECL Western Blot Detection System

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

GE Healthcare, Miinchen
Serva, Heidelberg
Genaxxon, Stafflangen
Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Fluca, St. Gallen, Schweitz
ICN, Eschwege

Clontech, Palo Alto, CA, USA
Sigma, Deisenhofen
Clontech, Palo Alto, CA, USA
Gibco BRL, Eggenstein

Genaxxon, Stafflangen
Genaxxon, Stafflangen

GE Healthcare, Miinchen
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Enterokinase

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure (EDTA)
Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-
tetraessigsaure (EGTA)

Fetal calf serum (FCS)

Galaktose

Gelatine

Glukose

Glutathion Sepharose 4B
Glycerol

Glyzin

Hefeextrakt

Hefe-Stickstoffbasis ohne Aminosauren

4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure (HEPES)
High Fidelity RNA PCR Kit

Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG)
Kaliumchlorid (KCI)
Kalziumchlorid (CaCl,)
Kanamycin
LB-Flussigmedium
LB-Medium fir Agarplatten
Leupeptin

L-Glutamin
Lipofectamine™ 2000
Lithiumacetat (LiAc)
Lithiumchlorid (LiCl)
Lysozym
B-Mercaptoethanol (B-ME)
Magnesiumchlorid (MgCl,)

Magermilchpulver

Roche Diagnostics,
Mannheim

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg
Gibco BRL, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen
Difco Laboratories,
USA

Sigma, Deisenhofen

Detroit,

GE Healthcare, Miinchen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Difco Laboratories, Detroit,
USA

Sigma, Deisenhofen

Takara Bio Inc.,, Saint-

Germain-en-Laye, Frankreich
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, Frankfurt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt

Gibco BRL, Eggenstein
Invitrogen, Leek, Niederlande
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Applichem, Darmstadt
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Magnesiumsulfat (MgSQO,)
Maltose
MBP-Agarose

Methanol

Natriumazid (NaNs3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Natriumorthovanadat
Nocodazole

Nonidet P40 (NP40)
Okadainsaure
Oligonukleotide
OptiMEM
Paraformaldehyd (PFA)
Pefabloc SC PLUS
PEG 4000
Penicillin/Streptomycin
Pepstatin

Pepton

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Platinum Pfx DNA-Polymerase
Poly-L-Lysine

Ponceau S

ProLong Gold Antifade Reagent
n-Propanol

PLP

Raffinose

Restriktionsenzyme

Salzsaure (HCI)

T4 DNA-Ligase

TALON Metal Affinity Resin
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamid (TEMED)
Thrombin Protease

Thymidin
3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB)

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

New England Biolabs, MA,
USA

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, Frankfurt
Calbiochem, Frankfurt
Operon, KéIn

Gibco BRL, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen

Roche Diagnostics, Penzberg
Sigma, Deisenhofen

Gibco BRL, Eggenstein
Applichem, Darmstadt
Difco Laboratories, Detroit,
USA

Serva, Heidelberg

Invitrogen, Leek, Niederlande
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Leek, Niederlande
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Fermentas, St. Leon-Rot
Merck, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Clontech, Palo Alto, CA, USA
Roth, Karlsruhe

GE Healthcare, Miinchen
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt
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Tris (hydroxymethyl-)aminomethan (Tris)

Triton X-100

Trizol

Trypton

Tween 20

X-Gal

Yeast-Pepton-Dextrose-Medium (YPD-Vollmedium)

ll.4  Antik6érper und Antiseren

anti-R-Aktin, monoklonal, aus Maus (Klon C4)
anti-Calmodulin, monoklonal, aus Maus
anti-CIB1, polyklonal, aus Kaninchen

anti-CIN, monoklonal, aus Kaninchen

anti-Cofilin, polyklonal, aus Kaninchen

anti-GAPDH, polyklonal, aus Maus
anti-Kaninchen-IgG, polyklonal, HRP-gekoppelt, aus Ziege

anti-LexA, polyklonal, aus Kaninchen
anti-Maus-IgG, polyklonal, HRP-gekoppelt, aus Kaninchen

anti-Phosphocofilin, polyklonal, aus Kaninchen

anti-Tubulin (clone DM1A), monoklonal, aus Maus

Alexa Fluor 488, anti-Kaninchen 1gG, aus Ziege,
(H + L), highly cross absorbed

Alexa Fluor 488, anti-Maus IgG, aus Ziege,
(H + L), highly cross absorbed

Alexa Fluor 546, anti-Kaninchen IgG, aus Ziege
(H + L), highly cross absorbed

Alexa Fluor 546 Phalloidin

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Leek, Niederlande
Sigma, Deisenhofen
Applichem, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

ICN, Eschwege

Upstate, MA, USA

diese Arbeit

diese Arbeit/ Cell Signalling
Technology, Danvers, MA,
USA

Cytoskeleton, Denver, CO,
USA

GeneTex Inc, CA, USA
Thermo Fisher Scientific,
Rockford, USA

Invitrogen, Leek, Niederlande
Dako, Glostrup, Ddnemark
Cell Signalling Technology,
Danvers, MA, USA

Sigma, Deisenhofen

Invitrogen, Leek, Niederlande

Invitrogen, Leek, Niederlande

Invitrogen, Leek, Niederlande

Invitrogen, Leek, Niederlande
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.5 Oligonukleotide

Fir PCR und DNA-Ligationen wurden salzfreie Oligonukleotide der Firma Operon
Biotechnologies GmbH (Kd&In) eingesetzt. Die Schmelztemperatur (Ty) wurde nach der
Formel, Ty = 69,3 + G/C-Gehalt [%] x 0,41 - 650 / Lange des Oligonukleotids [nt], (Chester et
al.,, 1993) berechnet. Restriktionsschnittstellen, welche Uber die Oligonukleotide in

Sequenzen eingefugt wurden, sind unterstrichen dargestellt (s. Tabelle 111.1).

Tabelle 111.1: Verwendete Oligonukleotide:

Oligonukleotid Orientierung Sequenz Spezies
mCINforw Forward 5'-GAATTCGGATCCATGGCGCGCGCTGCGAGC-3' Maus
mCINrev Reverse 5'-CTGCAGTCATCTCGAGTAGTCCTCCAGCCCCTCCATC-3' Maus
EFllimutaforw Forward 5-CCCTGGACAGAGAAAACCTGAGCCAGCTTGTG-3' Maus
EFllimutarev Reverse 5-CACAAGCTGGCTCAGGTTTTCTCTGTCCAGGG-3' Maus
EFIVmutaforw Forward 5-GACCATCAATCTTTCCCAGTTCCAGCATGTCATCTCG-3' Maus
EFIVmutarev Reverse 5-CGAGATGACATGCTGGAACTGGGAAAGATTGATGGTC-3' Maus
CIBpcDNA3forw Forward 5 -ATCTAGAATTCGCCACCATGGGAGGTTCGGGCAG-3' Maus
CIBpTriExstoprev  Reverse 5-CGTCGCTCGAGTCACAGGACAATCTTAAAGG-3' Maus
mCINy2hdIforw Forward 5 -ATTGAGAATTCATGGCGCGCGCTGCGAGCGG-3' Maus
mCINy2hdlrev Reverse 5-ATTGACTCGAGTCAGCGCACGCGCGGGTCC-3' Maus
mCINy2hdVllirev  Reverse 5 -CTTCCCTCGAGTCAGGGCGGCCCGGACAGCCG-3' Maus
mCINy2hdIXrev Reverse 5 -CTTCCCTCGAGTCACAGGAGGAGGCGCGCGGCACA-3' Maus
mCINy2hdXlrev Reverse 5-CTTCCCTCGAGTCAGAGCTGCT-CGGCGCGCAG-3' Maus
mCINy2hdXllrev Reverse 5-ATTGAGTCGACTCACAGCCCCGCGAAGCC-3' Maus
mCINy2hdXIVrev  Reverse 5-ATTGAGTCGACTCAGCCCAGGCGGGCGAAG-3' Maus
mCINy2hdllrev Reverse 5-ATTGACTCGAGTCAGTCCTCCAGCCCCTCCATC-3' Maus
mCINy2hdlliforw  Forward 5 -CTTCCGAATTCATGGGCAAGAACACGCTG-3' Maus
mCINy2hdVforw Forward 5 -ATTGAGAATTCATGCCCGAGCTGGCG-CTG-3' Maus
mCINy2hdVIforw Forward 5 -ATTGAGAATTCATGCGCGCCGAGCAGCTC-3' Maus
mCINy2hdXllliforw Forward 5-CTTCCGAATTCATGTTCAGCTCCGCGCTG-3' Maus
mCINy2hdIVforw Forward 5 -ATTGAGAATTCATGTC-CGGGCCGCCCGAC-3' Maus
mCINy2hdIVrev Reverse 5-CTTCCCTCGAGTCACGAGATGACATGCTGGAA-3' Maus
CIBy2hrev1 Reverse 5-ACTCGAGTCAGAACTCGGAAAGATTGATG-3' Maus
CIBy2hrev2 Reverse 5-ACTCGAGTCATGACTCTTCCAGGATATTG-3' Maus
CIBy2hrev3 Reverse 5-ACTCGAGTCACAGGTCTTCTCTGTCCAG-3' Maus
CIBpTrcHisAforw  Forward 5-ATCTACTCGAGATGGGAGGTTCGGGCAG-3' Maus
CIB-pEGFPrev3 Reverse 5-CGTCGGGATCCGTCAGGACAATCTTAAAGGAGC-3' Maus
mCIN-pEXFPforw  Forward 5-ATTGAAAGCTTGTATGGCGCGCGCTGCGAGCGG-3' Maus
mCIN-pEXFPrev  Reverse 5 -GTTAAGGATCCTCAAGTCGACTCGTCCTCCAGCCCCT-3' Maus
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1.6 Sonstige Materialien

Bio-Spin/Micro Bio-Spin Saulen
Centricons, Trenngrenze 3 kDa

Deckglaser

Econo-Glassaulen

GeneRuler 1 kb DNA Ladder
Hybond C Nitrozellulose-Membran
Micro BCA Protein Assay Kit

Mikrotiterplatten Falcon 3912
PageRuler Prestained Protein Ladder
PCR Purification Kit

Precision Plus Protein Standard
QIAquick Gel Extraction Kit

Qiagen Plasmid Purification Kits

QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit
Réntgenfilme (SuperRX)

TOPO TA Cloning Kit
Transferpapier GB002

.7 Molekularbiologische Methoden

.71

Bio-Rad, CA, USA

Millipore, MA, USA
Marienfeld GmbH, Lauda-
Koénigshofen

Bio-Rad, CA, USA
Fermentas, St. Leon-Rot

GE Healthcare, Miinchen
Pierce/Thermo Scientific,
Bonn

BD Biosciences, Heidelberg
Fermentas, St. Leon-Rot
Qiagen, Hilden

Bio-Rad, CA, USA

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Stratagene, Amsterdam,
Niederlande

Fuji Photo Film, Tokyo, Japan
Invitrogen, Leek, Niederlande
Schleicher und Schuell,

Dassel

Plasmidisolierung in kleinem MaRstab (Minipraparation)

Zur Praparation von Plasmid-DNA in kleinem Malstab wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit

(Qiagen) verwendet. Dazu wurde jeweils eine 3 ml Bakterienkultur des entsprechenden

Klons in Medium mit 50 ug/ml Ampicillin (LBamp) oder 50 ug/ml Kanamycin (LBkan) tGber

Nacht im Schittelinkubator bei 37 °C und 180 rpm angezogen. Die Bakterien wurden in

1,5 ml Reaktionsgefalien bei 14.000 rom fir eine Minute bei RT in der Tischzentrifuge

(Zentrifuge 5415 D, Eppendorf, Hamburg) pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die

Isolierung der Plasmid-DNA aus den E. coli-Zellen erfolgte nach Angaben des Herstellers,
wobei das gereinigte DNA Pellet in 50 ul EB-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.5) gel6st wurde.
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Im Anschluss konnte die Konzentration der DNA in einer 1:100 Verdiinnung photometrisch
bestimmt werden (s. 111.7.8). Die Lagerung der DNA erfolgte bei -20 °C.

ll.7.2 Plasmidisolierung in groBRem MaRstab (Maxiprédparation)

Fur die Isolierung von Plasmid-DNA im praparativen Mal3stab wurde das Qiagen Plasmid
Maxi Kit (Qiagen) verwendet. Als Ausgangsmaterial wurden Uber Nacht 250 ml
Bakterienkultur des entsprechenden Klons in LB-Medium unter den in Abschnitt 111.7.1
beschriebenen Bedingungen angezogen. Die Bakterienkultur wurde fir 10 min bei 4 °C und
6000 x g zentrifugiert (Avanti J-20 XP, Beckman Coulter, Krefeld) und das Pellet nach
Verwerfen des Uberstandes den Herstellerangaben entsprechend weiterverarbeitet. Dabei
wurden die Volumina der Lésungen an das Ausgangsvolumen der Bakterienkultur
angepasst. Die isolierte Plasmid-DNA wurde in ca. 200 - 500 pl EB-Puffer aufgenommen und
die DNA-Konzentration im Spektralphotometer bestimmt (s. 111.7.8) und auf 1 ug/ul
eingestellt, anschlieRend wurde die DNA bei -20 °C gelagert.

1H.7.3 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

Der enzymatische Verdau von DNA erfolgte mit Restriktionsendonukleasen der Firma
Fermentas (St. Leon-Rot) unter Verwendung der vom Hersteller empfohlenen Puffer fiir
Einzel- und Doppelverdaue. Die Spaltung der Plasmid-DNA erfolgte mit 10 U Enzym/ug DNA
bei einer Temperatur von 37 °C (Thermomixer compact, Eppendorf) fur eine Stunde. Die

Effizienz der Verdaue wurde mittels Agarosegelelektrophorese (s. 111.7.4) Gberprift.

ll.7.4  Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte durch Agarosegelelektrophorese in
Flachbettapparaturen mit einfach TAE (40 mM Tris-Acetat, 5 mM Natriumacetat, 1 mM
EDTA, pH 8) als Laufpuffer. Je nach Grole der zu erwartenden Fragmente wurde ein 1 -
2%iges Agarosegel mit einfach TAE angesetzt. Zur spateren Detektion wurde dem Gel der
Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,5 ug/ml zugesetzt. Die
DNA wurde vor dem Auftragen mit sechsfach DNA-Probenpuffer versetzt. Als GréRenmarker
diente der Marker GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas). Die Auftrennung wurde auf
einem UV-Tisch ausgewertet und mittels DIANA Chemiluminescence Detection System

(Raytest, Straubenhardt) dokumentiert.
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ll.7.5 Elution von DNA aus Agarosegelen

Um ein bestimmtes DNA-Fragment zu isolieren, wurde die gewiinschte Bande mit einem
Skalpell méglichst exakt ausgeschnitten. Die Extraktion der DNA aus dem Agarosegel
erfolgte mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben. Die DNA-
Konzentration wurde photometrisch bestimmt (s. 111.7.8) und die DNA bis zur weiteren

Verwendung bei -20 °C gelagert.

ll.L7.6 Ligation

Mit Hilfe des Enzyms Ligase kénnen Uberhdngende komplementare oder glatte Enden
doppelstrangiger DNA miteinander verbunden werden. Hier wurde Insert zu Vektor in einem
Verhaltnis von 3:1 eingesetzt. Es wurden ca. 100 ng Vektor, ca. 300 ng Insert, 3 ul 10 x
Ligations-Puffer (Fermentas), 1 ul T4 DNA Ligase (5 U/pl, Fermentas) verwendet und mit
H,O auf 30 ul aufgefiillt. Der Ligationsansatz wurde Uber Nacht bei RT inkubiert und ein Teil

zur Transformation von E. coli-Zellen verwendet.

ll.7.7  Transformation von chemisch kompetenten E. coli-Zellen

Zur Transformation der chemisch kompetenten E. coli TOP10-, D5a- und BL21 (DE3) pLysS-
Zellen wurden 50 pl der kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut und mit 5 - 10 ul des
Ligationsansatzes vorsichtig vermischt. Nach einer Inkubation von 20 min auf Eis erfolgte ein
Hitzeschock der Zellen fur 45 s bei 42 °C (Thermomixer compact, Eppendorf). Anschliellend
wurden die Zellen wieder auf Eis transferiert und mit 250 ul vorgewadrmtem SOC-Medium
(2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO, und 20 mM
Glukose, pH 7) versetzt. Es folgte eine Inkubation fur eine Stunde bei 37 °C unter Schitteln
bei 120 rpm im Schittelinkubator. Fir die Selektion wurden jeweils zwischen 50 - 250 ul des
Transformationsansatzes auf mit Ampicillin oder Kanamycin versetzten LB-Agarplatten
ausplattiert und tGber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Das Verifizieren der positiven
Klone erfolgte nach Plasmidisolierung (s. 111.7.1) durch Restriktionsverdau (s. 111.7.3) und

gegebenenfalls Sequenzierung (GATC, Konstanz).
ll.7.8  Quantifizierung von DNA durch photometrische Messung
Fur die photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration wurde das Spektralphotometer

DU 800 Spektrophotometer (Beckman Coulter) verwendet. Die Messung der Extinktion

erfolgte in Quarzkiivetten (d = 1 cm) bei 260 und 280 nm gegen H,O. Fiur die
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Konzentrationsberechnung wurde zugrunde gelegt, dass eine OD,g von eins einer DNA-
Konzentration von 50 pg/ml entspricht. Der Reinheitsgrad der isolierten DNA wurde Uber den

Quotienten Azso/Azgo ermittelt.

l.7.9 Isolierung von RNA aus murinem Gewebe

Fur die Isolierung von Gesamt-RNA aus Hirngewebe wurde ein Mausehirn (ca. 180 mg
Gewebe) in 5 ml Trizol (Invitrogen, Leek, Niederlande) aufgenommen und anschlieiend mit
Hilfe des Euro Turrax T20S (lka Labortechnik, Staufen) auf Eis homogenisiert. Zu dem
Gewebelysat wurde 0,2 ml Chloroform/ml Trizol zugegeben, die Reaktionsgefale fir 15 s
vorsichtig geschittelt und fir zwei Minuten bei RT inkubiert. Durch eine zwanzigminitige
Zentrifugation bei 4 °C und 15.000 x g wurde der Ansatz in drei Phasen getrennt: Die obere
farblose Phase, in der sich die Gesamt-RNA befand, eine Interphase, welche die Proteine
enthielt und eine untere Phenol/Chloroform-Phase. Die obere Phase wurde abgenommen
und die RNA mit 0,5 ml Isopropanol geféllt. Nach einer erneuten Zentrifugation bei
15.000 x g wurde die RNA mit 75% Ethanol/DEPC-H,O gewaschen, 10 min getrocknet und
in DEPC-H,0 gelést. Um einer Kontamination der RNA mit genomischer DNA vorzubeugen,
wurde zusatzlich ein DNA-Verdau durchgefuhrt. Dazu wurde folgender Ansatz hergestellt:
20 ul RNA, 2,5 pl 10 x DNase-Puffer und 2,5 ul DNase. Die Reaktion erfolgte 30 min bei
37 °C und im Anschluss wurde das Enzym bei 65 °C fur 15 min hitzeinaktiviert. Die
extrahierte RNA wurde einer photometrischen Konzentrationsbestimmung (s. [11.7.8)
unterzogen, wobei der Quotient der Extinktionen bei 260 und 280 nm zwischen 1,8 und 2

liegen sollte. AnschlieRend wurde die RNA direkt weiterverwendet oder bei -80 °C gelagert.

1.7.10 PCR-Techniken

Die Polymerasekettenreaktion diente der Vervielfaltigung von DNA-Bereichen, welche durch
spezifische Oligonukleotide (Primer) definiert wurden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden fir
die PCR verschiedene thermostabile Polymerasen verwendet. Fiir die reverse Transkriptase-
PCR (s. 111.7.10.2) wurde die reverse Transkriptase des High Fidelity RNA PCR Kit (Takara
Bio Inc.) eingesetzt. Fur das Synthetisieren von DNA-Fragmenten, bei denen die
Genauigkeit der Sequenz von besonderer Bedeutung war, wurde eine Proof-Reading-DNA-
Polymerase aus Thermococcus sp. (Platinum Pfx-DNA-Polymerase, Invitrogen) verwendet,
die Uber eine 3° — 5°-Exonukleaseaktivitat (Korrekturlesefahigkeit) verfligt. Alle PCR-
Reaktionen wurden in 500 ul Reaktionsgefaflien im Mastercycler (Eppendorf) durchgefiihrt.

Das Verifizieren der PCR-Ergebnisse erfolgte Giber Agarosegelelektrophorese (s. 111.7.4).
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1l.7.10.1 Standard-PCR

Das Ansetzen der PCR wurde nach den jeweiligen Herstellerangaben der verwendeten
Enzyme in einem Volumen von 25 ul durchgefiihrt. Die verwendeten dNTPs wurden von der
Firma Invitrogen bezogen. Um Restriktionsschnittstellen oder His-Tag-Sequenzen in die
PCR-Produkte einzufiigen, folgten einer fiinfminttigen initialen Denaturierung der DNA bei
95 °C, 25 Reaktionszyklen von Denaturierung, Anlagerung der Primer und Elongation.
Hierbei erfolgte die Denaturierung bei 95 °C fir 1 min. Das Anlagern der Primer wurde flr
1 min bei einer Temperatur durchgefuhrt, welche in der Regel 3 °C unter der niedrigeren der
berechneten Ty (s. 111.5) beider Oligonukleotide lag. Die Elongation erfolgte fur 1 min (CIB1)
oder 1,5 min (CIN) bei einer Temperatur von 68 °C. Nach einer terminalen Elongation von
1 min bei der vorangegangenen Elongationstemperatur wurden die PCR-Produkte mittels

Agarosegelelektrophorese (s. I11.7.4) analysiert.

11.7.10.2 Reverse Transkriptase-PCR

Zur Gewinnung von cDNA aus Geweben oder Zellysaten wurde dem PCR-Verfahren eine
reverse Transkriptase (RT)-Reaktion vorgeschaltet. Dazu wird aus der RNA mit Hilfe
spezifischer Primer und dem Enzym reverse Transkriptase eine einzelstrangige cDNA
hergestellt. Die RT-PCR wurde in dieser Arbeit zur Gewinnung von CIN-cDNA aus murinem
Hirngewebe eingesetzt. Hierzu wurde Gesamt-RNA, wie unter Abschnitt 111.7.9 beschrieben,
aus Mausehirn isoliert. Zur Herstellung der cDNA wurden 3,5 ng Gesamt-RNA, sowie 1 pl
RTase (Takara), 4 ul MgSO,4 (25 mM), 1 ul dNTPs (10 mM), 0,5 ul RNAse-Inhibitor, 10 ul 2x
RTase-Puffer und 1 ul Oligo dT Primer (Roche, Mannheim) verwendet und mit H,O auf ein
Gesamtvolumen von 20 ul gebracht. Die Reaktion wurde fir 17 Zyklen (65 °C fir 1 min,
30 °C fir 1 min, 30 °C fiir 30 s, +1 °C/Zyklus) durchgeflihrt.

Fur die nachfolgende PCR wurden 5 pul der so generierten cDNA als Matrize, Platinum Pfx
DNA-Polymerase nach Herstellerangaben und die Oligonukleotide mCINforw und mCINrev
(s. Tabelle 111.1) eingesetzt. Der PCR-Ansatz wurde initial fir 5 min bei 95 °C denaturiert,
anschliel3end erfolgte die Amplifikation fur 26 Zyklen (95 °C fur 1 min, 60 °C fur 1 min, 68 °C
fur 2 min). Nach einer terminalen Elongation von einer Minute bei der vorangegangenen
Elongationstemperatur wurden die PCR-Produkte mittels Agarosegelelektrophorese

(s. lll.7.4) analysiert.
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ll.7.11 Ortsgerichtete Punktmutagenese

Zum gezielten Austausch von einzelnen Aminosauren innerhalb eines Proteins wurde das
QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Stratagene nach Herstellerangaben
verwendet. Die Punktmutagenese der CIB1 EF-Hand-Motive lll (D127N) und IV (E172Q)
erfolgte dabei mit Hilfe der HPLC-gereinigten Oligonukleotide EFIllimutaforw und
EFllimutarev sowie EFIVmutaforw und EFIVmutarev (s. Tabelle 111.1), wobei murines CIB1 in
pGEX-4T-1 als Matrize diente. Die PCR wurde fiir 12 Zyklen (95 °C fiir 30 s, 55 °C fir 1 min,
68 °C fiir 6 min) durchgefiihrt und das erhaltene Produkt anschliefiend in XL1 Blue-Zellen

transformiert (s. 111.7.7).

ll.7.12 Computergestiitzte Analyse von DNA-Sequenzen

Die Analyse von Sequenzen sowie deren graphische Darstellung erfolgte mit den
Programmen ContigExpress und AlignX aus dem Programmpaket VectorNT! Suite 10
(Invitrogen) sowie mit dem Programm Chromas, Version 1.43 (C. McCarthy, Brisbane,

Australien).

l.7.13 Konstruktion von Expressionsplasmiden

Fur die Herstellung von Expressionsplasmiden wurde die nachfolgende Strategie verwendet.
Das Einfligen von geeigneten Schnittstellen direkt vor und nach der cDNA erfolgte mittels
PCR (s. lll.7.10) unter Verwendung der Platinum Pfx-Polymerase. Die dabei entstandenen
Fragmente wurden entweder zundchst in pCR2.1-TOPO inseriert, mittels
Restriktionsenzymen herausgeschnitten (s. 111.7.3) und weiter in die finalen Vektoren
subkloniert (s. 111.7.6), oder nach der PCR gelelektrophoretisch aufgetrennt (s. 111.7.4), eluiert
(s. 11.7.5), mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten und dann in die finalen
Vektoren eingefugt. Die Sequenzen aller PCR-generierten Fragmente wurden durch
Sequenzierung verifiziert (GATC Biotech). Fur die bakterielle Proteinexpression wurde der
E. coli-Stamm BL21 (DE3) pLysS verwendet.

Murines CIN fiir die eukaryotische Expression:

Fur die Generierung von Vektoren fiir die CIN-Expression in eukaryotischen Systemen
wurde die CIN-cDNA mittels reverser Transkriptase-PCR (s. 111.7.10.2) und Standard-PCR
mit den Oligonukleotiden mCINforw und mCINrev (s. Tabelle 1ll.1) aus murinem Hirnlysat
(s. 11.7.9) amplifiziert, in pCR 2.1-TOPO inseriert und anschlieend {ber die BamHI- und
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EcoRI-Schnittstellen in den Vektor pcDNA3 fiir die Expression in Saugerzellen, sowie Uber
EcoRIl und Xhol in den Vektor pLexA fiir die Expression in Hefezellen subkloniert. N-terminal
YFP-markiertes CIN (YFP-CIN) wurde mittels PCR und den Primern mCIN-pEXFPforw und
MCIN-pEXFPfrev (s. Tabelle IlIl.1) aus CIN in pcDNA3 amplifiziert und mit Hilfe der HindllI-
und BamH{I-Schnittstellen in den Vektor pEYFP-C1 eingefigt.

Die Erstellung von CIN-Deletionskonstrukten fiir Reportergen-Experimente im two-hybrid-
System erfolgte Uber PCR mit CIN in pcDNA3 als Matrize sowie den folgenden
Oligonukleotid-Kombinationen (s. Tabelle 111.2). Die erhaltenen Fragmente wurden Uber die

Restriktionsschnittstellen EcoRI und Sall in den Vektor pLexA inseriert.

Tabelle I11.2: Oligonukleotide fiir die Herstellung von CIN-Deletionskonstrukten:

Oligonukleotid Forward/Reverse Vektor Aminoséauren
mCINy2hdIforw mCINy2hdVllirev pLexA 1-104
mCINy2hdIforw mCINy2hdIXrev pLexA 1-96
mCINy2hdIforw mCINy2hdXlrev pLexA 1-85
mCINy2hdIforw mCINy2hdXlirev pLexA 1-80
mCINy2hdIforw mCINy2hdXIVrev pLexA 1-75
mCINy2hdlliforw mCINy2hdlirev pLexA 51-292
mCINy2hdVforw mCINy2hdlirev pLexA 65-292
mCINy2hdVIforw mCINy2hdlirev pLexA 80-292
mCINy2hdXllIforw mCINy2hdlirev pLexA 85-292
mCINy2hdIVforw mCINy2hdlirev pLexA 100-292

Murines CIN fiir die bakterielle Expression:

Fir die Produktion von rekombinantem Hisg- oder MBP-markierten CIN in Bakterien wurde
die CIN-cDNA ausgehend von dem Vektor CIN in pCR 2.1-TOPO (iber die BamHI- und
EcoRI-Schnittstellen in den Vektor pTrcHis A inseriert (His-Tag-CIN). Aus pTrcHis A wurde
die CIN-cDNA wiederum mit Hilfe von BamHI- und Hindlll-Schnittstellen in den Vektor pMal-
c2E subkloniert (MBP-CIN).
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Murines CIB1 fir die eukaryotische Expression:

Fur die Generierung von eukaryotischen Expressionsvektoren wurde die CIB1-cDNA aus
dem Vektor pB42AD-CIB1 mittels PCR sowie den Oligonukleotiden CIBpcDNA3forw und
CIBpTriExstoprev (s. Tabelle 11.1) amplifiziert, wobei gleichzeitig eine Kozak-Sequenz am 5°-
Ende des cDNA-Fragments eingefiigt wurde. Anschliefend wurde das Fragment lber
EcoRI- und Xhol-Schnittstellen in den Vektor pcDNAS3 inseriert. C-terminal GFP- oder CFP-
markiertes CIB1 (CIB1-GFP, CIB1-CFP) wurde mittels PCR wund den Primern
CIBpTrcHisAforw und CIB-pEGFPrev3 (s. Tabelle 111.1) aus CIB1 in pcDNA3 amplifiziert und
mit Hilfe der Xhol- und BamHI-Schnittstellen in die Vektoren pEGFP-N1 oder pECFP-N1
eingefiigt.

Die Herstellung von CIB1-Deletionskonstrukten fiir Reportergen-Experimente im two-hybrid
System erfolgte ebenfalls (iber PCR mit CIB1 in pB42AD als Matrize sowie den folgenden
Oligonukleotid-Kombinationen (s. Tabelle 111.3). Die erhaltenen Fragmente wurden
anschlielend Uber die Restriktionsschnittstellen EcoRl und Xhol in den Vektor pB42AD

inseriert.

Tabelle 111.3: Oligonukleotide fur die Erstellung von C-terminalen CIB1-Deletionskonstrukten:

Oligonukleotid Forward/Reverse Vektor Aminoséaure Konstrukt
CIBpcDNA3forw CIBy2hdIVrev pB42AD 1-178 ciB1""®
CIBpcDNA3forw CIBy2hrev1 pB42AD 1-173 ciB1*™"3
CIBpcDNA3forw ClBy2hrev2 pB42AD 1-160 ciB1™1e
CIBpcDNA3forw CIBy2hrev3 pB42AD 1-128 ciB1'%®

Murines CIB1 fir die bakterielle Expression:

Fur die Produktion von rekombinantem GST-markierten CIB1 wurde die CIB1-cDNA aus
dem Vektor pcDNA3 (ber die Ncol- und Xhol-Schnittstellen in den Vektor pGEX-4T-1
eingefiigt. Das CIB1-Deletionskonstrukt 1-173 wurde desweiteren fiir die Proteinproduktion
in E. coli aus dem Vektor pB42AD Uber die EcoRI- und Xhol-Schnittstellen in den Vektor
pGEX-4T-1 subkloniert.
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.8  Zellbiologische Methoden

111.8.1 Zellkultur und Transfektion

Die Kultivierung von GC-1 spg-, HeLa und HEK293T erfolgte in DMEM mit 4,5 g/l Glukose,
versetzt mit 10% FCS, (Gibco), 100 U/ml Penicillin und 100 ug/ml Streptomycin (Gibco,
Vollmedium) bei 5% CO, und 37 °C in wasserdampfgesattigter Atmosphére (Inkubator B
5060, Heraeus, Hanau). Fir mikroskopische Untersuchungen wurden die Zellen auf
Glasplattchen ausgebracht.

Die transiente Transfektion von subkonfluenten Zellen fiir biochemische Analysen und
konfokale Fluoreszenzuntersuchungen wurde mit Hilfe von Lipofectamine™ 2000
durchgefiihrt. Fiir @ 3 cm Schalen wurde pro Ansatz 3 ul Lipofectamine™ 2000 mit 250 pl
OptiMEM gemischt und fir 5 min bei RT inkubiert (fir @ 10 cm Schalen wurde die funffache
Menge verwendet). AnschlieBend wurden jeweils 0,1 - 1 ug Plasmid-DNA (pcDNA3-CIN.
YFP-CIN, pcDNA3-CIB1, CIB1-GFP, CIB1-CFP oder Hippocalcin-GFP) bzw. 12 - 25 nM
siRNAs in 250 ul OptiMEM verdiinnt, mit dem Lipofectamine-Ansatz durch vorsichtiges Auf-
und Abpipettieren vermischt und fiir 20 min bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die
zu transfizierenden adharenten Zellen zweimal mit Ca®*/Mg?*-freiem D-PBS gewaschen und
je 1 ml OptiMEM/@ 3 cm Schale zugegeben. Abschliefend wurde die Lipofectamine-DNA-
Lésung tropfchenweise zu den Zellen gegeben und durch Schwenken verteilt. Nach sechs
Stunden Inkubation wurde Vollmedium zugegeben. Am nachsten Tag wurden die Zellen fir

biochemische Analysen verwendet oder mikroskopisch untersucht.
l.8.2 Immunfluoreszenz

Zur Bestimmung der subzelluldaren Lokalisation von endogenen oder transient
Uberexprimierten Proteinen wurden die Hela- oder GC-1 spg-Zellen fur 20 min in
4% Paraformaldehyd bei RT fixiert. Im Fall der Uberexpression fluoreszierender Proteine
wurden die Zellen direkt nach der Fixierung in ProLong Gold Antifade Reagenz eingebettet
und spater konfokalmikroskopisch ausgewertet. Zur Detektion nicht Fluoreszenz-markierter
Proteine wurden die Zellen nach der Fixierung fir 10 min mit 0,5% Triton X-100
permeabilisiert. Die permeabilisierten Zellen wurden fiir eine Stunde in 3% BSA in Ca®*/Mg**-
freiem D-PBS blockiert und nachfolgend fiir 2 h mit einem anti-CIN (1:200) oder anti-CIB1
(1:100) Antikérper in 1% BSA in Ca**/Mg®*-freiem D-PBS bei RT inkubiert. Die Zellen wurden
zweimal mit Ca®*/Mg*'-freiem D-PBS gewaschen und fiir 1 h mit einem sekundaren Alexa
Fluor-488 oder -546-markierten anti-Kaninchen-IgG aus Ziege (1:400) in Ca**/Mg**-freiem D-

PBS mit 1% BSA bei RT inkubiert. Nach einem erneuten Waschvorgang wurden die Proben
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fur 5 min mit DAPI geféarbt (1:5000 in D-PBS), in ProLong Gold Antifade Reagenz eingebettet
und konfokalmikroskopisch ausgewertet.

Fur die Stimulation von lebenden Zellen mit lonomycin wurden die transfizierten Zellen fur
30 min bei 37 °C mit 0,2 ug Fura Red in Vollmedium beladen. Anschliefiend wurden die
Glasplattchen mit den darauf adh&rierenden Zellen aus den Kulturschdlchen entnommen,
vorsichtig mit HBS-Puffer (10 mM HEPES pH 7,5, 128 mM NaCl, 6 mM KCI, 1 mM MgCl,,
3 mM CaCl, und 5,5 mM Glukose) abgespiilt, in eine Kammer eingespannt und mit HBS-
Puffer Gberschichtet. Die Stimulation der Zellen erfolgte mit 3 uM lonomycin in HBS-Puffer
und die subzelluldre Lokalisation der Fluoreszenz-markierten Proteine wurde mit dem
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop LSM 510-Meta und einem Plan-Apochromat
63x/NA1,4-Objektiv verfolgt. Um eine konstante Temperatur von 37 °C zu gewdhrleisten,

wurde das Mikroskop in einen Zeiss Inkubator XL integriert.

l.8.3 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Die subzellulare Lokalisation von endogenen oder exogenen Proteinen wurde mit einem
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (confocal laser scanning microscope, CLSM)
untersucht. Im Vergleich zu einem konventionellen Epifluoreszenz-Mikroskop ist das CLSM
in der Lage, eine wesentlich geringere Schichtdicke bei hdherer raumlicher Auflésung
abzubilden. Dies wird optisch durch das Einbringen von zwei Lochblenden in den
Strahlengang erreicht. Die erste Lochblende befindet sich dabei direkt hinter der Lichtquelle,
wodurch die Probe Punkt fir Punkt durch den fokussierten Laser angeregt werden kann. Um
die Detektion von Streulicht aus den Ebenen ober- und unterhalb des angeregten Punktes zu
verhindern, wird vor dem Detektor eine zweite Lochblende eingebracht, die im Brennpunkt
mit der ersten Blende Ubereinstimmt. Durch das Rastern einer Ebene entsteht auf diese Art
und Weise ein Querschnitt durch die untersuchte Zelle, der es ermdglicht, eine etwa 1 uM
durchmessende Zellschicht zu betrachten und so exakt zwischen z.B. zytosolischer oder
membranérer Fluoreszenz zu unterscheiden (Emptage, 2001).

Die lebenden bzw. fixierten und Antikérper-markierten Zellen wurden mit den konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskopen LSM 510-Meta (Carl Zeiss, Jena) oder TCS SP5 (Leica,
Wetzlar) mit einem Plan-Apochromat 40x/NA1.3- bzw. 63x/NA1.4-Objektiv ausgewertet.
CFP, GFP oder YFP wurden mit dem Licht eines Argon-Lasers mit Hilfe der Wellenlangen
458, 488 oder 514 nm angeregt und das emittierte Fluoreszenzlicht durch einen 458, 488
oder 514 nm-Hauptfarbteiler und den 475-525 nm, 505-530 nm oder 530-600 nm Band-
passfiltern detektiert. Alexa 488-markierte Proteine wurden mit dem Licht eines Argon-Lasers
mit Hilfe der Wellenlange 488 nm angeregt und das emittierte Fluoreszenzlicht durch einen

488 nm-Hauptfarbteiler und den 475-525 nm Bandpassfiltern detektiert. Alexa 546-markierte
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Proteine wurden mit Hilfe eines Helium/Neon-Lasers mit der Wellenldnge 543 nm angeregt.
Das Fluoreszenzlicht wurde mit Hilfe des UV/488/543/633 nm-Hauptfarbteilers, sowie dem
530 - 600 nm Bandpassfilter detektiert. Die konfokalen Blenden wurden so eingestellt, dass

die optischen Schichtdicken zwischen 0,5 und 1,0 um lagen.
l.8.4 Synchronisierung von GC-1 spg-Zellen

Um den Einfluss der CIN/CIB1-Interaktion auf endogene Phosphocofilin-Level wahrend der
Mitose biochemisch untersuchen zu ké&énnen, wurden GC-1 spg-Zellen (ber einen
Thymidin/Nocodazol-Block in der G2-Phase des Zellzyklus synchronisiert (Gohla et al.,
2005). Je 3 x 10° GC-1 spg-Zellen wurden in 75 m?Kulturflaschen ausgesat und am
nachsten Tag mit CIN-, CIB1 oder Kontroll-siRNAs transfiziert (111.8.6). Nach einer Inkubation
von 48 h wurde Vollmedium mit 2 mM Thymidin zu den Zellen gegeben. Nach weiteren 24 h
wurden die Zellen zweimal gewaschen und fiir 4 h in Vollmedium mit 100 ng/ml Nocodazol
inkubiert. Anschlie®end wurden die mitotischen Zellen durch Abklopfen von der Kulturflasche
geldst, zweimal mit Vollmedium gewaschen und je 2 x 10* Zellen in einer entsprechenden
Anzahl Poly-L-Lysin beschichteten Vertiefungen (0,1 mg/ml Poly-L-Lysin in H,O fir 1 h bei
37 °C) einer 24-well Platte ausgebracht. 2 x 10* Zellen wurde dabei als Zeitpunkt O min direkt
in 30 ul 1 x Lammli-Puffer lysiert. Die verbleibenden Zellen wurden 45 - 180 min nach dem
Aussetzen in 30 pl 1 x Lammli-Puffer lysiert, die Lysate gelelektrophoretisch aufgetrennt
(s. 111.9.4) und mit Hilfe der Immunoblot-Analyse (s. I11.9.5) untersucht.

Fur die Analyse der subzellularen Lokalisation von Proteinen wahrend der Mitose wurden je
3 x 10° GC-1 spg-Zellen in 75 m*Kulturflaschen ausgesat und am nachsten Tag mit
Plasmid-DNA fir CIN (0,1 ng) oder CIB1 (0,5 ng) transfiziert. Nach der Synchronisierung
wurden die Zellen auf Poly-L-Lysin beschichteten Glasplattchen (0,1 mg/ml Poly-L-Lysin in
H,O fur 1 h bei 37 °C) in Vertiefungen einer 6-well Platte ausgebracht und 45 - 180 min nach

dem Aussetzten fixiert, gefarbt und konfokalmikroskopisch ausgewertet (s. 111.8.2, 111.8.3).
lI.8.5 Herstellung von stabilen Zelllinien mittels lentiviraler Transduktion

Die stabile Depletion von CIN in GC-1 spg-Zellen erfolgte Uber ein lentivirales shRNA-
Vektorsystem. Dazu stand ein Set bestehend aus finf gegen murines CIN gerichteten
shRNA-Sequenzen in dem Vektor pLKO.1-puro zur Verfiugung (SHGLY-NM_020271, Sigma-
Aldrich). Als Kontrolle diente eine sogenannte non-targeting shRNA (SHC002, Sigma),
welche auf kein bekanntes Gen der Maus oder des Menschen abzielt, jedoch in der Lage ist,

den RNAI-Signalweg zu aktivieren (www.sigmaaldrich.com).
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111.8.5.1 Herstellung lentiviraler Partikel

Fur die Produktion von lentiviralen Partikeln wurden 4,5 x 10° HEK293T-Zellen in einer
gelatinierten @ 10 cm Zellkulturschale (2% Gelatine in PBS, fur 30 min bei RT) ausgebracht
und am folgenden Tag mit Hilfe der Kalziumphosphat-Methode transfiziert. Dazu wurden
20 ug des lentiviralen Vektors sowie 15 bzw. 10 ug der Verpackungsplasmide psBAX2 und
VSV-G mit 470 pl H,O, 500 pul zweifach BBS (50 mM BES, 280 mM NaCl, und 1,5 mM
NaHPQO,, pH 7,02) und 50 ul 2,5 M CaCl, gemischt. Nach einmintiger Inkubation wurde die
Lésung trépfchenweise zum Medium gegeben und das Medium nach 16 h Inkubation durch
6 ml frisches Vollmedium mit 10 mM Natriumbutyrat ersetzt. Nach weiteren 6 h wurde der
virale Uberstand geerntet und durch einen Spritzenfilter mit einer Porengréfe von 45 pm

filtriert.

111.8.5.2 Etablierung stabiler Zelllinien

Fir die virale Transduktion wurden je 3,5 x 10* GC-1 spg-Zellen pro @ 3 cm-Schale ausgesét
und am folgenden Tag mit 3 ml der viralen Suspension versetzt. Nach einer Inkubation von
16 h wurden die Zellen zweimal mit D-PBS ohne Ca®*/Mg®* gewaschen und anschlieRend in

Vollmedium mit 1 pg/ml Puromycin zu Selektionszwecken weiterkultiviert.

111.8.6 RNA-Interferenz

Die RNA-Interferenz (RNAi) stellt einen evolutiondr konservierten  zellularen
Abwehrmechanismus dar, der die Expression artfremder Gene in Eukaryoten kontrolliert. Auf
dieser Basis wurde eine neue und effiziente Methode entwickelt, um die Funktion eines Gens
in embryonalen und somatischen Zellen zu erforschen (Elbashir et al., 2001). Dabei wird
doppelstrangige RNA (dsRNA), die homolog zu einer Sequenz in der Ziel-mRNA ist, in die
Zellen eingeflihrt, was zu einem Post-Transkriptionellen Gene-Silencing (PTGS)-Ph&dnomen
fihrt. Nachfolgend kommt es zu einer siRNA-vermittelten Degradation der komplementaren
mRNA, wodurch die Synthese des entsprechenden Proteins unterdriickt wird (Hannon,
2002).

Die in dieser Arbeit verwendeten siRNA-Oligonukleotide wurden von der Firma
Dharmacon,(Bonn) bezogen. Dabei wurde zunachst jeweils ein Set von vier verschiedenen
synthetischen Oligonukleotiden, die gegen murines CIN (LQ-040273-01-02) oder CIB1 (LQ-
040182-01-02) gerichtet waren auf Proteindepletion in GC-1 spg-Zellen Uberprift. Dazu
wurden je 3 x 10%*Zellen mit 25 nM der individuellen Oligonukleotide transfiziert und der

Effekt auf die endogenen CIN- oder CIB1-Spiegel anschlieRend im Immunoblot analysiert.
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Als  Kontrolle diente eine non-targeting  Kontroll-siRNA  (D-001810-01, 5'-
UGGUUUACAUGUCGACUAA-3’) in einer korrespondierenden Konzentration, welche zwar
die Endonuklease DICER aktiviert, jedoch keine nachweisbare Auswirkung auf die
Expression bekannter muriner Gene hat.

Fur die anschlieliende siRNA-vermittelte Depletion von CIN- und CIB1 in GC-1 spg-Zellen
wurden pro @ 3 cm Schale 3 x 10* Zellen ausgebracht und am folgenden Tag mit einer der
CIN- und/oder ClIB1-spezifischen siRNAs (CIN: J-040273-11, 5'-
CGUCCAGUGUUGAUGGCUU-3, CIB1: J-040182-09, 5-CCAUCAAUCUUUCCGAGUU-3)
in einer Endkonzentration von 25 bzw. 12,5 nM transfiziert (s. 111.8.1). Auch hier diente die
non-targeting Kontroll-siRNA in einer korrespondierenden Konzentration als Kontrolle. 48 h
nach der Transfektion wurden die Zellen entweder fiir die Zellsynchronisation eingesetzt

(s. 111.8.4) oder lysiert (s. 111.9.1) und einer Immunoblot-Analyse (s. 111.9.5) unterzogen.

l.8.7 Das Two-Hybrid System

Das von Fields (Fields et al., 1989) erstmalig beschriebene yeast two-hybrid System stellt
eine effiziente Methode zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen in vivo dar. Das
Prinzip des MATCHMAKER LexA Two-Hybrid Systems der Firma Clontech beruht auf dem
modularen Aufbau des prokaryotischen Transkriptionsfaktors LexA. Dieser besteht aus einer
transaktivierenden Domane (AD) und einer DNA-bindenden Domane (BD), welche
physikalisch voneinander getrennt wurden. Potentielle Interaktionspartner werden in Form
einer cDNA-Bibliothek als Fusionsproteine entweder mit der DNA-Bindedomane oder der
transaktivierenden Doméane exprimiert. Bei einer in vivo-Interaktion der beiden Proteine
entsteht ein funktionsfahiger LexA-Transkriptionsfaktor, der die Transkription von
nachgeschalteten Reportergenen (lacZ und LEUZ2) in der Hefe aktiviert. Da sich Hefezellen
gut kultivieren und genetisch manipulieren lassen, kann mit Hilfe dieses Systems unter
Verwendung einer cDNA-Bibliothek ein bestimmtes Kdéderprotein auf Protein-Interaktionen
mit einer grofden Zahl moéglicher Bindepartner untersucht werden. Weiterhin kénnen putative
Interaktionspartner, die bei der Analyse einer Bibliothek gefunden wurden, mit Hilfe des

yeast two-hybrid-Systems direkt getestet werden.

111.8.7.1 Kultur von Hefezellen

EGY48-Hefezellen wurden in Flissigkultur oder auf Agarplatten bei 30 °C geziichtet. Falls
keine Selektion erforderlich war, wurde YPD-Vollmedium (20 g/l Pepton, 10 g/l Hefeextrakt
und 2% Glukose in H,O, Clontech) verwendet. YPD-Agar enthielt zuséatzlich 20 g/l Agar. Fur

die Selektion transformierter Hefezellen wurde Wachstumsmedium (6,7 g/l Nitrogen-
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Hefebasis in H,O, pH 5.8, DO-Aminosaurezusatz, Clontech) verwendet, dem eine oder
mehrere der Aminosauren Histidin, Uracil und Tryptophan fehlten. Fur die Selektion auf
Proteininteraktionen im  two-hybrid-System  wurde  Wachstumsmedium mit 2%
Galaktose/1% Raffinose und 80 ug/ml X-Gal ohne Histidin, Uracil, Tryptophan und Leuzin
(Selektionsmedium) verwendet. Zur langfristigen Aufbewahrung wurden Hefekulturen mit
Einfriermedium (25 mM Tris-HCI, pH 8, 100 mM MgSO, und 65% Glyzerol) versetzt, in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

111.8.7.2 Transformation von Plasmid-DNA in Hefezellen

Fur die Transformation von Hefezellen mit Plasmid-DNA wurde die Lithiumacetat-Methode
verwendet. EGY48-Hefezellen wurden Uber Nacht in 10 ml YPD- oder SD-Medium
angezogen und in 60 ml YPD-Medium Uberimpft. Die Kultur wurde solange inkubiert, bis sie
eine ODegpo von 0,6 - 0,8 erreicht hatte. Nach Zentrifugation bei 3000 x g fir 5 min wurde das
Pellet mit 25 ml H,O gewaschen, in 25 ml Lésung A (0,1 M LiAc, pH 7.5 in H,O)
resuspendiert und fir 10 min bei RT inkubiert. Pro Transformationsansatz wurden 50 pl
kompetente Hefezellen, 0,5 ug der zu transformierenden Plasmid-DNA, 5 ug Heringssperma-
DNA und 300 pl Lésung B (0,1 M LiAc, pH 7.5, 40% PEG 4000 in H,O) eingesetzt. Die
Ansatze wurden vorsichtig gemischt und fir 30 min bei 30 °C inkubiert. Nach einem
Hitzeschock fur 20min bei 42°C wurden die Transformationsansatze auf
Wachstumsmedium oder Selektionsmedium ausgebracht und fir 3-5 Tage bei 30 °C
inkubiert.

111.8.7.3 Reportergen-Experimente

Zur Selektion auf interagierende Proteine im two-hybrid-System standen zwei Reportergen-
Systeme zur Verfugung. Erstens enthielt der verwendete Hefestamm EGY48 das stabil
integrierte leu2-Gen unter Kontrolle eines LexA-sensitiven Promotors. Die nichtkovalente
Bindung von Kéder- und Beuteprotein rekonstituiert die Funktion des LexA-
Transkriptionsfaktors und aktiviert damit das lexA-Operon-leu2-Reportergen. Fir die Blau-
Weiss-Selektion wurden Hefenzellen zusatzlich mit dem Plasmid p8op-lacZ transfiziert.
Dieses enthalt das R-Galaktosidasegen unter der Kontrolle eines LexA-sensitiven Promotors.
Im Fall einer Interaktion von Kéder- und Beute-Fusionsprotein wird dieses Enzym exprimiert
und kann anhand der Umsetzung von X-Gal zu einem blauen Farbstoff nachgewiesen
werden. Beide Selektionsverfahren erfolgten auf Agarplatten. Es wurden nur solche Klone

als positiv gewertet, die sowohl Jeu2-auxotroph waren, als auch R-Galaktosidase
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exprimierten. Stark interagierende Proteine zeigten eine deutliche Blaufarbung der Klone

innerhalb von 24 Stunden.

l.8.8  Kultivierung von Bakterienzellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Escherichia coli-Stamme TOP10, DH5a, XL-1 Blue MRF~
und BL21 (DE3) pLsyS wurden bei 37 °C und 180 rpm in LB-Medium (1% Trypton, 0,5%
Hefeextrakt, 1% NaCl in H,O, pH 7.2) in einem Schiittelinkubator (CH4103, Infors AG,
Bottmingen) oder auf LB-Agarplatten (1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl, 1,5% Agar in
H.O, pH 7.2) im Brutschrank (Certomat BS1, B. Braun Biotech International) kultiviert. Zu
Selektionszwecken wurde dem Medium 50 pg/ml Ampicillin oder 50 pug/ml Kanamycin

zugesetzt. Die langerfristige Lagerung der Bakterien erfolgte bei -80 °C.
l.8.9 Bakterielle Expression von Hisg-CIN, MBP-CIN und GST-CIB1

Von einem E. coli BL21 (DE3) pLysS-Klon, der das Plasmid pTrcHisA-CIN (Hiss-CIN),
pMal c2E-CIN  (MBP-CIN) oder pGEX4-T1-CIB1 (GST-CIB1) enthielt, wurden
Ubernachtkulturen in je 10 ml LBamp-Medium angeimpft und bei 37 °C im Schittelinkubator
unter Schitteln (180 rpm) inkubiert. Die Ubernachtkulturen wurden am néchsten Tag zu je
500 ml LBamp-Medium gegeben und bei 37 °C bis zu einer ODgoy von 0,5 - 0,6 inkubiert.
AnschlieBend wurde die Produktion von Hisg-CIN, MBP-CIN oder GST-CIB1 durch die
Zugabe von je 1 mMIPTG induziert und fir 4 h bei 37 °C unter Schuitteln (180 rpm)
fortgefuhrt. Die Zellen wurden in Zentrifugenbecher tberfihrt und fur 10 min bei 6000 x g
pelletiert, anschliellend einmal mit Resupensionspuffer (40 mM TEA, pH 7.4, 150 mM NaCl,
1 mM MgCl,, 0.002% mM Triton X-100) gewaschen und bis zur weiteren Verwendung bei -
20 °C gelagert.

1.9 Proteinbiochemische Methoden

1.9.1  Herstellung von Zelllysaten fiir die Inmunoblot-Analyse

GC-1 spg-Zellen bzw. Hela-Zellen wurden mit Ca?/Mg®*-freiem D-PBS gewaschen,
anschliellend wurde eiskalter Lysepuffer (50 mM Tris/HCI, pH 7.2, 150 mM NacCl, 0,1% SDS,
1% NP-40, 1% Natriumdesoxycholat, 10 ug/ml Aprotinin, 1 pg/ml Leupeptin, 1 ug/ml
Pepstatin und 1 mM PMSF) zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden auf Eis von der Platte

geschabt und durch mehrmaliges Aufziehen in eine Spritze mit einer 20 G-Kanile (Braun,
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Melsungen) homogenisiert. Unldsliche Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation fir
10 min bei 13.000 rpm und 4 °C entfernt.

11.9.2 Herstellung von Gewebelysaten fiir die Inmunoblot-Analyse

Fur die Herstellung von Gewebelysaten wurden die entprechenden Gewebe
freundlicherweise von Frau Olga Felda adulten C57/B6-Maus entnommen. Weiche Gewebe,
wie beispielsweise Hirngewebe, wurden in eiskaltem Lysepuffer (50 mM Tris/HCI, pH 7.2,
150 mM NaCl, 0,1% SDS, 1% NP-40, 1% Natriumdesoxycholat, 10 pg/ml Aprotinin, 1 pg/ml
Leupeptin, 1 ug/ml Pepstatin und 1 mM PMSF) aufgenommen und auf Eis homogenisiert.
Feste Gewebe wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlie®end durch
Mérsern in flissigem Stickstoff zerkleinert. Das zerkleinerte Gewebe wurde in ein
vorgekihltes 1,5 ml Reaktionsgefal Gberfuhrt, in eiskaltem Lysepuffer resuspendiert und
durch das mehrmalige Aufziehen in eine Spritze mit einer 20 G-Kaniile (Braun) weiter
homogenisiert. Anschliefend wurde der partikulare Anteil bei 15.000 x g fiir 15 min und 4 °C

abzentrifugiert, die Lysate aliquotiert, in flissigem N, schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
11.9.3  Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration von Zell- oder Gewebelysaten wurde mit dem Micro BCA Protein
Assay Kit (Pierce/Thermo Scientific) nach Herstellerangaben bestimmt. Dieser Assay
ermoglicht die sensitive und selektive colorimetrische Detektion und Quantifizierung des
Gesamt-Proteingehalts von Proben. Der Assay beruht auf der Reduktion von Cu?* zu Cu'*
durch die Proteine in den Lysaten unter alkalischen Bedingungen (Biuret-Reaktion). Das
Cu™ kann anschlieRend durch Zugabe eines Reagenz mit Bicinchoninsaure (Bicinchoninic
acid, BCA, Smith et al., 1985) bei einer Absorption von 562 nm nachgewiesen werden.

Je 3 ul der Zell- (s.111.9.1) oder Gewebelysate (s. 111.9.2) wurde mit 147 pul deionisiertem
Wasser in Kavitaten einer 96-well Platte verdiinnt. Parallel wurde eine BSA-Standardkurve
von 1 - 8 pug in 150 ul deionisiertem Wasser angesetzt. Anschlieffend wurden je 150 ul BCA-
Lésung zu den Proben gegeben und der Ansatz bei 37°C fur 1 h inkubiert. Die Detektion
erfolgte photometrisch bei einer Wellenldange von 560 nm im Mikrotiterplattenreader
(FLUOstar Optima, BMG Labtech, Offenburg). Zur Auswertung der Messergebnisse wurde
die Software FLUOstar Optima (Version 1.32, BMG Labtech) genutzt.
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1.9.4 SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrer relativen molekularen Masse wurde ein
von Laemmli (Laemmli, 1970) entwickeltes, denaturierendes, diskontinuierliches
Elektrophoresesystem verwendet. Fir die gelelektrophoretische Auftrennung wurden je
Probe 25 ug der Lysate (s. 111.9.1 und [11.9.2) mit vierfach Laemmli-Puffer (250 mM Tris-HCI,
40% Glycerol, 20% B-ME, 4% SDS, 0,08% Bromphenolblau) versetzt, so dass eine einfache
Konzentration entstand. AnschlieBend wurden die Proben auf das Gel aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte in Laufpuffer (25 mM Tris-HCI, 192 mM Glycin und 0,1% SDS) mit
Hilfe des Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis System (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen) bei einer konstanten Stromspannung von 35 mA je Gel (1 mm Schichtdicke). Zur
Konzentrierung der Proteine diente ein relativ groBporiges Sammelgel, wahrend fir die

Auftrennung ein kleinporiges Trenngel verwendet wurde.

Sammelgel Trenngel
30% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 4,5% 12 oder 15%
SDS 0,1% 0,1%
APS 0,1% 0,1%
TEMED 0,1% 0,1%
Tris-HCI 125 mM, pH 6.8 375 mM, pH 8.8

1.9.5 Immunoblot-Analyse

Der Transfer der gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine (s. 111.9.4) auf Nitrozellulose-
Membranen (Hybond C extra) erfolgte nach Towbin (Towbin et al., 1992) mit Hilfe des Trans-
Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell Systems (Bio-Rad Laboratories GmbH). Die
Membran, sowie sechs Lagen Transferpapier wurden auf die GréRe des Gels
zurechtgeschnitten. Zwei Stiicke Transferpapier wurden in Anodenpuffer | getrénkt und auf
der Anode plaziert, ein weiteres mit Anodenpuffer Il getranktes Papier wurde darlber
geschichtet. Die Membran wurde fur zwei Minuten in H,O gegeben und anschlieend fir finf
Minuten in Anodenpuffer Il aquilibriert, bevor sie auf die Filterpapiere aufgelegt wurde. Das
Gel inkubierte zehn Minuten in Kathodenpuffer und wurde dann auf der Membran plaziert.
Den Abschluss zur Kathode bildeten drei Lagen Transferpapier, welche in Kathodenpuffer
getrankt waren. Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten des Blots wurden entfernt. Der

Transfer dauerte 30 - 45 min bei einer Stromstarke von 70 mA pro Gel.



Material und Methoden 53

Als Blotpuffer dienten fir:

Proteine gréoRer 40 kDa Proteine kleiner 40 kDa
Anode | 300 mM Tris, 20% Methanol 300 mM Tris, 40% Methanol
Anode ll 25 mM Tris, 20% Methanol 25 mM Tris, 40% Methanol
Kathode 25 mM Tris, 40 mM Glycin, 25 mM Tris, 40mM Glycin,
10% Methanol, 0,005% SDS 10% Methanol

Die Nitrozellulose-Membranen wurden mit Ponceau S-Lésung angefarbt und der
Uberschiissige Farbstoff durch Spilen mit deionisiertem Wasser entfernt. Die transferierten
Proteine wurden dabei durch Bindung des roten Farbstoffs reversibel sichtbar gemacht und
zur Dokumentation eingescannt. Das Blockieren der Membran, zur Absattigung
unspezifischer Bindungsstellen, erfolgte in 20 ml Blockierungslésung (50 mM Tris, pH 8,
2mM CacCl,, 80 mM NaCl, 0.2% NP-40, 5% Magermilchpulver) fur 30 min bei RT. Im
Anschluss daran folgte UGber Nacht die Inkubation bei 4 °C mit spezifischen primaren
Antikérpern (1:1000 - 1:5000) in einem Antikérperpuffer (10 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl,
1% BSA und 0,01% NaNs3). Nach mehrmaligem Waschen der Nitrozellulose-Membranen mit
deionisiertem Wasser wurden diese fir eine Stunde mit einem Peroxidase-konjugierten
sekundéren Antikérper (anti-Maus- oder anti-Kaninchen-IgG  1:4000 - 1:10.000) in
Blockierungslésung inkubiert. Die Antigen-Antikdrper-Komplexe wurden nach erneutem
Waschen der Membranen mit deionisiertem Wasser Uber die Peroxidase-Aktivitat durch

Chemilumineszenz nachgewiesen (ECL).

11.9.6 Detektion von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen

Das Anfarben von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen erfolgte in Coomassielésung (2,5 g/l
Coomassie Blau Serva R in 10% Essigsaure und 45% Methanol) bei Raumtemperatur direkt
nach der Elektrophorese fiir mindestens eine Stunde oder Uber Nacht. Zum Entfarben der
Gele wurden diese in Entfarberlésung (10% Essigsdure und 20% Methanol in H,O) auf dem
Taumelschittler Unimax 1010 (Heidolph, Schwabach) inkubiert, bis der Hintergrund klar war.
Die Auswertung wurde mit Hilfe eines Scanners (HP Scanjet 8300, Hewlett-Packard, CA,
USA) durchgefihrt.
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1.9.7  Aufreinigung von rekombinantem Hisg-CIN-Fusionsprotein

Die Aufreinigung von Hisg-CIN nach bakterieller Expression (s. 111.8.9) erfolgte mit Hilfe der
immobilisierten Metall-lonen-Affinitdatschromatographie (IMAC) an einer Talon-Matrix
(BD Biosciences Clontech). Die Talon-Matrix wurde vor Verwendung durch dreimaliges
Waschen mit Talon-Resuspensionspuffer (40 mM TEA, 150 mM NaCl, 10 mM Imidazol,
5 mM MgCl,, 0,002% Triton X-100, 10 ug/ml Aprotinin, 1 ug/ml Leupeptin, 1 ug/ml Pepstatin
und 1 mM Pefabloc SC PLUS, pH 7) &quilibriert. Die pelletierten Bakterien wurden in 10 ml
Talon-Resuspensionspuffer mit Zusatz von 10 mg/ml Lysozym und 20 ug/ml DNase
resuspendiert und fiir 30 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die Zelltrimmer durch
Zentrifugation bei 10.000 x g fur 20 min bei 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde mit 1 ml
Talon-Suspension/l Kultur versetzt und (ber Nacht bei 4 °C unter Rotation inkubiert.
AnschlieBend wurde die Matrix sechsmal mit je 15 ml Talon-Waschpuffer (40 mM TEA,
30 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 1 mM MgCl,, 0,002% Triton X-100, pH 7.4) im batch-
Verfahren gewaschen und in eine 5 ml Bio-Spin-Saule (Bio-Rad Laboratories) gegeben. Das
gebundene Protein wurde mit 3 - 5 ml Talon-Elutionspuffer (40 mM TEA, 150 mM Imidazol,
30 mM NacCl, 1 mM MgCl,, 0,002% Triton X-100, pH 7.4) eluiert. Das Eluat wurde gesammelt
und die Hiss-Sequenz durch proteolytische Spaltung entfernt. Der pTrcHis A-Vektor enthalt
zu diesem Zweck eine Enterokinase-Schnittstelle zwischen dem Hisg-Motiv und der MCS.
Dazu wurde die eluierte Proteinlésung mit 30 pug Enterokinase/l Kultur sowie 5% Glyzerol
(50% in H,0) versetzt und tber Nacht bei Raumtemperatur auf dem Uberkopfschiittler
inkubiert. Unlésliche Prazipitate wurden durch Zentrifugation bei 4 °C fur 15 min und
13.000 rpm entfernt, anschlieBend erfolgte die weitere Aufreinigung mittels

Anionenaustauschchromatographie (s. 111.9.10).

1.9.8  Aufreinigung von rekombinantem MBP-CIN-Fusionsprotein

MBP-Fusionsproteine kénnen an immobilisietem MBP affinitatsgereinigt werden. Fir die
Reinigung von N-terminal MBP-markiertem CIN nach bakterieller Expression (s. 111.8.9)
wurde MBP-Agarosesuspension (New England Biolabs) verwendet. Diese wurde vor
Gebrauch dreimal mit MBP-Resuspensionsspuffer (40 mM TEA, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl,,
0,002% Triton X-100, 10 pg/ml Aprotinin, 1 ug/ml Leupeptin, 1 ug/ml Pepstatin und 1 mM
Pefabloc SC PLUS, pH 7.4) &quilibriert und in einem gleichen Volumen Resuspensionspuffer
aufgenommen. Die pelletierten Bakterien wurden in 10 ml MBP-Resuspensionspuffer mit
Zusatz von 10 mg/ml Lysozym und 20 pug/ml DNase resuspendiert und fiir 30 min bei RT
inkubiert. Anschlielend wurden die Zelltrimmer durch Zentrifugation fir 20 min bei

10.000 x g und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde mit 1 ml MBP-Agarosesuspension/|



Material und Methoden 55

Kultur versetzt und Uber Nacht bei 4 °C unter Rotation inkubiert. AnschlieRend wurde die
Agarosesuspension sechsmal mit je 15 ml MBP-Waschpuffer (40 mM TEA, 30 mM NacCl,
1 mM MgCl,, 0,002% Triton X-100, pH 7.4) im batch-Verfahren gewaschen und in eine 5 mi
Bio-Spin-Saule (Bio-Rad) gegeben. Das gebundene Protein wurde mit 5 ml MBP-
Elutionspuffer (40 mM TEA, 30 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 0,002% Triton X-100, 15 mM
Maltose, pH 7.4) eluiert und das Eluat gesammelt. Die weitere Aufreinigung erfolgte mittels

Anionenaustauschchromatographie (s. 111.9.10).

1.9.9 Aufreinigung von rekombinantem GST-CIB1-Fusionsprotein

GST-Fusionsproteine kénnen an immobilisiertem Glutathion affinitatsgereinigt werden. Fir
die Aufreinigung von N-terminal GST-markiertem CIB1 nach bakterieller Expression
(s. 11.8.9) wurde Glutathion Sepharose 4B (GE Healthcare) verwendet. Die Sepharose-
Suspension wurde vor Gebrauch dreimal mit GST-Resuspensionsspuffer (40 mM Hepes,
150 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 10 mM B-ME, 10 pg/ml Aprotinin, 1 ng/ml Leupeptin, 1 pug/mi
Pepstatin und 1 mM PMSF, pH 7.4) &quilibriert und in einem gleichen Volumen
Resuspensionspuffer aufgenommen. Die pelletierten Bakterien wurden in 10 ml GST-
Resuspensionspuffer mit Zusatz von 10 mg/ml Lysozym und 20 ug/ml DNase resuspendiert
und fur 30 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Zelltrimmer durch Zentrifugation
fir 20 min bei 10.000 x g und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde mit 1,5 ml Glutathion-
Sepharosesuspension/l Kultur versetzt und Uber Nacht bei 4 °C unter Rotation inkubiert.
AnschlieRend wurden die Sepharosebeads sechsmal mit je 15 ml GST-Waschpuffer (40 mM
TEA, 30 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 10 mM B-ME, pH 7.4) im batch-Verfahren gewaschen und
in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefald tberfiihrt. Die GST-CIB1-Sepharose wurde entweder
aliquotiert, in flissigem N, eingefroren und bei -80 °C gelagert oder CIB1 wurde proteolytisch
von der GST-Markierung gespalten. Der pGEX-4T-1 Vektor verfiigt zu diesem Zweck Uber
eine Thrombin-Schnittstelle zwischen GST-Markierung und MCS. Das Abspalten von CIB1
erfolgte durch Zugabe von 30 ug Thrombin/l Kultur und 5% Glyzerol (50% in H,O) tber
Nacht unter Rotation bei Raumtemperatur. Das Eluat wurde gesammelt und die Reinigung

mit der Anionenaustauschchromatographie fortgesetzt (s. 111.9.10).

111.9.10 Anionenaustauschchromatographie

Die weitere Aufreinigung und Konzentrierung der bakteriell hergestellten rekombinanten
Proteine wurde mit Hilfe einer Resource Q-Anionenaustauschermatrix (GE Healthcare) unter
Verwendung einer Akta Purifier 10-Chromatographieanlage (GE Healthcare) durchgefiihrt.
Die jeweilige Proteinlésung wurde auf eine mit Puffer A (20 mM TEA, 1 mM MgCl,, 0,002%
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Triton X-100) &quilibrierte Resource Q HR 5/5-Sdule (1 ml Bettvolumen) aufgetragen
(0,4 ml/min) und anschlieBend mit 9 ml Puffer A gewaschen. Proteine wurden mit einem
linearen Gradienten von 0 - 0,5 M NaCl in Puffer A (CIN, Hiss-CIN, MBP-CIN) oder O - 0,8 M
NaCl in Puffer A (CIB1, GST-CIB1) tiber 10 ml mit einer Flussrate von 0,4 ml/min eluiert und
in Fraktionen zu je 0,5ml gesammelt. AnschlieBend wurden die Fraktionen
gelelektrophoretisch aufgetrennt (s. 111.9.4) und mittels Coomassiefarbung analysiert
(s. Ill.9.6). Fraktionen, welche das gewinschte Protein enthielten, wurden vereinigt,

aliquotiert, in N, schockgefroren und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

11.9.11 Immunisierung von Kaninchen zur Herstellung eines CIB1-spezifischen

polyklonalen Antikdrperserums

Die Immunisierung und anschlieRende Serumgewinnung von Kaninchen zur Herstellung
eines polyklonalen CIB1-Antikérpers wurde von der Firma Charles River Laboratories,
Kisslegg durchgefiihrt. Hierzu wurden 3 mg GST-CIB1 aufgereinigt (s. 111.9.9) und mittels
Slide-A-Lyzer-Kammern (Thermo Scientific) mit einer Trenngrenze von 10.000 Dalton
dialysiert. Die Dialyse erfolgte gegen 3 x 1 | PBS bei 4 °C Uber Nacht unter Rihren.
AnschlieRend wurde die Proteinlésung in 500 ul Aliquots zu je 0,3 mg GST-CIB1 aufgeteilt,

lyophilisiert und Charles River Gbergeben.

1.9.12 Aufreinigung eines polyklonalen CIB1-Antikérpers aus Kaninchenantikérper-

serum

Ein CIB1-spezifischer Antikdrper wurde aus einem polyklonalen Kaninchenantikdrperserum
gegen GST-CIB1 aufgereinigt. Die Isolierung des Antikdrpers erfolgte dabei mittels Saulen-
Affinitdtschromatographie. Alle Lésungen wurden auf Eis vorgekihlt. In zwei Econo-Saulen
(10 ml; Bio-Rad Laboratories) wurde je 1 g Cyanogen-Bromid-aktivierte Sepharose 4B
(GE Healthcare) mit 100 ml 1 mM HCI-Lésung gequollen. Nach Entfernen der HCI-L6sung
mit 25 ml H,O wurden die Saulen mit 10 ml Bindepuffer (0,1 M NaHCO;, pH 8.3, 0,5 M NaCl)
aquilibriert. Die Saulenmatrix wurde mit 12 mg GST (GST-Saule) oder 12,5 mg GST-CIB1
(CIB1-Séaule) in 3 ml Bindepuffer resuspendiert und uber Nacht bei 4 °C auf dem
Uberkopfschittler Reax 2 (Heidolph) inkubiert. AnschlieRend wurden die Saulen mit 15 ml
Bindepuffer gewaschen und die Effizienz der Bindung von GST und GST-CIB1 an die Matrix
im Photometer bei OD,gy bestimmt, sie betrug jeweils etwa 80%. Die freien Bindungsstellen
der Sepharose wurden mit 1 M Ethanolamin (pH 8) fir 2h bei 4°C auf dem
Uberkopfschittler abgeséttigt. AbschlieRend wurden die Séulen je sechsmal alternierend mit
9 ml Trispuffer (0,1 M Tris, 0,5M NaCl, pH 8.5) und 9 ml Natriumacetatpuffer (0,1 M
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C,H3;0;Na, 0,5 M NaCl, pH 3.5) gewaschen und bis zu ihrer Verwendung in 20%igem
Ethanol bei 4 °C gelagert.

10 ml des polyklonalen Antikdrperserums wurden fur 30 min bei 3000 x g und 4 °C
zentrifugiert, der Uberstand anschlieRend vorsichtig in ein 50 ml Reaktionsgefald iiberfiihrt
und einer Ammoniumsulfatfallung unterzogen. Dazu wurde Ammoniumsulfat zu einem feinen
Pulver gemdrsert und 1,44 g (entspricht einer Sattigung von 25%) in kleinen Portionen Uber
10 h unter Rihren (Magnetriihrer MR3001, Heidolph) auf Eis zu dem Serum gegeben.
Zwischen den einzelnen Zugaben lagen jeweils 20 - 30 min, nach der letzten Zugabe wurde
das Serum Uber Nacht bei 4 °C unter Rihren inkubiert. Die Prazipitate wurden am né&chsten
Tag bei 3000 x g und 4 °C fiir 30 min abzentrifugiert und der Uberstand in einen neues 50 ml
Reaktionsgefald tiberfihrt. Auf dieselbe Art wurden jetzt 1,58 g Ammoniumsulfat zugegeben
(entspricht einer Sattigung von 50%), um die Antikrperfraktion des Serums zu préazipitieren,
und ebenfalls iber Nacht unter Riihren inkubiert. Anschlieliend wurde die Antikérperfraktion
bei 3000 x g, 4 °C fur 30 min pelletiert, der Uberstand méglichst vollstandig abgenommen,
das Pellet in 4 ml Bindepuffer resuspendiert und mittels Slide-A-Lyzer-Kammern (Thermo
Scientific) mit einer Trenngrenze von 3000 Dalton nach Herstellerangaben gegen 3 x 11|
Bindepuffer bei 4 °C lber Nacht dialysiert.

Die dialysierte Antikdrperldsung wurde zuerst mit der GST-S&ule fir 72 h bei 4 °C inkubiert,
um die GST-spezifischen Antikérper aus dem Serum zu entfernen. Die Bindung der CIB1-
spezifischen Antikérper erfolgte bei einer nachfolgenden Inkubation der depletierten
Antikérperfraktion fiir 72 h bei 4 °C mit der CIB1-Saule. Die Saule wurde anschliel3end fir
4 h mit 500 ml Waschpuffer (50 mM Tris, 50 mM NacCl, pH 7.5) gewaschen und die CIB1-
spezifischen, polyklonalen Antikérper zuerst mit 3 ml einer Magnesiumchlorid-Lésung
(50 mM Tris Base, 3.5 M MgCl,) eluiert. Das Eluat wurde in 7 ml Trispuffer (50 mM Tris,
50 mM NacCl, pH 7.5) aufgenommen. Nachfolgend wurde die Saule erneut mit 5 ml Trispuffer
(50 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 8) gewaschen und die verbleibenden CIB1-spezifischen
Antikérper mit 4 ml Glycinpuffer (200 mM Glycin, pH 2.5) von der Matrix eluiert. Das Eluat
wurde in 500 ul 1 M Tris, pH 8.8 aufgefangen, um den pH mdglichst schnell wieder in einen
physiologischen Bereich zu bringen. Das Magnesium- und das Glycin-Eluat wurden durch
Zentrifugation mittels Centricons (Millipore, MA, USA) mit einer Trenngrenze von
3000 Dalton auf ein Volumen von einem Milliliter eingeengt und dreimal gegen je 1 | PBS
dialysiert. Beide Eluate wurden anschliefsend mittels Immunoblot gegen gereinigtes CIB1 auf
ihre Sensitivitdt geprift. Da hier das Gylcin-Eluat ein signifikant besseres Ergebnis lieferte,
wurde 500 ul der Glycin-Antikdrperlésung auf eine Endkonzentration von 50% Glycerol,
100 pg/ul BSA (Protease-frei) und 0.02% NaNj; gebracht und stellten die Gebrauchslésung
dar, welche bei -20 °C gelagert wurde. Die verbleibende Glycin-Antikérperlésung wurde

aliquotiert und zusammen mit dem Magnesium-Eluat bei -80 °C gelagert.
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11.9.13 In vitro-Bindungsassays

111.9.13.1 Festphasenbindungs-Experimente

Fur die Analyse von Protein-Protein-Interaktionen wurde ein in vitro-Bindungsassay mit
gereinigten, rekombinanten Proteinen entwickelt. Dabei wurde rekombinantes Protein A
(CIN, CIB1, Calmodulin) durch nichtkovalente Wechselwirkungen an Kavitaten einer 96-well-
Mikrotiterplatte gebunden und die Bindung des jeweiligen Partners (Protein B, ebenfalls CIN,
CIB1 oder Calmodulin) unter verschiedenen Bedingungen mit Hilfe eines spezifischen
Antikérpers gegen Protein B detektiert.

Protein A wurde in Bindepuffer (40 mM TEA, pH 7.4, 30 mM NaCl, 1 mM MgCl,) auf eine
Konzentration von 40 ug/ml eingestellt und anschlieBend je 50 ul auf einen entsprechende
Anzahl von Kavitaten einer 96-well-Mikrotiterplatte (Falcon 3912, BD Biosciences,
Heidelberg) verteilt. Die Bindung erfolgte tiber Nacht bei 4 °C. Die freien Bindungsstellen in
den Kavitaten wurden fur 1 h mit 250 ul Blockierungslésung (40 mM TEA, pH 7.4, 30 mM
NaCl, 1 mM MgCl,, 3% BSA, Peroxidase-frei, Serva) bei RT geblockt. Wahrenddessen
wurde Protein B auf Konzentrationen von 1,25 - 60 ug/ml in Probenpuffer (40 mM TEA, pH
7.4, 30 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 1% BSA) verdinnt. Fir Caz"-Dosis-Wirkungskurven wurde
der Probenpuffer mit CaCl, und EGTA auf die angegebenen freien Kalziumkonzentrationen
eingestellt, wobei die Kalkulation der eingesetzten CaCl,/EGTA-Mengen mit dem Programm
MaxChelator (Version 2.2, http://www-leland.stanford.edu/~cpatton/webmaxc/
webmaxc22.htm) erfolgte. In diesem Fall wurde die jeweilige freie Kalziumkonzentration
auch bei allen nachfolgenden Wasch- und Inkubationsschritten konstant gehalten. Nach dem
Blockieren wurden die Kavitaten einmal mit Probenpuffer gewaschen und anschlielend je
50 ul der Protein B-Konzentrationen als Doppelproben auf die Kavitaten verteilt. Als
Negativkontrolle dienten Kavitdten ohne Protein A, welche nur mit Blockierungslésung
behandelt worden waren. Die Bindung erfolgte fur 2 h bei RT. AnschlieBend wurde die Platte
dreimal mit Probenpuffer gewaschen und 50 pl/Kavitat eines Protein B-spezifischen
Antikérpers in einer Verdinnung von 1:2500 in Probenpuffer aufgetragen und fir 2 h bei RT
inkubiert. Nach dreimaligen Waschen wurden 50 pl/Kavitat eines mit Meerrettichperoxidase
konjugierten anti-Kaninchen-Antikérper aus Ziege (Thermo Fisher) oder eines anti-Maus-
Antikérpers aus Kaninchen mit einer Verdinnung von 1:2500 in Probenpuffer zugegeben
und fur 1 h bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen erfolgte die Detektion durch die
Zugabe von 100 ul TMB/Kavitat (Merck). Die Farbreaktion wurde als Kinetik bei einer
Extinktion von 380 nm oder 650 nm im Mikrotiterplattenreader (FLUOstar Optima, BMG
Labtech, Offenburg) gemessen. Zur Auswertung der Messergebnisse wurde die Sofware
FLUOstar Optima (Version 1.32, BMG Labtech) genutzt.
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Verwendete Kalzium- und EGTA-Konzentrationen:

Freie Kalzium-Konzentration [uM] Kalzium [uM] EGTA [uM]

0,1 1000 1550
0,5 1000 1113
1 1000 1065
5 1000 1010
10 1000 995
25 1000 980
50 1000 950
100 100 -

111.9.13.2 Pulldown-Experimente

Eine weitere Methode zum biochemischen Nachweis von Proteininteraktionen in vitro stellen
so genannte Pulldown-Experimente dar. Bakteriell hergestelltes GST-CIB1 oder GST alleine
wurden an Glutathion-Sepharose gekoppelt (GST-CIB1-Matrix/GST-Matrix, s. 111.9.9). Fr
Pulldown-Experimente mit rekombinanten Proteinen wurden je 5 ug GST-CIB1-Matrix bzw.
GST-Matrix mit je 5 ug CIN in 300 ul Bindepuffer (40 mM TEA, 30 mM TEA, 1 mM MgCl;,
1 mM R-ME, 0,1% Triton X-100, pH 7.4) fur 4 h bei 4 °C auf dem Uberkopfschittler inkubiert.
Um die Bindung von GST-CIB1 an Uberexprimiertes CIN zu testen, wurden HelLa-Zellen in
3 cm-Schalen mit 0,2 ug des Plasmids pcDNA3-CIN transfiziert (s. I11.8.1) und die Zellen
nach 16 h lysiert (s. 111.9.1). 100 ug des Zelllysats wurden mit je 5 ug der CIB1-GST- bzw.
GST-Matrix fur 4 h bei 4 °C auf dem Uberkopfschiittler inkubiert. Fiir Pulldown-Experimente
mit endogen exprimiertem CIN wurde ein Lysat aus Hirngewebe einer adulten C57/Bl6-Maus
hergestellt (s. 111.9.2) und anschliefend 5 pg der CIB1-GST- oder GST-Matrix mit je 100 ug
des Hirnlysats fiir 4 h bei 4 °C auf dem Uberkopfschiittler inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Sepharose-Beads viermal mit Bindepuffer gewaschen und herunterzentrifugiert
(500 x g, 3 min). Der Uberstand wurde prazise abgenommen und die Beads in 30 ul 1x
Lammli-Puffer resuspendiert. AnschlieBend konnten die Proteine gelelektrophoretisch

aufgetrennt (s. 111.9.4) und mittels Immunoblot-Analyse (s. I11.9.5) untersucht werden.

11.9.14 Bestimmung der CIN-Phosphataseaktivitat in vitro

Die Phosphataseaktivitdt von rekombinantem CIN wurde mit Hilfe eines in Vvitro-
Nachweissystems detektiert. Das System basierte auf dem Farbstoff Malachit Griin in dem
Reagenz BIOMOL GREEN (Biomol, Hamburg). Malachit Griin ist in der Lage, in

Anwesenheit von Molybdat freies anorganisches Orthophosphat (P) in einem
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Phosphomolybdato-Komplex zu binden. Dieser Komplex kann anschliellend anhand seiner
veranderten Absorption bei einer OD von 620 nm photometrisch detektiert werden (Van
Veldhoven et al., 1987; Ekman et al., 1993). Aus praktischen Griinden wurde die CIN-
Phosphataseaktivitdt gegen das niedermolekularen Substrat Pyridoxal-5-Phosphat (PLP),
der aktiven Form des Vitamin B6 gemessen, das von Fonda und Mitarbeitern bereits als ein
spezifisches Nicht-Protein-Substrat fur Chronophin beschrieben wurde (Fonda, 1992).

0,8 - 1 ug CIN wurden alleine oder mit den angegebenen Mengen an CIB1 und/oder
Calmodulin in 50 pl Phosphatasepuffer (40 mM TEA, pH 7.4, 30 mM NaCl, 1 mM MgCl,) in
Kavitaten einer 96-well Mikrotiterplatte fir 30 min bei 37 °C vorinkubiert. Anschlieend wurde
die Reaktion durch die Zugabe von 50 uM PLP gestartet und bei 37 °C fur 30 min
durchgefiihrt. Die Reaktion wurde durch 100 ul des BIOMOL GREEN-Reagenz gestoppt und
die Freisetzung von anorganischem Orthophosphat nach 2 min bei einer OD von 620 nm
photometrisch im Mikrotiterplattenreader (FLUOstar Optima) bestimmt. Fir Kalzium-
Versuche wurde die freie Kalzium-Konzentration des Phosphatasepuffers vor der Zugabe
von PLP mit 1 mM CaCl, und den zuvor kalkulieten EGTA-Mengen (Programm

MaxChelator) auf die gewiinschten Konzentrationen eingestellt.
11.9.15 Densitometrische Auswertung von Immunoblot-Banden
Die densitometrische Quantifizierung von Immunoblot-Banden erfolgte mit Hilfe eines HP

Scanjet 8300 Flachbettscanners (Hewlett-Packard) und der ImageJ Software (Version 1.41,
National Institutes of Health, MD, USA http://rsbweb.nih.govi/ij/).
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IV Ergebnisse

VA Identifizierung und initiale Charakterisierung des CIN-Interaktors
ciB1

IV.1.1  Nachweis der CIN/CIB1-Interaktion in einem yeast two-hybrid assay

Uber die Regulation der CIN-Phosphataseaktivitat in Zellen war zu Beginn dieser Arbeit nur
sehr wenig bekannt. Daher wurde von Dr. Elisabeth Jeanclos ein yeast two-hybrid screen mit
einer cDNA-Bibliothek aus Mausehirn sowie humanem CIN als K&derprotein durchgefihrt,
um neue, putative CIN-regulatorische Proteine identifizieren zu kénnen. Aus diesem screen
resultierten 23 positive Klone, die anschlieffiend von mir sequenziert und bioinformatisch mit
Hilfe einer EST-Datenbank-Analyse ausgewertet wurden.

Unter den 18 kodierten Proteinen konnte auch das Kalzium- und Integrin-bindende Protein 1
(CIB1) als putativer neuer CIN-Interaktor identifiziert werden. CIB1 ist ein kleines, evolutionar
konserviertes und in Sdugern weit verbreitet exprimiertes Mitglied der EF-Hand-Familie von
Kalzium-Sensoren. Wesentlich fur die zelluldren Funktionen von CIB1 sind zwei funktionelle
EF-Hande sowie eine N-terminale Myristoylierung, Uber die CIB1 an Membranen
translozieren kann (Stabler et al., 1999). Besonders interessant fur diese Arbeit ist die relativ
hohe Sequenz- und Strukturahnlichkeit von CIB1 zu den EF-Hand Proteinen Calcineurin B
(57%) und Calmodulin (54%, s. Abb. IV.1, A, (Naik et al., 1997; Gentry et al., 2005)). Bei
Calcineurin B handelt es sich um die regulatorische Untereinheit der heterodimeren,
Ca*/Calmodulin-abhangigen Protein Phosphatase 2B (PP2B), wahrend Calmodulin als
essentieller Kalziumsensor an so fundamentalen zelluldren Prozessen wie der Zellmaotilitat,
der lonen-Homedstase oder der Signaltransduktion durch Neurotransmitter und Hormone
massgeblich beteiligt ist (Kahl et al., 2003). Aufgrund dieser Eigenschaften und der
Tatsache, dass CIB1 mehrmals als positiver Klon in dem screen identifiziert werden konnte,
sollte im Laufe dieser Arbeit eine mégliche CIN/CIB1-Interaktion eingehender geprift und
charakterisiert werden.

Zunachst wurde die spezifische Interaktion von CIN und CIB1 mit Hilfe des two-hybrid-
Systems verifiziert. Hierzu wurden EGY-Hefezellen, welche das Reportergen-Plasmid p8op-
LacZ enthielten, mit CIB1-Wildtyp sowie CIN-Wildtyp (CIN"™) oder einer Phosphatase-
inaktiven CIN-Mutante (CINP®M)  kotransformiert und nach der Selektion von
Kotransformanten auf Wachtums- oder Selektionsmedium ausgestrichen. CIB1 war dabei in
der Lage, sowohl mit Wildtyp CIN als auch mit der Phosphatase-inaktiven Mutante spezifisch

zu interagieren, nicht jedoch mit der Vektorkontrolle (s. Abb. IV.1, B).
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Abbildung IV.1: CIN und CIB1 interagieren spezifisch in einem yeast two-hybrid assay. (A)
Schematischer Aufbau von murinem CIB1 und Calcineurin B (Cal B). Homologe und identische
Aminosauren wurden farblich gekennzeichnet. (B) CIN* und die Phosphatase-inaktive CINP?°N-
Mutante interagieren spezifisch mit CIB1 in einem yeast two-hybrid assay. CIN und CIB1 wurden in
EGY48-Hefezellen kotransformiert, welche zusétzlich das p8op-LacZ Reportergen enthielten. Nach
Selektion der Kotransformanten wurden die Hefen entweder auf Wachstums- oder Selektionsmedium
(minus Leuzin, plus X-Gal) ausgestrichen, um ihre Fahigkeit zu testen, in Abwesenheit von Leuzin zu
wachsen und X-Gal zu prozessieren. Als Negativkontrolle diente der Leervektor pHisLexA/Zeo. (C)
Gewinnung der murinen CIN-cDNA aus Hirngewebe mittels reverser Transkriptase-PCR (linkes Panel)
und der CIB1-cDNA mit Hilfe einer Standard-PCR (rechtes Panel) aus einem positiven Hefeklon des
yeast two-hybrid screens. Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, dabei wurden
Fragmente von 880 bp (CIN) und 580 bp (CIB1) erwartet. Verwendete Abkilirzungen: AS =
Aminosauren, AT = annealing-Temperatur, Cal B = Calcineurin B, M = Grdssenstandard. Die in
Abbildung B dargestellten Daten sind Ergebnisse von Dr. Elisabeth Jeanclos und wurden
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

Der Beutevektor pHisLex/Zeo ohne das CIN-Insert diente hier als Negativkontrolle, um eine
eventuelle autonome Transkriptionsaktivitdt von CIB1 auszuschliellen. Fir weiterfiihrende
Analysen wurden anschlieRend zunachst die cDNAs der beiden Proteine isoliert. Die CIN-
cDNA wurde mit Hilfe der reversen Transkriptase-PCR-Technik aus Hirngewebe der Maus
isoliert (s. Abb. IV.1, C, links) und Uber den Vektor pCR 2.1-TOPO in verschiedene
bakterielle und Sauger-spezifische Expressionsvektoren subkloniert (s. I11.7.13), darunter der
Vektor pTrcHisA, welcher Zielproteine in E. coli mit einer Sequenz von sechs Histidinen
(Hisg-Markierung) am N-Terminus exprimiert. Fir die Gewinnung der murinen CIB1-cDNA
wurde der Vektor CIB1-pB42AD aus positiven EGY48-Hefezellen des yeast two-hybrid
screens isoliert und als Matrize fir eine PCR verwendet (s. Abb. IV.1, C, rechts). Das so
generierte CIB1-Fragment wurde anschlief3end in den bakteriellen Expressionsvektor pGEX-
4T-1 fur die Synthese von N-terminal GST-markiertem CIB1 inseriert (s. 111.7.13).

IV.1.2 Synthese und Reinigung von rekombinantem Hisg-CIN und GST-CIB1 aus

E. coli

Nachdem die entsprechenden Expessionsvektoren zur Verfligung standen, sollte die
genetische Interaktion auch biochemisch durch eine direkte Bindung von CIN und CIB1
in vitro gepruft werden. Dazu wurde fir beide Proteine zunachst ein Expressions- sowie
Aufreinigungsprotokoll etabliert. N-terminal Histidin-markiertes CIN (Hisg-CIN) und N-terminal
GST-markiertes CIB1 (GST-CIB1) wurden rekombinant in E. coli-Zellen mittels IPTG-
Induktion produziert. Die anschlieRende Reinigung erfolgte bei CIN Uber die immobilisierte
Metall-lonen-Affinitdts-Chromatographie (IMAC) an einer Metall-lonen-Matrix (Talon-Matrix)
im Batch-Verfahren, wahrend CIB1 (ber eine Glutathion-Sepharose-Matrix ebenfalls im

Batch-Verfahren angereichert wurde.
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Abbildung IV.2: Analyse der bakteriellen Proteinsynthese von Hisg-CIN und GST-CIB1. (A) Hiss-
CIN (links) oder GST-CIB1 (rechts) wurde in E. coli produziert und mittels Talon- oder Glutathion-
Sepharose-Matrix aufgereinigt. AnschlieBend wurde die Hisg- oder GST-Markierung proteolytisch
entfernt und jeweils ein Aliquot der Reinigungsschritte mittels Coomassiefarbung auf Proteingehalt
und Reinheit Uberprift. (B) Exemplarisches Chromatogramm der beiden Proteine nach Resource Q-
Saulenchromatographie: In rot sind die jeweiligen Fraktionen dargestellt, braun gibt den
Elutionsgradienten (0 - 500 mM NaCl) wieder, wahrend der blaue peak die Absorption bei UV 280 nm
zeigt. Die untere Abbildung stellt die zu den Elutionsfraktionen korrespondierenden Coomassie-
Farbungen dar. Zu erwartende Molekulargewichte: CIN = 32 kDa, CIB1 = 22 kDa. Verwendete
Abkiirzungen: | = Aliquot des bakteriellen Uberstandes nach IPTG-Induktion, D = Aliquot des
Durchflusses, W5 = Waschfraktion 5, CIB1 = CIB1 nach Thrombin-Spaltung, CIN = CIN nach
Enterokinase-Spaltung, M = Gréssenstandard.
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In beiden Fallen wurde die Hiss- bzw. GST-Markierung nachfolgend durch eine
proteolytische Spaltung mit Vektor-spezifischen Proteasen (Enterokinase fiir Hisg-CIN und
Thrombin fir GST-CIB1) entfernt und die gereinigten Proteine abschlielend einer Resource
Q-Anionenaustauschchromatographie unterzogen, um die verwendeten Proteasen zu
entfernen und die Proteine in einen fur nachfolgende Anwendungen geeigneten Puffer zu
bringen.

Hierbei ist zu beachten, dass unmarkiertes CIB1 idealerweise durch eine direkte Inkubation
von Sepharose-Matrix gebundenem GST-CIB1 mit Thrombin ohne eine vorherige Elution
von der Matrix gewonnen werden konnte, weshalb CIB1 bereits nach der Thrombin-Spaltung
in einem sehr hohen Reinheitsgrad vorlag. Fiir CIN war dies nicht méglich. Hier mussten die
gebundenen Proteine zunachst durch Imidazol von der Talon-Matrix eluiert werden und erst
dann konnte die Hisg-Markierung durch eine Enterokinase-Spaltung entfernt werden. In
Abbildung V.2 ist exemplarisch der Verlauf einer solchen Aufreinigung sowie jeweils ein
Resource Q-Chromatogramm dargestellt. Es wurden dabei Banden von 32 kDa (CIN) und
22 kDa (CIB1) erwartet. Wie die Coomassie-Farbungen in Abbildung V.2, A deutlich
machen, konnten beide Proteine in ausreichendem Mal} synthetisiert und aufgereinigt
werden, wobei in beiden Fallen der Uberwiegende Anteil als I6sliche Fraktion vorlag
(Daten nicht gezeigt). Die anschlielende S&ulenchromatographie brachte nur noch einen
geringen Reinigungseffekt, diente aber in erster Linie dem Puffertausch sowie dem
Entfernen der Proteasen. Auch hier konnten beide Proteine klar detektiert werden, wobei ein

Reinigungsgrad von > 90% erreicht wurde.

IV.1.3 Herstellung und Charakterisierung eines monoklonalen CIN- sowie eines

polyklonalen CIB1-Antkorpers

Da zu Beginn dieser Arbeit kommerzielle Antikdrper gegen CIN oder CIB1 nicht zur
Verfligung standen, beide Proteine jedoch mit relativ hoher Ausbeute und Reinheit in E. coli
hergestellt werden konnten, wurde beschlossen, die gereinigten Proteine auch fir die
Herstellung eigener CIN- und CIB1-spezifischer Antikérper einzusetzen. Da sich gréRere
Proteine fiir eine Immunisierung von Kaninchen erfahrungsgemaf besser eignen, wurde die
CIN-cDNA in den bakteriellen Expressionsvektor pMal-c2E umkloniert. Dieser Vektor
exprimiert Zielproteine als Fusionsprotein mit einer N-terminalen MBP (maltose binding
protein)-Markierung von ca. 45 kDa. Ein CIN-Fusionsprotein mit GST wurde in diesem
Zusammenhang ebenfalls diskutiert, jedoch verworfen, da es nahezu ausschlieBlich als
unlésliches Aggregat in sogenannten inclusion bodies produziert wird und sich die
anschlielende lIsolierung und Rickfaltung des Proteins als zeitaufwandig und schwierig

erweist (persénliche Mitteilung, Dr. Antje Gohla). Fir die Herstellung eines polyklonalen
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CIB1-Antikérpers wurden zwei Kaninchen von der Firma Charles River Laboratories
(Kisslegg) mit rekombinantem GST-CIB1 immunisiert und der CIB1-spezifische Antikdrper
anschlieffend von mir aus dem polyklonalen Kaninchenantikbrperserum mittels Saulen-
Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Seine Spezifitit wurde dann sowohl gegen
rekombinantes CIB1 als auch gegen verschiedene Gewebelysate der Maus getestet
(s. Abb. IV.3).
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Abbildung IV.3: Immunoblot-Analyse zur Spezifititen-Kontrolle des monoklonalen anti-CIN-
und des polyklonalen anti-CIB1-Antikérpers. (A) Beide Antikérper wurden jeweils gegen eine
Verdiinngsreihe aus gereinigtem CIN (links) oder CIB1 (rechts) im Immunoblot nach SDS-PAGE
getestet. (B) Je 20 ug der indizierten murinen Gewebelysate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt
und anschliessend mit dem CIN- (links) oder CIB1-spezifischen (rechts) Antikérper analysiert, wobei
GAPDH als Ladekontrolle diente. Erwartet wurden Banden von 32 kDa (CIN) und 22 kDa (CIB1).
Verwendete Abkirzungen: Sk. muskel = Skelettmuskel.

Ein CIN-spezifischer, monoklonaler Antikdrper aus Kaninchen wurde in Zusammenarbeit mit
der Firma Cell Signaling Technology entwickelt und ist mittlerweile kommerziell verfugbar
(Kat. Nr. 4686S, Cell Signaling Technology). Dazu wurden der Firma nicht nur alle
notwendigen von mir generierten Vektorkonstrukte zur Verfliigung gestellt, sondern auch das

zur Immunisierung der Kaninchen erforderliche, rekombinante MBP-CIN, insgesamt etwa
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10 mg. Desweiteren wurden von unserer Arbeitsgruppe die jeweiligen Zwischenstufen sowie
der finale monoklonale Antikdrper extensiv evaluiert.

Dabei zeigten sowohl der CIN- als auch der CIB1-spezifische Antikdrper eine exzellente
Spezifitdt und Sensitivitdt gegeniber den rekombinanten, gereinigten Proteinen. Beide
Antikdrper waren in der Lage, ihre Antigene noch im Pikogramm-Bereich zu detektieren,
wobei sich der CIN-Antikérper als der sensitivere erwies (s. Abb. 1V.3, A). Selbiges galt auch
fur den Test gegen verschiedene Gewebelysate der Maus. Hier konnte der CIN-spezifische
Antikdrper endogenes CIN in allen untersuchten Geweben klar und zumeist ohne weitere
Banden erkennen (s. Abb. 1V.3, B, links). Die starkste Expression liel} sich dabei in Hoden-
bzw. Hirngewebe nachweisen. Bei den beobachteten zuséatzlichen Banden der Herz-, Haut-
und Skelettmuskellysate kénnte es sich um gewebespezifische CIN-Spleillvarianten bzw.
Isoformen handeln. Fir den CIB1-spezifischen Antikdrper ergab sich ein ahnliches Bild.
Auch dieser Antikérper war in der Lage, CIB1 in allen untersuchten Geweben spezifisch zu
detektieren, wobei das Expressionsmaximum hier interessanterweise ebenfalls im Hoden
lag, wahrend sich dagegen in der Haut und im Skelettmuskel nur wenig CIB1 nachweisen
lie® (s. Abb. IV.3, B, rechts).

IV.1.4 Nachweis der direkten CIN- und CIB1-Interaktion in vitro und in Zellen

Mit Hilfe der in den vorangegangenen Exprimenten etablierten Techniken sollte die im yeast
two-hybrid assay beobachtete genetische Interaktion von CIN und CIB1 auch biochemisch
verifiziert werden. Um eine direkte Assoziation beider Proteine in vitro nachweisen zu
kénnen, wurde zunachst ein sogenannter Festphasen-Bindungsassay mit rekombinanten,
gereinigten Proteinen entwickelt, der auf dem klassischen ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay)-Prinzip beruht (s. Abb. IV.4, A, links). Hier wurde in der Regel CIB1
durch nichtkovalente Wechselwirkungen an Kavitaten einer 96-well-Platte gebunden und die
freien Bindungsstellen dann mit BSA blockiert. AnschlieRend wurde CIN in definierten
Konzentrationen zugegeben und die Bindung der beiden Proteine mit Hilfe des CIN-
spezifischen Antikérpers sowie einem HRP-gekoppelten Zweitantikérper photometrisch
bestimmt (s. Abb. IV.4, A, links).

In einem solchen Festphasen-Bindungsassay war CIN in der Lage, CIB1
konzentrationsabhangig und saturierbar zu binden (s. Abb. 1V.4, A, rechts), wobei sich die
Bindung auch in der umgekehrter Reihenfolge nachweisen liel} (Abbildung nicht gezeigt).
Dieser Befund wurde weiterhin durch pulldown-Experimente mit rekombinanten, gereinigten
und endogenen Proteinen abgesichert. Hier konnte rekombinantes GST-CIB1 sowohl

rekombinantes CIN als auch endogenes CIN aus einem Hirngewebelysat der Maus
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spezifisch binden (s. Abb. V.4, B). Eine signifikante unspezifische Bindung an die GST-

Kontrolle wurde in beiden Fallen nicht beobachtet.
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Abbildung IV.4: CIN und CIB1 interagieren spezifisch und direkt in vitro und in Zellen.
(A) Festphasen-Bindungsassay mit rekombinanten, gereingten Proteinen. Linkes Panel:
Schematische Darstellung des Assays. Rechtes Panel: Je 2 ng CIB1 wurde an Kavitdten einer
Mikrotiterplatte immobilisiert und in einer Konzentrations-Wirkungskurve mit den indizierten CIN-
Konzentrationen inkubiert. Die Bindung von CIN an das immobilisierte CIB1 wurde mit Hilfe des CIN-
spezifischen Antikorpers photometrisch bestimmt. CIN war dabei in der Lage, CIB1 direkt,
konzentrationsabhangig und saturierbar zu binden. Kleine Abbildung: Coomassie der verwendeten
aufgereinigten Proteine (je 3 ug aufgetragen). (B) Pulldown-Experimente mit Sepharose-
immobilisiertem GST-CIB1/GST und CIN. GST-markiertes CIB1 (5 pg) oder GST alleine (5 pg)
wurden mit 5 pg rekombinantem CIN (links) oder 300 pg eines Lysats aus murinem Hirngewebe
(rechts) inkubiert und das gebundene CIN mittels Immunoblot-Analyse detektiert. GST-CIB1 konnte
dabei sowohl rekombinantes als auch endogenes CIN spezifisch binden, nicht jedoch die GST-
Kontrolle. Die Ponceau S-Farbung diente als Ladekontrolle. Verwendete Abkiirzungen: Hirn WCL =
whole cell lysate, 10 pg des Lysats als Positivkontrolle, rek. CIN = 15 ng rekombinantes CIN als
Positivkontrolle.

Aufféllig war an dieser Stelle die offensichtlich schwache Bindung von CIN an GST-CIB1 in

den pulldown-Experimenten. Hier mussten selbst unter diesen forcierten in vitro-
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Bedingungen mit 5 ng der gereinigten Proteine, bzw. 300 pg des Hirnlysats erhebliche
Proteinmengen eingesetzt werden, um eine nachweisbare Bindung erzielen zu kdnnen.
Dieser Umstand spricht moéglicherweise fiir eine nur transiente Assoziation der beiden
Proteine. Nichtsdestotrotz konnte mit diesen biochemischen Ansatzen eine direkte
Interaktion von CIN und CIB1 sowohl mit gereinigten, rekombinanten als auch mit

endogenen Proteinen klar gezeigt werden.

IV.2 Die Regulation der CIN-Phosphataseaktivitat in vitro

IV.21  Einfluss von freiem Kalzium auf die CIN/CIB1-Bindung

CIB1 ist in der Lage, lber die zwei funktionellen EF-Hand-Motive Il und IV Ca* mit
Bindungsaffinitaten von 1.9 bzw. 0,54 uM zu binden, was einer etwa 5 - 10-mal hdheren
Ca?*-Affinitat als beispielsweise der des Kalziumsensors Calmodulin entspricht (Cox et al.,
1981; Burgoyne et al., 2001; Yamniuk et al., 2004). Yamniuk und Mitarbeiter konnten zudem
zeigen, dass die Bindung von Ca®* an CIB1 zu einer Stabilisierung der gesamten CIB1-
Struktur fihrt (Yamniuk et al., 2007). Dariiber hinaus wurde bereits fiir CIB1-Interaktoren wie
die p21-aktivierte Kinase 1 (PAK1, Leisner et al., 2005) oder den InsP3;-Rezeptor (White et
al., 2006) eine Ca”**-Abhangigkeit der Interaktion nachgewiesen, wahrend bei anderen
Proteinen, wie dem Integrin a;,3; (Leisner et al., 2007) oder Presenilin-2 (Zhu et al., 2004;
Blazejczyk et al., 2006) eine mdgliche Rolle von Kalzium bei der Assoziation mit CIB1
momentan kontrovers diskutiert wird.

Um daher auch eine mégliche Ca®*-Abhzngigkeit der CIN/CIB1-Interaktion in vitro testen zu
kénnen, wurde wiederum die Methode des Festphasen-Bindungsassays verwendet. Dabei
wurde CIB1 an Kavitaten einer Mikrotiterplatte gebunden und die Bindung von |8slichem CIN
in An- oder Abwesenheit verschiedener freier Ca®*-Konzentrationen mit Hilfe des CIN-
spezifischen Antikérpers detektiert. In Abbildung V.5, A ist eine Coomassie-Farbung der
verwendeten Proteine sowie eine schematische Darstellung des Festphasen-
Bindungsassays dargestellt. Anhand von Abbildung V.5, B wird deutlich, dass beide
Proteine auch in Abwesenheit von Kalzium offenbar eine konstitutive Bindung eingehen.
Wahrend dabei eine basale Ca**-Konzentration von 50 - 100 nM nur einen geringen EinfluR
auf die Interaktion hat, ist die CIN/CIB1-Assoziation bei einer Konzentration von etwa 10 uM
freiem Ca?* maximiert. Diese Kalzium-abhangige Stimulation der Bindung beruht vermutlich
auf einer Interaktion von Kalzium mit CIB1, da sich der Effekt durch eine Inaktivierung der
EF-Hand IV mittels Punkmutation der Aminosaure 172 (CIB15'?? s. Abb. IV.5, B, oberes
Panel) nahezu vollstédndig inhibieren lie3. Hier war nur noch eine basale Bindung zu

beobachten, welche durch Zugabe von Kalzium nicht weiter stimuliert werden konnte. Die
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CIN/CIB1-Interaktion wird also durch physiologische Ca**-Konzentrationen moduliert und ist
von einer Ca?"-Bindung an CIB1 sowie einer mdglicherweise damit einhergehenden

Konformationsanderung abhangig.
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Abbildung IV.5: Die CIN/CIB1-Bindung ist konstitutiv und wird durch freies Ca® erhoht.
(A) Coomassiefarbung der verwendeten rekombinanten Proteine sowie eine schematische
Darstellung des Festphasen-Bindungsassays. (B) Die obere Abbildung zeigt ein Piktogramm von
CIB1 zur Verdeutlichung wichtiger Proteinmerkmale. Im unteren Panel ist das Ergebnis des
Festphasen-Bindungsassay mit rekombinanten Proteinen dargestellt. Je 2 pg CIB1 oder CIB15'7>¢
wurden an Kavitaten einer Mikrotiterplatte gebunden und in An- oder Abwesenheit steigender ca*-
Konzentrationen mit 0,5 pg CIN inkubiert. AnschlieBend wurde das gebundene CIN mit Hilfe eines
spezifischen Antikdrpers detektiert.

IV.2.2 Einfluss der Kalzium-induzierten CIN/CIB1-Interaktion auf die CIN-
Phosphataseaktivitat

In einem né&chsten Schritt sollte ein méglicher Einfluss dieser Kalzium-stimulierten Bindung
auf die Phosphataseaktivitdt von CIN untersucht werden. Dazu wurde zunachst eine
geeignete Methode fur die Detektion von freigesetztem, inorganischen Phosphat als Marker
fur die CIN-Phosphataseaktivitat etabliert.
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Abbildung IV.6: Nach Bindung an Ca®* und CIN erhilt CIB1 die CIN-Phosphataseaktivitit iiber
einen physiologisch relevanten Kalziumbereich. CIN (0,8 uM) und CIB1 wurden in den
angegebenen molaren Verhaltnissen in An- oder Abwesenheit von freiem Ca®" inkubiert und die
Phosphataseaktivitdit gegen PLP mit Hilfe des Malachit Grin-Assays analysiert. (A) Die CIN-
Phosphataseaktivitdt wurde durch freies Ca?" effektiv inhibiert, mit einem ICs0-Wert von etwa 1 uM.
Wahrend die Zugabe von 0,8 uM (1x) CIB1 keinen erkennbaren Einfluss auf die Aktivitdt von CIN
hatte, war CIB1 in hohen Konzentrationen (5x, 10x) in der Lage, die CIN-Phosphataseaktivitat Gber
einen weiten Bereich physiologisch relevanter Ca®"-Konzentrationen (0,1-10 uM) aufrechtzuerhalten.
Im rechten Panel sind dieselben Daten als Differenz der CIN-Phosphataseaktivitdt dargestellt.
Demgegeniber konnte weder mit der bereits beschriebenen inaktivierten EF [V-Hand-Mutante
(CIB15'29), noch mit einer C-terminal deletierten CIB1-Variante (CIB1'"'") ein solcher Effekt
beobachtet werden (B).
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Das in dieser Arbeit verwendete in vitro-Nachweissystem basierte auf dem Farbstoff Malachit
Grin, der in Anwesenheit von Molybdat freies inorganisches Orthophosphat (P;) in einem
Phosphomolybdato-Komplex bindet. Dieser Komplex kann anschlielend anhand seiner
veranderten Absorption von 620 nm photometrisch detektiert werden (Van Veldhoven und
Mannaerts, 1987; Ekman und Jager, 1993). Aus praktischen Griinden wurde die CIN-
Phosphataseaktivitdt mit dem niedermolekularen Substrat Pyridoxal-5'-Phosphat (PLP), der
koenzymatisch-aktiven Form des Vitamin B6 gemessen, welches von Fonda und
Mitarbeitern bereits als ein spezifisches Nicht-Protein-Substrat fiir Chronophin beschrieben
wurde (Fonda, 1992).

Die CIN-Phosphataseaktivitat gegen PLP wird durch steigende Konzentrationen an freiem
Kalzium sehr effektiv inhibiert, wobei der ICso-Wert bei etwa 1 uM lag (s. Abb. IV.6, A). Diese
Kalzium-vermittelte CIN-Inhibierung konnte jedoch durch die Zugabe von steigenden
molaren Mengen an CIB1 Uber einen weiten, physiologisch relevanten Kalziumbereich
vehindert werden. Dabei hatte die CIB1-Zugabe bei einem molaren Verhaltnis von 1:1 keine
Auswirkungen, erst bei einem CIB1-Uberschuss von 5:1 wurde ein deutlich stabilisierender
Effekt sichtbar, der durch eine weitere Erh6hung (10x) noch verstarkt werden konnte und die
CIN-Aktivitat bis zu einer Konzentration von etwa 10 uM freiem Kalzium in etwa auf dem
Ausgangsniveau hielt (s. Abb. IV.6, A, linkes und rechtes Panel). Bei diesem Effekt war
jedoch kein proportionaler Anstieg zu beobachten, was den Schluss nahe legt, dass die
CIN/CIB1-Bindung bei einem CIN/CIB1-Konzentrationsverhéaltnis von 1:5 oder 1:10 nahezu
gesattigt ist. Eine Stimulierung der Phosphataseaktivitdt tiber das Ausgangsniveau hinaus
lie® sich jedoch nicht nachweisen. Interessanterweise wurde dieser protektive Effekt durch
eine Inaktivierung der Kalzium-bindenden EF-Hand IV auf CIB1 stark reduziert. Die
Anwesenheit dieser Mutante hatte In Gegenwart von Ca** nur noch einen geringen Einfluss
auf die CIN-Aktiviat im Vergleich zu Wildtyp-CIB1 (s. Abb. IV.6, B, links). Ein &hnlicher
Befund wurde auch fiir die Inaktivierung der EF-Hand Il erhalten (Abbildung nicht gezeigt).
Auch liel sich bei dem Einsatz einer CIB1-Trunkante, bei der eine potentielle CIN-
Bindungsstelle am C-Terminus von CIB1 deletiert worden war (CIB1"""® s.IV.5 und
Abb. IV. 16, unteres Panel), in keiner der verwendeten Konzentrationen ein protektiver Effekt
gegen Kalzium beobachten. Dabei ist zu beachten, dass bei diesem Protein die
Aminosauresequenz der EF-Hand-Motive intakt geblieben ist. Flur die Aufrechterhaltung der
CIN-Phosphataseaktivitdt in Gegenwart von freiem Kalzium stellen offenbar sowohl die
Bindung von Kalzium an CIB1 als auch eine Bindung von CIB1 an CIN unverzichtbare

Vorraussetzungen dar.
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IV.2.3 Analyse der Interaktion von Calmodulin, CIN und CIB1 in vitro

CIB1 weist mit 57% bzw. 53% eine starke Sequenzéhnlichkeit zu Calcineurin B und
Calmodulin auf. Die Kalzium-abhangige Serin/Threonin-Protein Phosphatase Calcineurin ist
ein heterodimeres Enzym, bestehend aus der katalytischen Untereinheit Calcineurin A
(M; 61 kDa) und der Kalzium-sensitiven, regulatorischen Untereinheit Calcineurin B
(M; 19 kDa). Die regulatorische Untereinheit Calcineurin B gehért zur Familie der EF-Hand
Kalzium-Bindeproteine und besitzt, ebenso wie der Kalziumsensor Calmodulin, vier dieser
Kalzium-bindenden EF-Hand-Motive mit unterschiedlicher Affinitat, sowie eine N-terminale
Myristoylierungsstelle. Die Calcineurin-Phosphataseaktivitdt ist dabei von zwei
entscheidenden Faktoren abhangig: Durch eine Bindung von Kalzium an Calcineurin B wird
die Substrataffinitdt der Phosphatase verstarkt, wéhrend eine anschlieRende, ebenfalls
Kalzium-vermittelte, Bindung des Kalziumsensors Calmodulin an die Phosphatase die
Enzymaktivitat von Calcineurin weiter verstarkt (Feng et al., 1999). Calmodulin ist ein hitze-
und saurestabiles monomeres Protein von 17 kDa, das ubiquitar in allen eukaryotischen
Organismen vorkommt (Yang et al., 2003) und Uber vier integrale EF-Hand-Motive
Kalziumionen (Affinitdten: EF-Hand 1-3: 6 uM, EF-Hand IV: 200 uM) binden kann (Klee et al.,
1980; Cox et al, 1981). Die Kalzium-Bindung induziert dabei letztlich den
Konformationswechsel von einem gréfRtenteils hydrophilen, geschlossenen Zustand in eine
weniger kompakte, offene Struktur mit Ausstilpung grofRer hydrophober Bindungstaschen
auf beiden Doménen, was eine Aktivierung des Calmodulin fir die Interaktion mit seinen
zahlreichen Effektoren zur Folge hat. Die von Calmodulin gebundenen Zielproteine sind
aulRerst vielfaltig und an allen Bereichen zelluldrer Steuervorgange beteiligt (Yang und
Poovaiah, 2003, Snedden und Fromm, 1998; Reddy, 2001; Zielenski, 1998).

Da bereits ein Kalzium-abhangiger Einfluss von CIB1 auf die CIN-Phosphataseaktivitat
nachgewiesen werden konnte (s. Abb. IV.6), sollte weiterhin die Hypothese gepriift werden,
ob es sich bei CIB1 mdéglicherweise um eine Strukturkomponente von CIN handelt und ob
Calmodulin einen Einfluss auf die Bindung/Aktivitdt des CIN/CIB1-Dimers besitzt. Zu diesem
Zweck wurden zundchst die Aminosauresequenzen von CIN und CIB1 mit Hilfe der
Calmodulin Target Database (http://calcium.uhnres.utoronto.ca) einer bioinformatischen
Sequenzanalyse unterzogen, um potentielle Calmodulin-Bindestellen identifizieren zu
kénnen. Dabei ist zu beachten, dass die bisher identifizierten Calmodulin-Bindungsregionen
auf verschiedenen Proteinen keine bemerkenswerten Sequenzéhnlichkeiten gezeigt haben.
Es konnten dennoch Gemeinsamkeiten abgeleitet werden, die sich als Richtlinien fur die

Vorhersage von Calmodulin-Erkennungsregionen als brauchbar erwiesen haben.
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A Potentielle CaM-Bindestelle
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Abbildung IV.7: Calmodulin interagiert Kalzium-abhangig mit CIN und CIB1 in Vvitro.
(A) Schematische Darstellung der bioinformatischen Sequenzanalyse von CIB-Orthologen auf
mdgliche Calmodulin-Bindestellen. (B + C) In vitro-Analyse der Bindung von CIN/CaM bzw. CIB1/CaM
mittels Festphasen-Bindungsassay und rekombinanten Proteinen. (B) CIN oder CIB1 wurden
immobilisiert und mit CaM in An- oder Abwesenheit von 1 uM freiem Ca”" inkubiert. AnschlieRend
wurde die CaM-Bindung mit Hilfe eines spezifischen Antikérpers photometrisch bestimmt. Analog
dazu wurde CaM immobilisiert und die Bindung von CIN bzw. CIB1 in An- oder Abwesenheit von 1 uM
freiem Ca*" mittels eines Calmodulin-Antikorpers detektiert (C).
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Diese sind jedoch nicht zwingend, da auch Calmodulin-Bindungsmotive bekannt sind, die
keine dieser Kriterien erflllen ((Crivici et al., 1995; Rhoads et al., 1997; Hoeflich et al., 2002),
http://calcium.uhnres.utoronto.ca). Typische Kalzium-abhangige Calmodulin-Bindungsmotive
formen kleine, etwa 20 Aminosauren umfassende amphiphile Helices mit hydrophoben
Resten an konservierten Positionen, einer positiven Nettoladung und aromatischen
Aminosauren in der Nahe ihrer Enden.

Waéhrend bei dieser Analyse fur CIN keine putative Calmodulin-Bindedoméne identifiziert
werden konnte, ergab die Suche bei CIB1 ein Uberraschendes Ergebnis. Hier liel3 sich eine
20 Aminosduren umfassende, evolutionar hochkonservierte putative Calmodulin-Binderegion
am N-Terminus von CIB1, sowie den Isoformen CIB2 und 3 nachweisen, bei humanem und
murinem CIB1 dabei mit dem héchst méglichen score (s. Abb. IV.7, A).

Um daher eine direkte Interaktion von CIN, CIB1 und/oder Calmodulin in vitro mit
rekombinanten Proteinen testen zu kdénnen, wurde wiederum der Festphasen-
Bindungsassay eingesetzt. Dabei wurden zunachst CIN oder CIB1 immobilisiert und die
Bindung von I6slichem Calmodulin detektiert. Aus Abbildung V.7 B wird ersichtlich, dass
sowohl CIB1 als auch CIN Calmodulin (CaM) in vitro direkt binden kénnen, wobei die
Interaktion in beiden Fallen durch Kalzium stimuliert wird. Ein ahnliches Bild ergab sich fir
den umgekehrten Versuchsaufbau, bei dem CaM immobilisiert und eine anschlieRende
Bindung von CIN und CIB1 nachgewiesen wurde. Auch hier waren beide Kandidaten in der
Lage, Calmodulin spezifisch und Kalzium-induziert zu binden (s. Abb. IV.7, C).

Zur weiteren Absicherung dieser Befunde wurde die Bindung der drei Proteine von
Dr. Elisabeth Jeanclos mit Hilfe von pulldown-Experimenten geprift. Hier liel3 sich ebenfalls
eine direkte Interaktion von rekombinantem CaM mit gereinigtem CIN oder CIB1, sowie auch
eine Calmodulin-Bindung an endogen exprimiertes CIN oder CIB1 in vitro nachweisen

(Daten nicht gezeigt).

IV.2.4 Calmodulin ist fiir eine Aktivierung der Phosphatase CIN essentiell

Nachdem eine direkte Interaktion von CIN, CIB1 und Calmodulin in den vorherigen
Experimenten klar gezeigt werden konnte, sollte weiterhin ein mdglicher Einfluss von
Calmodulin auf die CIN-Phosphataseaktivitdt getestet werden. Dazu wurde die CIN-
Phosphataseaktivitdt in verschiedenen Ansatzen gegen das Substrat PLP untersucht
(s. Abb. IV.8). Hier hatten weder Calmodulin alleine noch CIB1 zusammen mit Calmodulin in
den angegebenen Konzentrationen einen nennenswerten  Einfluss auf die
Phosphataseaktivitdt von CIN. Auch die Zugabe von steigenden Konzentrationen an
Calmodulin konnte die bereits beobachtete Inhibierung von CIN durch Kalzium nicht

reduzieren. Erst das Zusammenspiel von Kalzium, CIB1 und Calmodulin ergab eine von der
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Calmodulin-Konzentration abhangige  Aktivierung der  CIN-Phosphataseaktivitat
(s. Abb. 1V.8, A). Ahnliche Ergebnisse erbrachte eine Kalzium-Dosis-Wirkungskurve mit CIN
und den CIB1- bzw. Calmodulin-Konzentrationen, welche im vorherigen Versuch den
starksten Effekt auf die CIN-Aktivitat zeigten. Hier wurde CIN ebenfalls durch Kalzium
dosisabhangig inhibiert, wobei dieser Effekt wie erwartet durch die Zugabe von CIB1 bis zu
einer Konzentration von 10 uM Kalzium nahezu auf dem Ausgangsniveau gehalten werden
konnte. Durch eine zusétzliche Gabe von Calmodulin liefd sich auch in diesem Fall der schon
beobachtete Anstieg der Aktivitat Uber das Kontrollniveau hinaus nachweisen.
Interessanterweise lag das Maximum des Calmodulin-Effektes in dem physiologisch
relevanten Ca?*-Bereich von 1 - 10 uM. Der Effekt fiel anschlieRend jedoch parallel zu dem
CIB1-vermittelten Effekt stark ab, und zwar und bei Ca?*-Konzentrationen, bei denen die EF-
Hand-Motive von CIB1 und CaM Ca*'-gesttigt vorlagen (s. Abb. 1V.8, B).
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Abbildung IV.8: Calmodulin wird fiir die Stimulierung der CIN-Phosphataseaktivitat in
Gegenwart von Ca®* und CIB1 benétigt. (A) Die Phosphataseaktivitit von 1 ug CIN gegen 50 pM
PLP wurde in An- oder Abwesenheit von 1 pM Ca®*, 10x CIB1 und/oder steigenden Konzentrationen
an Calmodulin (0,3x/1x/3x) gemessen. (B) Ca®*-Dosis-Wirkungskurve der Aktivitdt von 1 ug CIN
gegen 50 uM PLP in An- oder Abwesenheit von 10x CIB1 und 3x CaM.
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IV.3 Analyse der subzelluldaren Lokalisation von CIN und CIB1 in
Zellen

1Iv.3.1 Einfluss von Kalzium auf die subzelluldre Lokalisation von CIN und CIB1

Wie bereits erwahnt, gehort CIB1 zur Familie der NCS-Proteine. Am N-Terminus fast aller
Mitglieder dieser Proteinfamilie findet sich eine Konsensussequenz fiir eine Myristoylierung
(Ames et al.,, 1997) und tatsachlich konnte fir viele NCS-Proteine eine N-terminale
Myristoylierung oder Acetylierung bereits experimentell gezeigt werden. Die Bindung von
Kalzium I6st in manchen NCS-Proteinen eine Konformationsanderung aus, die zur
Exposition des Myristoyl-Restes aus einer hydrophoben Tasche in das umgebende Milieu
fiuhrt, so dass diese Struktur fur Interaktionen mit putativen Zielmolekilen und/oder zellularen
Membranen zugéanglich wird (Ames et al., 1997). Die haufigste Funktion einer
Myristoylierung ist dabei die Assoziation des Proteins mit der Plasmamembran oder anderen
intrazellularen Membrankompartimenten, wobei der Myristoylrest zwar essentiell fur die
Assoziation ist, fur eine stabile Verankerung jedoch nicht ausreicht (Peitzsch et al., 1993). Es
wurde bereits fir die NCS-Mitglieder NCS-1, KChIP1 (K' channel-interacting protein 1),
Recoverin, Hippocalcin und Proteine der VILIP-Subfamilie ein solcher Kalzium-Myristoyl-
Mechanismus nachgewiesen (Senin et al., 2002; O'Callaghan et al., 2003; Spilker et al.,
2003; Jeromin et al., 2004; R, 2004). Fir andere Mitglieder der NCS-Familie, darunter auch
CIB1, wurde die Existenz eines solchen Mechanismus noch nicht abschlielend geklart.

Um in einem zelluldren Modellsystem zu uUberpriufen, ob CIB1 Kalzium-abhangig an
Membranen transloziert oder CIN eine mdégliche subzelluldre Relokalisation nach einem
Einstrom von extrazellularem Kalzium zeigt, wurde zunachst C-terminal GFP-markiertes
Hippocalcin, C-terminal GFP-markiertes CIB1 oder N-terminal YFP-markiertes CIN in Hela-

Zellen transient Gberexprimiert.
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Abbildung IV.9: CIN und CIB1 zeigen in HeLa-Zellen keine Kalzium-abhingige Translokation an
Membranen. Hela-Zellen wurden mit Plasmiden fur C-terminal GFP-markiertes Hippocalcin, C-
terminal GFP-markiertes CIB1 oder N-terminal YFP-markiertes CIN transfiziert und nach 16 h mit dem
Farbstoff Fura Red beladen (0,2 ug, 30 min). AnschlieRend wurden die Zellen in Kalzium-
supplementiertem (3 mM) HBS-Puffer fir 3 min mit dem lonophor lonomycin stimuliert (3 uM) und die
subzellulare Lokalisation der drei Proteine Uber die Zeit mit Hilfe der konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskopie in den lebenden Zellen verfolgt. Dabei ist hier jeweils eine representative Aufnahme vor
der lonomycin-Stimulation (t =0 min) und nach 3 min Stimulation (t =3 min) dargestellt. Auf der
rechten Seite sind die Uberlagerungen der beiden Fluoreszenzkanale (Merge) abgebildet. Verwendete
Abkirzungen: Hippo = Hippocalcin. Weille Balken = 10 um).

Die Zellen wurden anschlieBend mit dem Lebendzell-Kalzium-Indikator Fura Red beladen
(0,2 ug, 30 min), um einen lonophor-vermittelten Einstrom von extrazelluldarem Kalzium
visualisieren zu kénnen. Die Fura Red-Fluoreszenz wird durch Wellenldngen von 450 - 500
nm angeregt und besitzt ein Emissionsmaximum von etwa 660 nm. Dabei nimmt die
Fluoreszenz-Emission nach Bindung von Ca?* Konzentrations-abhzngig ab. AnschlieRend
wurden die Zellen in Gegenwart von extrazellularem Kalzium (3 mM) mit dem lonophor
lonomycin stimuliert (3 uM, 3 min) und die subzelluldre Lokalisation von Hippocalcin, CIB1
und CIN mit Hilfe der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie in den lebenden Zellen
verfolgt. Bei lonomycin handelt es sich um einen kleinen mobilen lonen-Transporter, der in
der Lage ist, divalente Kationen spezifisch zu binden und durch die Zellmembran zu
transportieren. So ist es beispielsweise moéglich, in Anwesenheit von extrazellularem Kalzium
und lonomycin die intrazelluldre Ca®*-Konzentration Rezeptor-unabhangig zu modulieren.
Allerdings sind dem System enge Grenzen gesetzt, da es hierbei zu einem mehr oder
weniger unkontrollierten Kalziumeinstrom kommt und sich so exakte intrazellulére
Kalziumlevel nicht einstellen lassen. Fiir das NCS-Protein Hippocalcin wurde bereits eine
Kalzium-abhéangige Relokalisation aus dem Zytosol an die Plasmamembran sowie
intrazelluldare Membranen des trans-Golgi-Netzwerks (TGN) beschrieben (O'Callaghan et al.,
2003), daher diente es hier als Positivkontrolle.

Erwartungsgemal zeigte Hippocalcin nach der lonomycin-Stimulation eine deutliche
Relokalisation an membranére Strukturen des TGN, wahrend das Protein in den ruhenden
HelLa-Zellen in einer relativ gleichmaligen Verteilung sowohl im Zytoplasma als auch im
Zellkern zu finden war (s. Abb. 1V.9). Die Abnahme des Fura Red-Signals zeigt dabei den
Einstrom von extrazellularem Kalzium an. Demgegentiber waren CIN und CIB1 in ruhenden
HelLa-Zellen ebenfalls gleichmafRig verteilt, in beiden Fallen lieR sich jedoch nach einer
Erhéhung der intrazellularen Kalzium-Spiegel keine signifikante Verdnderung der
subzelluldren Lokalisation beider Proteine detektieren (s. Abb. I1V.9). CIB1 scheint also
zumindest unter diesen Versuchsbedingungen nicht Uber einen funktionellen Kalzium-

Myristoyl-Mechanismus zu verflgen.
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IV.3.2 Einfluss von CIB1 auf die subzelluldre Lokalisation von CIN

Fur CIB1 konnte unter den gewéhlten Bedingungen zwar keine Kalzium-abhéngige
Relokalisation gezeigt werden, dennoch lassen die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen
vermuten, dass CIB1 in Zellen durchaus mit membranaren Strukturen interagiert (Zhu et al.,

2004). So geht die Punktmutation der Myristoylierungsstelle (CIB1%

) mit einer schwécheren
membrandren Lokalisation und einem stérkeren Vorkommen von CIB1 im Zellkern einher
(Zhu et al., 2004).

Daher sollte in einem nachsten Schritt geprift werden, ob CIB1 méglicherweise als eine Art
shuttle die subzelluldre Lokalisation von CIN beeinflusst. Um diese Hypothese zu testen,
wurden in HelLa-Zellen C-terminal GFP-markiertes Wildtyp-CIB1 oder die C-terminal GFP-
markierte CIB1°**-Mutante zusammen mit N-terminal YFP-markiertem CIN transient
Uberexprimiert und die Zellen mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie auf eine

mdgliche, CIB1-abhangige Veranderung der subzelluldren Lokalisation von CIN untersucht.

CIB1"'-CFP CIN".YFP

CIB1®?A-CFP CIN"-YFP

Abbildung 1V.10: Die subzellulare CIN-Lokalisation wird durch CIB1 nicht signifikant
beeinflusst. HeLa-Zellen wurden mit Plasmiden fur CIB*-CFP und CIN"-YFP (oberes Panel) oder
einer CFP-markierten CIB1-Variante, bei der die Myristoylierungsstelle durch eine Punktmutation
inaktiviert wurde (CIB1°%*) und CIN"-YFP (unteres Panel) kotransfiziert. Nach 16 h wurden die Zellen
fixiert und die subzelluldre Lokalisation der beiden Proteine mit Hilfe der konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskopie untersucht. Auf der rechten Seite sind jeweils die Uberlagerungen der beiden
Fluoreszenzkanale (Merge) dargestellt. WeilRe Balken = 10 um.
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Wéhrend CIN und CIB1 auch hier sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern zu finden
waren, zeigte sich im Fall der CIB1°**-Mutante zwar eine deutlich starkere Lokalisation im
Zellkern (s. Abb. 1V.10), jedoch war die subzellulare Distribution von CIN in diesen Zellen
unverdndert. Hier lie® sich keine signifikante Relokalisation von CIN in den Zellkern
feststellen (s. Abb. 1V.10). Auch nach einer Stimulation von CIB"-GFP/CIN*-YFP oder
CIB1%?A-GFP/CIN-YFP uberexprimierenden HelLa-Zellen mit lonomycin blieb die Lokalisation

der beiden Proteine unverandert (Daten nicht gezeigt).

IV.4 Die Rolle von CIN und CIB1 wahrend der Zellteilung

IV.4.1  Analyse der subzelluldren Lokalisation von CIN und CIB1 wahrend der Mitose

Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dass CIN in den verschiedenen Stadien der Mitose
zusammen mit Cofilin eine dynamische Relokalisation in Bereiche aktiver Aktin-
Reorganisation erfdhrt, welche fir die Zellteilung essentiell sind. So kolokalisieren CIN und
Cofilin beispielsweise wahrend der spaten Anaphase/Telophase an den dynamischen
Zellpolen, und akkumulieren dann transient und zeitgleich an der sich einschniirenden
Teilungsfurche. Wahrend der Zytokinese sind CIN und Cofilin im kontraktilen Aktomyosin-
Ring zu finden und kolokalisieren in den spateren Phasen der Zytokinese auch transient an
der Plasmamembran (Gohla et al.,, 2005). Interessanterweise reduziert Wildtyp-CIN in
mitotischen HelLa-Zellen die zellulare Phosphocofilin-Konzentration wahrend der Mitose und
Zytokinese, wohingegen eine siRNA-induzierte Depletion von CIN zu einer Erh6hung des
Phosphocofilin-Spiegels fiihrt. Mitotische Zellen mit erhéhter oder erniedrigter CIN-Aktivitat
sind haufig durch eine Regression der Teilungsfurche charakterisiert, gefolgt von einem
Abbruch der Mitose oder Zytokinese, was letztendlich in einer Anhdufung multinukledrer
Zellen resultiert (Gohla et al., 2005).

Um eine mdgliche Rolle von CIB1 bei diesen CIN-vermittelten Effekten wahrend der Mitose
in einem zelluldren System zu untersuchen, wurde in einem ersten Schritt die Lokalisation
der beiden Proteine wahrend der Mitose/Zytokinese mit Hilfe der konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskopie Uberprift (s. Abb. 1V.11). Dazu wurde die Methode der
Zellsynchronisation verwendet. Bei dieser Technik werden Zellen zundchst mit Hilfe eines
kombinierten Thymidin/Nocodazol-Blocks in der G2-Phase des Zellzyklus arretiert und
anschlielend auf Poly-L-Lysin beschichteten Glasplattchen (fur die Immunfluoreszenz) oder
Kavitaten einer 24-well-Platte (fir biochemische Analysen) ausgebracht und aus dem Block
entlassen. Die Synchronisierung ermdglicht dabei ein méglichst gleichmafiges Durchlaufen
der Mitose durch alle Zellen. Die einzelnen Stadien der Mitose nach einer solchen

Zellsynchronisierung wurden anhand von HelLa-Zellen bereits zeitlich korreliert (Gohla et al.,
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2005). So befindet sich der Uberwiegende Teil der Zellen zum Zeitpunkt des Ausbringens
(0 min) in der Prometaphase. Nach etwa 45 min erreicht ein Grossteil die Metaphase, nach
90 - 110 min die Telophase und nach 180 min hat die Mehrheit der Zellen bereits die

Zytokinese bzw. G1-Phase erreicht.

YFP-CIN

YFP-CIN

Abbildung IV.11: YFP-CIN und CIB1 kolokalisieren im kontraktilen Aktomyosin-Ring (oberes
Panel) und in Lamellopodien (unteres Panel) wiahrend der Mitose/Zytokinese. GC-1 spg-Zellen
wurden mit einem Plasmid fir YFP-CIN transfiziert und die Zellen anschlielend mit Hilfe eines
Thymidin/Nocodazol-Blocks in der G2-Phase des Zellzyklus synchronisiert. 90 - 110 min nach
Beendigung des Blocks wurden die Zellen fixiert und mit einem Alexa 488 (CIB1)-markierten
Antikdrper gefarbt. Die Kernfarbung erfolgte mittels DAPI. AnschlieBend wurden die Zellen
konfokalmikroskopisch ausgewertet. Die kleinen Abbildungen zeigen VergréRerungen der indizierten
Abschnitte, wéahrend auf der rechten Seite jeweils die Uberlagerungen der beiden Fluoreszenzkanale
(Merge) zusammen mit der DAPI-Farbung dargestellt sind. Weille Balken = 10 pum.

Fur die Analyse der subzelluldren Lokalisation von CIN und CIB1 wéhrend der Mitose wurde
jedoch nicht auf HelLa-Zellen, sondern auf die murine spermatogoniale Keimzelllinie GC-

1spg als Modellsystem zuruckgegriffen. Diese Zelllinie wurde aus sogenannten
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Spermatogonien, den Vorlduferzellen von Spermien, generiert und zeichnet sich unter
anderem durch eine hohe Proliferationsrate aus (Hofmann et al.,, 1992). Desweiteren
enthalten GC-1 spg-Zellen die fur diese Arbeit interessanten Proteine CIN, CIB1, Calmodulin
und Cofilin in biochemisch gut nachweisbaren Konzentrationen (Daten nicht gezeigt). Auch
in dieser Zelllinie musste CIN jedoch fur Immunfluoreszenz-Analysen als N-terminales YFP-
Fusionsprotein transient Gberexprimiert werden, da sich der zur Verfigung stehende CIN-
Antikdrper fur eine Detektion von endogenem CIN in der Immunfluoreszenz als nicht
ausreichend sensitiv erwies.

Nach der transienten Transfektion von GC-1 spg-Zellen mit Plasmid-DNA fiir CIN und einer
anschlielenden Synchronisierung wurden die Zellen etwa 90 - 110 min nach Beginn der
Mitose fixiert oder mit den etsprechenden Antikdrpern gefarbt. Dabei liel3 sich eine
signifikante Kolokalisation von CIN und CIB1 wahrend der Telophase bzw. Zytokinese am
kontraktilen Aktomyosin-Ring (s. Abb. IV.11, obere Panel) und in spateren Phasen der
Zytokinese an der Plasmamembran von Lamellopodien beobachten (s. Abb. IV.11, unteres
Panel). Beide Regionen sind fiir ihre gesteigerte, Cofilin-abhangige Aktin-Dynamik bekannt
(Bamburg, 1999) und in beiden Bereichen kolokalisiert CIN auch transient mit Cofilin (Gohla
et al., 2005). Folglich ist CIB1 fir einen putativen regulatorischen Einfluss auf die CIN-
Aktivitat wahrend der Zytokinese ideal positioniert.

Auch fur Calmodulin konnte wahrend der Mitose eine Relokalisation an die sich
einschnirende Teilungsfurche gezeigt werden (Li et al., 1999). Daher sollte weiterhin die
subzellulédre Lokalisation von transient tberexprimiertem Calmodulin, CIN und CIB1 wahrend
der Mitose Uberprift werden. Da fir die Immunfluoreszenz kein adaquater kommerzieller
Calmodulin-Antikérper erhaltlich war, wurde uns von der Arbeitsgruppe von Prof. Martin
Lohse freundlicherweise ein N-terminal DsRed-markiertes Calmodulin-Konstrukt zur
Verfugung gestellt. Obwohl bereits stabile, Calmodulin exprimierende Zelllinien publiziert
wurden, fiihrte hier die transiente Uberexpression von Calmodulin wahrend der Mitose zu
einem reproduzierbaren Absterben der GC-1 spg-Zellen. Die Uberlebenden Zellen stellten
sich entweder als untransfiziert heraus oder die Calmodulin-Expression war zu schwach fir
eine Auswertung der Immunfluoreszenz. Dieser Effekt konnte sowohl bei einer
Kotransfektion von allen drei Proteinen, als auch bei der Transfektion von solitdrem DsRed-
markierten Calmodulin beobachtet werden. Ob es sich hierbei um einen Zelltyp-spezifischen

Effekt in den GC-1 spg-Zellen handelte wurde nicht weiter verfolgt.
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IV.4.2 Einfluss von CIB1 auf die Cofilin-Aktivitdat von CIN wihrend der Mitose

Da CIN und CIB1 wéahrend der Mitose in Bereichen gesteigerter Cofilin-Aktivitat lokalisieren,
sollte als Nachstes die Frage geklart werden, ob CIB1 méglicherweise einen Einfluss auf die
CIN-vermittelte Cofilin-Dephosphorylierung wahrend der Mitose hat. Um diese Hypothese zu
testen, wurden endogenes CIN und CIB1 vor Beginn der Mitose aus GC-1 spg-Zellen
depletiert und die Auswirkungen dieser Depletion auf die Phosphocofilin-Level anschliel?end
biochemisch untersucht. Calmodulin wurde hier nicht mit einbezogen, da die Zellen in den
vorherigen Versuchen sehr sensitiv auf Manipulationen der Calmodulin-Proteinlevel
reagierten.

Fur die transiente Depletion der endogenen Proteine in Zellen wurde in diesem Fall die
Methode der RNA-Interferenz (siRNA) gewahlt, welche zunachst fiir beide Proteine etabliert
werden musste. Dabei wurden je finf spezifische siRNA-Sequenzen fiir CIN und CIB1 der
Firma Dharmacon in GC-1 spg-Zellen auf ihre Effizienz getestet (Daten nicht gezeigt) und
die aussichtsreichsten Sequenzen fiir beide Proteine anschlieRend eingehender
charakterisiert (s. Abb. 1V.12). Fir CIN erwies sich dabei eine Konzentration von 25 nM
siRNA als ausreichend fir eine nahezu vollstindige Reduktion der Proteinlevel in den
untersuchten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen. Hier ergab auch der Einsatz hoherer
siRNA-Konzentration nur eine minimale Verbesserung. Demgegenuber liel3 sich fur CIB1 ein
maximaler Depletions-Effekt bei einer Konzentration von 12 nM beobachten, wobei auch hier
eine Reduzierung der CIB1-Level von mehr als 50% erreicht wurde. Interessanterweise
fuhrte in diesem Fall eine Erh6hung der siRNA-Konzentration zu einem gegenteiligen Effekt,

namlich der Abschwéachung der CIB1-Depletion.

CIN siRNA CIB1 siRNA
K 25 50 75 K [nM] K 12 25 50 K  [nM]
43 " a-Aktin 43 m a-Aktin
- - —

Abbildung IV.12: Validierung der siRNA-vermittelten Depletion von endogenem CIN oder CIB1
in GC-1 spg-Zellen. Die Zellen wurden jeweils mit einer siRNA-Sequenz fiir CIN (links) oder CIB1
(rechts) in den angegebenen Konzentrationen ftransfiziert und nach 72 h Inkubation lysiert.
Anschliefsend wurden je 30 pg Totalprotein im Immunoblot auf die endogenen CIN- oder CIB1-Spiegel
untersucht, wobei Aktin als Ladekontrolle diente. Es liel3 sich fir beide Proteine eine signifikante
Reduktion der endogenen CIN- und CIB1-Level von mehr als 50% beobachten. Verwendete
Abkirzungen: K = Kontrolle, Zellen die mit 75 nM (CIN) oder 50 nM (CIB1) einer non-targeting
Kontroll-siRNA transfiziert wurden.
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In HeLa-Zellen konnten durch die Methode der Zellsynchronisation nicht nur die einzelnen
Stadien der Mitose mit definierten Zeitpunkten korreliert werden, sondern darliber hinaus
wurde auch das Phosporylierungsmuster von Cofilin wahrend der mitotischen Progression
eingehend untersucht und beschrieben. Dabei steigt der Anteil an inaktivem Phosphocofilin
in HeLa-Zellen wahrend der Mitose kontinuierlich an und erreicht seinen Zenit nach etwa
45 min in der Prophase/Metaphase. AnschlieRend sinken die Phosphocofilin-Spiegel jedoch
wieder bis auf das Ausgangsniveau in der Telophase/Zytokinese ab (Amano et al., 2002;
Gohla et al., 2005).

Mit den validierten siRNA-Sequenzen sowie der Methode der Zellsynchronisation wurde nun
die Auswirkung der Depletion von CIN und/oder CIB1 auf die endogenen Phosphocofilin-
Spiegel wahrend der Mitose analysiert. In GC-1 spg-Zellen, welche mit einer Kontroll-siRNA
transfiziert worden waren, stieg die Phosphocofilin-Konzentration bis zur Metaphase (45 min)
nahezu auf das doppelte Niveau an und ging anschlielend langsam wieder bis in etwa auf
das Ausgangsniveau zurlick (s. Abb. IV.13, A + C).

Nach der siRNA-vermittelten Depletion von endogenem CIN oder CIB1 lie sich ebenfalls
ein massiver Anstieg der Phosphocofilin-Level bis zur Metaphase detektieren. Die in den
Kontrollzellen beobachtete anschlieRende Abnahme blieb jedoch gréltenteils aus
(s. Abb.IV.13, A+ C). Nur in den mit CIB1-siRNA behandelten Zellen gingen die
Phosphocofilin-Spiegel in den spateren Phasen der Mitose (Telophase/Zytokinese, 110 min)
wieder leicht zuriick. Dabei wurde fir CIN eine durchgehend gute Wirkung der siRNA mit
durchschnittlichen CIN-Restlevel von unter 40% beobachtet, wahrend die endogenen CIB1-
Level nur etwa halbiert wurden oder aufgrund von Problemen mit dem Immunoblot nicht
ausgewertet werden konnten (s. Abb. IV.13, A, 0 min und 180 min). Interessanterweise
resultierte die parallele Depletion von endogenem CIN und CIB1 in einem massiven Anstieg
der Phosphocofilin-Spiegel von der Metaphase bis zur Telophase/Zytokinese um das bis zu
Zweifache der Kontrollzellen. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass in diesem Experiment der
Effekt der CIB1-siRNA relativ stark war, wéhrend die CIN-Depletion etwas schwécher ausfiel
(s. Abb. IV.13, B + C).

Es bleibt festzuhalten, dass Cofilin auch in GC-1 spg-Zellen offenbar zur Metaphase eher
phosphoryliert/inaktiviert wird, wahrend in spateren Phasen der Mitose scheinbar eine
Reaktivierung durch Dephosphorylierung stattfindet. Diese Reaktivierung ist jedoch
zumindest partiell CIN- und CIB1-abhangig, da eine Depletion der beiden Proteine zu
erhdéhten Phosphocofilin-Spiegeln wdhrend der Telophase/Zytokinese und auch nach
Abschluss der Mitose fiihrt. Offenbar verlauft dieser Effekt auch additiv, da eine gleichzeitige
Reduktion der CIN- und CIB1-Proteinspiegel in einer nochmals verstarkten Cofilin-
Phosphorylierung und damit Inaktivierung resultiert, wobei sich dieser Effekt jedoch nicht nur

auf die Telophase/Zytokinese, sondern auch auf die Metaphase erstreckt.
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Abbildung 1V.13: Die Depletion von CIN und CIB1 fiihrt in GC-1 spg-Zellen zu einer
signifikanten Erhéhung der endogenen Phosphocofilin-Level in der Mitose. Zellen wurden mit
CIN (25 nM)-, CIB1 (12 nM)- oder Kontroll-siRNAs (25 nM) transfiziert und nach 48 h in der G2-Phase
des Zellzyklus durch einen Thymidin-Nocodazol-Block synchronisiert. Nach Beendigung des Blocks
wurden die Zellen nach 0 - 180 min lysiert und die endogenen CIN-, CIB1-, Cofilin- und
Phosphocofilin-Level im Immunoblot bestimmt. Die Immunoblot-Ergebnisse wurden anschlieRend
densitometrisch ausgewertet, um fiir jedes Experiment die relativen CIN-, CIB1- und Phosphocofilin-
Level zu ermitteln. Dabei wurden CIN und CIB1 gegen Aktin normiert, und fiir die Berechnung der
relativen Phosphocofilin-Level wurden die Cofilin-Konzentrationen herangezogen. (A) zeigt die
Immunoblot-Daten von Zellen, die mit einer Kontroll-, CIN- oder CIB1-spezifischen siRNA transfiziert
wurden, wobei fiir die densitometrische Bestimmung der CIN- bzw. CIB1-Konzentrationen die Banden
der jeweils anderen Proteins als Kontrolle dienten. (B) zeigt Zellen, welche mit beiden siRNAs
transfiziert wurden. Auf der rechten Seite ist in beiden Féllen die densitometrische Auswertung der
relativen CIN- und CIB1-Level dargestellt. In (C) wurden die relativen Phosphocofilin-Level der
einzelnen Experimenten fiir alle vier Zeitpunkte miteinander verglichen. Dabei wurden die auf die
Aktin-Level normierten Phosphocofilin-Spiegel zum Zeitpunkt 0 min als 1 gesetzt und die weiteren
Werte extrapoliert. Verwendete Abkirzungen: K = Kontroll-siRNA (non-targeting siRNA).

CIN und CIB1 beeinflussen also das Phospho-Cycling von Cofilin in Phasen der Mitose, in

denen sie an denselben subzellularen Strukturen lokalisieren.

IV.4.3 Auswirkungen der Depletion von CIN und CIB1 auf die Zellteilung

Daher sollte weiterhin geprift werden, ob das Zusammenspiel von CIN und CIB1 wahrend
der Mitose auch einen Einfluss auf den Ausgang der Zellteilung hat. Zu diesem Zweck
wurden GC-1 spg-Zellen mit den CIN- und/oder CIB1-spezifischen siRNAs transfiziert,
anschliefend synchronisiert und dann gemeinsam in die Mitose entlassen. Nach 16 h
wurden die Zellen fixiert, gefarbt und mit Hilfe der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie
ausgewertet, wobei die Anzahl der multinuklearen Zellen fiir jede Bedingung bestimmt
wurde.

Wahrend die Depletion von CIN oder CIB1 alleine nur einen geringen Einfluss auf die
Entstehung multinuklearer Zellen hatte, fihrte eine parallele Reduktion der endogenen CIN-
und CIB1-Spiegel zu einem signifikanten Anstieg an mehrkernigen Zellen (s. Abb. 1V.14). Da
in diesem Versuch die Effizienz der jeweiligen siRNA-vermittelten Proteindepletion aus
technischen Griinden nicht mitverfolgt wurde, lasst sich Uber das tatsédchliche Ausmal der
Depletion keine Aussage treffen. Es ist also durchaus mdéglich, dass eine stérkere Reduktion
der endogenen Proteinlevel zu einem erheblich drastischeren Ergebnis fuhrt. Die transiente
Herunterregulation von Genen mittels siRNA kann zwar héufig relativ schnell und
unkompliziert durchgefiihrt werden, birgt jedoch aufgrund wechselnder
Transfektionseffizienzen und einer zeitlichen Limitierung der Depletion auch Nachteile. Fur
weitergehende Analysen sollte daher eine stabile, CIN-depletierte GC-1 spg-Zelllinie etabliert

werden.
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Abbildung IV.14: Die siRNA-vermittelte Depletion von CIN und CIB1 induziert die Akkumulation
multinuklearer Zellen. (A) GC-1 spg-Zellen wurden mit CIN (25 nM)-, CIB1 (12 nM)- oder Kontroll-
siRNAs (25 nM) transfiziert und nach 48 h in der G2-Phase des Zellzyklus durch einen
Thymidin/Nocodazol-Block synchronisiert. Nach dem erneuten Ausbringen wurden die Zellen nach
16 h fixiert und mit einem Aktin- (Alexa Phalloidin 546, rot) und einem a-Tubulin-spezifischen
Antikérper (griin) inkubiert. Die Kernfarbung erfolgte mittels DAPI (blau). Exemplarisch sind hier Zellen
gezeigt, die mit der Kontroll-siRNA (oberes Panel) oder CIB1- und CIN-spezifischen siRNAs (unteres
Panel) transfiziert wurden. Multinukledre Zellen sind durch weille Pfeile gekennzeichnet. (B) Es
wurden mindestens 500 Zellen pro Ansatz auf das Vorkommen multipler Zellkerne untersucht und die
Ergebnisse graphisch dargestellt.

Die Wahl fiel hierbei auf ein lentiviral-gestiitztes shRNA-System der Firma Sigma (s. 111.8.5).
Fur die Generierung einer solchen stabilen Zelllinie wurde ein Set aus flinf verschiedenen,
CIN-spezifischen shRNA-Sequenzen sowie eine Kontrollsequenz Uber lentivirale
Transduktion in GC-1 spg-Zellen eingebracht (s. 111.8.5) und die so generierten Zelllinien
anschlielend in Immunoblot-Analysen auf ihre endogenen CIN-Proteinlevel Uberprift. Von
diesen funf Zelllinien zeigten vier eine Reduktion der endogenen CIN-Spiegel in
unterschiedlichen Ausprégungen (s. Abb. IV.15). Mit diesen Zelllinien steht nun ein wichtiges
Werkzeug zur Verfugung, um zu prufen, inwieweit die CIN-Aktivitdt wéhrend der Mitose
tatsachlich von einer Regulation durch CIB1 abhéng ist und ob CIB1 in diesem
Zusammenhang auch durch eine PAK1-LIMK1-vermittelte Signaltransduktion die Cofilin-
Phosphorylierung beeinflusst. Auch eine mégliche Rolle von Calmodulin sowie der Cofilin-

Phosphatase SSH in diesem Prozess bleibt noch zu klaren.
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Abbildung IV.15: Etablierung einer stabilen, CIN-depletierten GC-1 spg-Zelllinie mittels shRNA.
GC-1 spg-Zellen wurden mit den fiinf verschiedenen CIN-spezifischen shRNA-Sequenzen (1 - 5) oder
einer Kontroll-shRNA stabil transduziert und die Depletion von endogenem CIN anschlieRend in der
Immunoblot-Analyse verglichen, wobei Aktin als Ladekontrolle diente (oberes Panel). Es wurde je
30 pg Totalprotein aufgetragen. Unteres Panel: Densitometrische Auswertung der endogenen CIN-
Level in den verschiedenen shRNA-Zelllinien im Vergleich zu den Kontrollzellen. Dabei wurden die
CIN-Spiegel der Kontroll-Zelllinie als 100% gesetzt. Verwendete Abkiirzungen: K = Kontrolle, non-
targeting shRNA.

IV.5 Die Kartierung von putativen CIN- und CiB1-Bindedoménen

Die Veranderung der endogenen Proteinspiegel durch Methoden wie die si- oder shRNA
stellt ein wichtiges Werkzeug fur die funktionelle Analyse einzelner Proteine dar. Allerdings
stellte sich in diesem Fall das Problem, dass eine Depletion von CIB1 nicht nur die
CIN/CIB1-Interaktion verhindern wirde, sondern darliber hinaus auch die CIB1-vermittelte
PAK1-Aktivierung und einen damit verbundenen Einfluss von CIB1 auf die Cofilin-
Phosphoregulation. Daher wurde nach Wegen gesucht, um die endogene CIN/CIB1-
Interaktion selektiv zu inhibieren.

Ein Ansatzpunkt stellt hier die ldentifizierung von spezifischen Bindedomanen auf den
jeweiligen Bindungspartnern dar, mit dem Ziel, die Interaktion durch eine gezielte
Intervention an dieser Stelle zu blockieren. Je nach Ldnge der putativen Bindestellen bietet
sich beispielsweise die Mutation von einzelnen, fiir die Bindung essentiellen, Aminosauren
an, wobei sich dieses Verfahren bei langen Aminosaureabschnitten als sehr zeitaufwendig

erweisen kann. Dariiber hinaus missen die so manipulierten Proteine in den Zellen
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Uberexprimiert werden, bei gleichzeitigem Vorhandensein des endogenen Wildtyp-Proteins,

was oft in keinem oder nur einem partiellen Effekt resultiert.
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Abbildung 1IV.16: Kartierung der CIN/CIB1-Interaktionsdominen mit Hilfe des yeast two-hybrid
assays. CIN- und CIB1-Deletionskonstrukte wurden mittels PCR generiert und mit den jeweiligen
Wildtyp-Konstrukten in EGY48-Hefezellen kotransformiert, welche zusétzlich das p8op-LacZ
Reportergen enthielten. Nach Selektion der Kotransformanten wurden die Hefen entweder auf
Wachstums- (W-Med.) oder Selektionsmedium (S-Med., minus Leuzin, plus X-Gal) ausgestrichen, um
ihre Fahigkeit zu testen, in Abwesenheit von Leuzin zu wachsen und X-Gal zu prozessieren. Als
Positivkontrolle dienten die jeweiligen Wildtyp-Konstrukte. Die linke Seite reprasentiert jeweils eine
schematische Darstellung der verwendeten Konstrukte mit Aminosdure-Angaben sowie einer
einfachen Farbkodierung zur besseren Visualisierung der Bindungseffizienz, wahrend rechts die
korrespondierenden Hefe-Klone abgebildet sind.

Alternativ kann mit einem synthetischen Peptid, welches zu der Sequenz einer der putativen

Bindestellen korrespondiert, die Interaktion der endogenen Proteine durch kompetitive
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Inhibition manipuliert werden. Im Folgenden sollte daher eine Methode zur spezifischen
Inhibierung der CIN/CIB1-Interaktion entwickelt werden, um die physiologische Relevanz
dieser Interaktion in Zellen besser charakterisieren zu kénnen.

Fur die ldentifizierung von putativen CIN/CIB1-Interaktionsdomé&nen auf den jeweiligen
Proteinen mit Hilfe des bereits etablierten yeast two-hybrid assays wurden zunachst
verschiedene N- oder C-terminale Deletionskonstrukte von CIN mittels PCR erstellt, und
zusammen mit Wildtyp-CIB1 in Hefezellen exprimiert. Die Kombinationen wurden
anschlielfend durch Selektionsmedium auf ihre Fahigkeit zur Interaktion getestet, wobei
wiederum nur solche Hefe-Klone als positiv gewertet wurden, die sowohl auf
Selektionsmedium gewachsen sind als auch X-Gal zu einem blauen Farbstoff prozessieren
konnten.

So liel sich auf CIN eine etwa 20 Aminosauren umfassende, diskrete Region zwischen den
HAD-Motiven Il und Il als putative Bindestelle von CIB1 lokalisieren (s. Abb. IV.16, oberes
Panel), wobei die Aminosauresequenz *°RAEQL® besonders wichtig zu sein schien. Auf
dieselbe Weise wurden auch C-terminale Deletionskonstrukie von CIB1 generiert und auf
ihre Interaktionsfahigkeit mit CIN-Wildtyp Uberpriift. So konnte eine putative Bindedomane
von CIN durch die schrittweise Trunkierung von CIB1 als die Aminosauresequenz
"SQHVIS'® in der Nahe des C-Terminus identifiziert werden (s. Abb. IV.16, unteres Panel).
Die vergleichbare Expression der jeweiligen Trunkanten wurde dabei mittels Immunoblot-

Analysen anhand von Hefe-Zelllysaten verifiziert (Daten nicht gezeigt).

HAD-I HAD-II HAD-III
CIN I || || || | EEEEE |
EF-III :
[ || ] CiB1
EF-IV
CIB1-Struktur CIN-Struktur

Gentry et al., JBC 2005 Almo et al., J Struct Funct Genomics 2007

Abbildung IV.17: Darstellung der putativen Bindedominen auf CIN und CIB1. Oberes Panel:
Schematische Darstellung der beiden Bindedoméanen (jeweils in rot dargestellt). Unteres Panel: Die
wahrscheinliche Lage der putativen Interaktionsdomé&nen von CIB1 und CIN (gelb markiert) wurde
anhand verfugbarer Kristallstrukturen bestimmt.
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Da aus der Literatur die CIN- (Almo et al., 2007) und CIB1-Kristallstrukturen (Gentry et al.,
2005) bekannt waren, wurde zusatzlich die Lokalisation der putativen CIN- und CIB1-
Interaktionsdomé&nen untersucht. Abbildung V.17 verdeutlich sehr schén, dass beide
Domanen auf den jeweiligen Proteinen (in gelb dargestellt) offenbar Oberflachen-exponiert
vorliegen und somit vielversprechende Ansatzpunkte fiir eine mdgliche Intervention
darstellen.

Um die identifizierten Bindedomanen auch biochemisch verifizieren zu kénnen, wurde in
einem nachsten Schritt die CIB1"'"*-Mutante fir die bakterielle Proteinexpression in den
Vektor pGEX-4T-1 umkloniert und rekombinantes GST-CIB1"""® hergestellt, aufgereinigt und
die GST-Markierung proteolytisch entfernt. AnschlieRend wurde eine Dosis-Wirkungskurve
mit immobilisiertem CIB1" oder CIB1""" und steigenden Konzentrationen von CIN in einem
Festphasen-Bindungsassay durchgefiihrt, um zu testen, inwieweit die CIN/CIB1-Assoziation
durch diese Deletion beeinflusst wird. Wahrend sich fiir die CIN"/CIB1"-Interaktion eine
gewohnt robuste Bindung ergab, waren fiir die CIN*/CIB1"""*.Kombination sehr hohe CIN-
Konzentrationen notwendig, um Uberhaupt eine Bindung detektieren zu kénnen. Dabei war
die Bindung durchschnittlich um mehr als 75% reduziert und lie® sich auch durch die Zugabe
von Kalzium nicht weiter stimulieren (s. Abb. IV.18, A und Daten nicht gezeigt). Allerdings ist
nicht auszuschlie®en, dass durch die Deletion von 18 Aminosauren am C-Terminus die
strukturelle Integritét zumindest der EF-Hand 1V, wenn nicht sogar des ganzen Proteins stark
gefédhrdet wird (persénliche Mitteilung, PD Dr. Reza Ahmadian) und die Reduktion der
Bindung auf den strukturellen Integritatsverlust zurtickzufihren ist. Der C-Terminus von CIB1
ist zudem als Bindestelle flir mehrere CIB1-Interaktoren bekannt. So wurden bespielsweise
die Aminosduren 179 - 188 als wichtige Bindestelle fir den Thrombozyten-spezifischen
Fibrinogenrezeptor Integrin ay,3; auf CIB1 identifiziert (Tsuboi, 2002). Da diese Sequenz
unmittelbar an die von uns gefundene putative CIN-Bindedoméne angrenzt, ware der Einsatz
eines Uberlappenden inhibitorischen Peptids an dieser Stelle in einem zelluldren System
riskant.

Aus diesem Grund wurde auch die putative Bindedomé&ne auf CIN ndher untersucht. Da
diese Sequenz nur etwa finf Aminosauren umfasst, ware eine sequentielle Mutation der in
Frage kommenden Aminosauren theoretisch mdglich gewesen. Die CIN-cDNA weist jedoch
einen sehr hohen Gehalt an GC-Basenpaaren (ca. 73%) auf, weshalb sich die genetische
Manipulation als &uRerst schwierig heraus. Dabei blieben sowohl Versuche mit
herkdbmmlichen, kommerziell erhéltlichen Kits fiir die Punkmutagenese erfolglos, als auch
Versuche mit selbstentwickelten Anséatzen. Daher wurde in diesem Fall ein 21 Aminosauren
umfassendes synthetisches Peptid (AnaSpec, CA, USA) gewahlt, welches die Aminosauren
65 - 85 der CIB1-Bindedomane auf CIN beinhaltete und als kompetitiver Inhibitor der
CIN/CIB1-Interaktion fungieren sollte.
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Abbildung 1V.18: Biochemische Charakterisierung der putativen Bindedoméanen auf CIN und
CIB1 in vitro. Die schematischen Abbildungen zeigen jeweils den Versuchsaufbau sowie relevante
Merkmale der eingesetzten Proteine. (A) Festphasen-Bindungsassay als Dosis-Wirkungskurve mit
rekombinanten Proteinen. CIB1"' oder CIB1'® wurden immobilisiert und mit steigenden
Konzentrationen an CIN inkubiert, anschlieRend wurde das gebundene CIN mit Hilfe des CIN-
spezifischen Antikérpers photometrisch detektiert. (B) Festphasen-Bindungsassay als Dosis-
Wirkungskurve mit 2 pg immobilisiertem CIB1 und 10 nM CIN in An- oder Abwesenheit von
steigenden molaren Konzentrationen des synthetischen CIN-Peptids. Die Bindung von CIN an CIB1
wurde mit Hilfe des CIN-spezifischen Antikérpers detektiert. Ein Peptid, bei dem die Aminosduren des
CIN-Peptids in einer zufélligen Reihenfolge vorlagen, diente hier als Kontrolle. Die in Abbildung B
dargestellten Daten sind Ergebnisse von Dr. Elisabeth Jeanclos und wurden freundlicherweise zur
Verfligung gestellt.
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Als Kontrolle wurde ein sogenanntes scrambled-Peptid derselben Aminosauresequenz
eingesetzt, bei dem die Aminosauren in beliebiger Reihenfolge vorlagen. Dieses Peptid
wurde anschlielend von Dr. Elisabeth Jeanclos in einem Festphasen-Bindungsassay auf
seine Wirksamkeit getestet, indem es in steigenden Dosen zu konstanten CIN- und CIB1-
Konzentrationen zugegeben wurde. Wahrend das Kontroll-Peptid nur einen geringen
Einfluss auf die CIN/CIB1-Assoziation zeigte, erwies sich das CIN-Peptid schon in relativ
geringen Dosen als dulerst wirksamer Inhibitor der CIN/CIB1-Bindung. Bereits bei einem 10-
fachen Uberschuss des Peptids lieR sich nur noch eine etwa 50%ige Bindung der beiden
Proteine nachweisen, wobei die Bindung Dosis-abhangig bis zu einem vernachlassigbaren
Level reduziert werden konnte (s. Abb. IV.18, B).

IV.6 Identifizierung neuer CIN-Phosphataseinhibitoren

Neben der Kartierung der CIN/CIB1-Bindedoménen wurde auch ein Ansatz zur gezielten
Inaktivierung der CIN-Phosphataseaktivitdt in Zellen verfolgt. Hierbei sollte das
ungewoéhnliche Inhibitorprofil von CIN n&her charakterisiert werden, um durch die
Identifizierung eines CIN-spezifischen, niedermolekularen Inhibitors in der Lage zu sein, die
CIN-Aktivitdt moglichst unabhangig von den hochexprimierten Serin/Threonin-Phosphatasen
der PP1/PP2A/PP2B-Familien modulieren zu kénnen und so ein wertvolles Werkzeug fur
weitere Analysen der physiologischen Rolle von CIN in Zellen zu erhalten.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die klassischen Thiol-basierenden Serin/Threonin-
Phosphataseinhibitoren auf die CIN-Aktivitat keinen Einfluss haben, CIN jedoch effektiv
durch Molybdat, Orthovanadat (wirken kompetitiv mit Phosphat) sowie die divalenten
Metallionen Zn?**, Ca?* und Mn** (wirken kompetititiv mit Mg?*) inhibiert werden kann (Fonda
und Zhang, 1995; Gohla et al., 2005). Da das Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie
in Dortmund Uber eine umfangreiche Bibliothek von mehr als 32000 putativen Phosphatase-
Inhibitoren verfiigt, wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof Dr. H.
Waldmann ein screening zur ldentifizierung neuer putativer CIN-Inhibitoren durchgefihrt.
Dieses screening beruhte auf der Aktivitdt von rekombinant in Bakterien synthetisiertem CIN
gegen das generelle Phosphatase-Substrat pNPP (para-Nitrophenylphosphat). Im Zuge
dieser Analysen wurden etwa 50 mg an rekombinantem CIN von mir hergestellt und
aufgereinigt. Die anschlieBende Analyse der Substanz-Bibliotheken wurde dann von der
Arbeitsgruppe Waldmann tbernommen. Von den untersuchten Substanzen zeigte nur ein
Isomerengemisch aus schwarzem Tee, Theaflavin Monogallat, ein schwaches inhibitorisches
Ergebnis mit einem 1Cso-Wert von 80 uM.

Da die Inhibition der CIN-Phosphatase-Aktivitdt jedoch auch auf unspezifische (z.B.

antioxidative) Effekte von Theaflavin Monogallat zuriickzuflihren sein kénnte (persénliche
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Mitteilung, PD Dr. Heino Prinz) und die Einzelkomponenten des Gemisches nicht
kommerziell erhaltlich sind, wurde dieser Ansatz vorerst nicht weiter verfolgt. Von
zukinftigem Interesse dirfte jedoch die Tatsache sein, dass die Trefferrate im Zuge dieser
Analyse ungewoéhnlich niedrig lag und die Spezifitdt von CIN mit keiner der bisher von der
Arbeitsgruppe Waldmann untersuchten Phosphatasen bereinstimmte (persdnliche
Mitteilung, PD Dr. Heino Prinz).
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\'/ Diskussion

Aufgrund der komplexen und weitreichenden Folgen einer dysregulierten Cofilin-Aktivitat fir
die Funktionsfahigkeit von Zellen, erscheint ein besseres Verstandnis der Cofilin-
regulierenden Signaltransduktionswege von zentraler Bedeutung. Ein essentieller
regulatorischer Mechanismus der Cofilin-Aktivitat stellt dabei das Phospho-Cycling zwischen
der inaktiven, phosphorylierten und der aktiven, dephosphorylierten Cofilin-Form da. Die
kirzlich identifizierte HAD-Typ Phosphatase CIN zeigt in mitotischen (Gohla et al., 2005) und
motilen Zellen (Delorme et al., 2007), sowie unter ATP-Stressbedingungen (Huang et al.,
2008) eine spezifische Cofilin-Phosphataseaktivitat. Uber regulatorische Mechanismen der
CIN-Aktivitat ist jedoch nur sehr wenig bekannt. Daher sollten in Verlauf dieser Arbeit
putative CIN-regulatorische Proteine identifiziert und funktionell charakterisiert werden.

So konnte das Kalzium- und Integrin-bindende Protein 1 (CIB1) als neuer CIN-Interaktor
bestatigt werden. Die Bindung der beiden Proteine wurde dabei durch Ca®" stimuliert und
CIB1 war in vitro in der Lage, die CIN-Aktivitdt gegen das niedermolekulare Substrat PLP in
Gegenwart von freiem Ca®* zu stabilisieren. Dariiber hinaus wurde die Aktivitat von CIN
gegen PLP durch den Kalzium-Sensor Calmodulin Ca?*- und CIB1-abhangig stimuliert. In
einem zelluldren System fluhrte die Depletion von CIN und CIB1 in mitotischen Zellen zu
einer verstarkten Inaktivierung von Cofilin und zu einer Akkumulation von multinuklearen

Zellen.

V.1 Initiale Charakterisierung der CIN/CIB1-Interaktion

In Vorarbeiten zu dieser Dissertation wurde von unserer Arbeitsgruppe ein yeast two-hybrid
screen mit einer cDNA-Bibliothek aus murinem Hirn durchgeftihrt, da CIN in diesem Gewebe
die starkste Expression zeigt (Gohla et al., 2005). Das yeast two-hybrid-System bietet den
Vorteil, dass es im Milieu einer eukaryotischen Zelle abléduft. Daher kénnen sowohl die
Kdder- als auch die Beuteproteine posttranslational modifiziert und in Gegenwart von
Chaperonen exprimiert und gefaltet werden. Das System weist Protein-Protein-Interaktionen
durch die Rekonstitution eines Transkriptionsfaktors nach und ermdglicht es so, cDNA-
Bibliotheken nach mdglichen Interaktionspartnern des interessierenden Proteins zu
durchsuchen. Aus System-immanenten Griinden besteht bei einem yeast two-hybrid-System
jedoch eine relativ hohe Gefahr von falsch-positiven Treffern (Schatzungen gehen von bis zu
50% aus), bzw. von nicht erkannten Interaktionen aufgrund von strukturellen Problemen oder
veranderten Aktivitdtsprofilen der untersuchten Proteine, weshalb die Ergebnisse mit
Vorsicht zu betrachten sind und nur einen ersten Hinweis liefern kénnen (Deane et al.,

2002). Nichtsdestotrotz zeigen neuere Studien, dass die so gewonnen Ergebnisse in Bezug
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auf Verlasslichkeit und Aussagekraft in etwa mit denen konventioneller proteinbiochemischer
Anséatze, wie Ko-Immunoprazipitationen oder Affinitdts-basierten pulldown-Experimenten,
vergleichbar sind (Yu et al., 2008). Eine Alternative kdnnte hier auch die sensitive TAP
(fandem affinity purification)-Methode darstellen, bei der das Kd&derprotein mit zwei
abspaltbaren Affinitats-Markierungen versehen wird, welche eine effiziente und rasche
Aufreinigung von Proteinkomplexen unter nativen Bedingungen ermdéglichen (Rigaut et al.,
1999).

Mit dem yeast two-hybrid-Ansatz konnten 18 neue Interaktionspartner von CIN identifiziert
werden. Einer dieser Interaktionspartner, das Kalzium- und Integrin-bindende Protein 1
(CIB1, s. Abb. 1V.1), wurde fiir die weiterfilhrende Charakterisierung ausgewahlt, da CIB1
nicht nur an der Regulation des Aktin-Zytoskeletts Uber eine Interaktion mit Proteinen wie
WASP, der kleinen GTPase Rac3 oder FAK (focal adhesion kinase) beteilgt ist (Haataja et
al., 2002; Naik und Naik, 2003; Tsuboi et al., 2006), sondern auch (ber die Kinase PAK1 in
die Kontrolle des Aktin-depolymerisierenden Faktors Cofilin eingreift (Leisner et al., 2005).
Desweiteren bestand die interessante Moglichkeit, dass es sich bei CIB1 aufgrund seiner
Sequenzhomologie zu Calcineurin B um eine regulatorische Untereinheit von CIN handeln
kénnte.

Bemerkenswert war ebenfalls, dass bisher der Uberwiegende Teil der stetig wachsenden
Anzahl beschriebener CIB1-Interaktionspartner mit Hilfe der yeast two-hybrid-Technik
identifiziert wurde (Leisner et al., 2007). Die Aufkldrung der CIB1-Struktur lasst vermuten,
dass die Ursache hierfir in der hydrophoben Bindungstasche von CIB1 zu finden ist (Gentry
et al., 2005). Eine solche hydrophobe Bindungsregion wird haufig bei Proteinen der EF-
Hand-Familie angetroffen und interagiert vorzugsweise mit ebenfalls hydrophoben, o-
helikalen Strukturen auf Bindungspartnern (Gentry et al., 2005). Hydrophobe Interaktionen
sind zwar relativ salzstabil, jedoch sensitiv gegenliber Detergenzien wie Triton X-100 oder
NP-40. Diese werden haufig im Zuge von Immuno- oder Ko-Immunoprézipitation wahrend
der Zelllyse fiir die Solubilisierung von Proteinen oder die Reduktion von unspezifischen
Bindungen eingesetzt. Zudem verfligt CIB1 offenbar Uber einen ungewdéhnlichen
Schutzmechanismus, bei dem die hydrophobe Bindungstasche durch eine Assoziation mit
dem C-Terminus verdeckt wird. Dies dient moglicherweise als Schutz vor einer
Selbstassoziation der beiden globuldren Domanen von CIB1 oder soll unerwiinschte
Interaktionen mit nicht-physiologischen Bindungspartnern verhindern (Yamniuk et al., 2006).
Aus diesem Grund lassen sich Interaktionen mit CIB1 durch Methoden wie die Immuno- oder
Ko-Immunoprazipitation offenbar nur schwer nachweisen.

Unabhangig von dem gewahlten Ansatz zur ldentifizierung von Protein-Protein-Interaktionen
ist jedoch eine Bestatigung der putativen Interaktionspartner durch weitere Techniken

unerlasslich. Diese sollten sich durch eine hdhere Spezifitdt auszeichnen und im Idealfall
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auch die Interaktionsanalyse endogener Proteine unter mdglichst physiologischen
Bedingungen einschliessen. Biochemische und zellbiologische Methoden, wie die Ko-
Immunoprazipitation, Kolokalisationsstudien oder FRET (Edrster resonance energy transfer)-
Experimente, werden haufig fir eine Analyse solcher Protein-Interaktion in Zellen eingesetzt.
Da zu Beginn dieser Arbeit jedoch keine immunprazipitierenden Antikérper fir CIN oder
CIB1 zur Verfugung standen, wurde zunachst C-terminal GFP-markiertes CIB1 und Wildtyp-
CIN in HelLa-Zellen Uberexprimiert. Anschlielend wurde CIB1-GFP mit Hilfe eines GFP-
spezifischen Antikérpers aus den HelLa-Zelllysaten prazipitiert und das gebundene CIN im
Immunoblot detektiert. Auf diese Weise konnte jedoch keine Ko-Immunoprazipitation
zwischen CIN und CIB1-GFP schliissig nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Das ist
wenig verwunderlich. In der Literatur konnte bisher, trotz der beeindruckenden Anzahl an
bekannten CIB1-interagierenden Proteinen, kaum eine dieser Interaktionen durch die
Methode der Ko-Immunoprazipitation belegt werden. Auch hier liegt der Grund vermutlich in
der bereits beschriebenen hydrophoben Bindungstasche, bzw. dem Schutzmechanismus
(Zhu et al., 2004). Im Fall der CIN/CIB1-Interaktion ware jedoch auch ein anderes Szenario
denkbar. So wurde im Verauf dieser Arbeitl gezeigt, dass die Bindung von CIN an CIB1
wesentlich von den letzten 17 Aminosduren am C-Terminus von CIB1 abhéangt (s. Abb.
IV.18). Da in dem obigen Experiment CIB1 als C-terminales Fusionsprotein mit GFP
verwendet wurde, kénnte auch eine veranderte Konformation des Fusionsproteins die
Interaktion mit CIN verhindern.

Um die CIN/CIB1-Interaktion ndher charakterisieren zu kénnen, wurden die murinen cDNAs
der beiden Proteine isoliert und in geeignete Expressions-Vektoren kloniert (s. Abb. IV.1) und
anschlielend einige grundlegende Methoden fir weiterfiihrende Analysen etabliert. Dazu
gehdrte nicht nur die bakterielle Produktion und affinitdtschromatographische Aufreinigung
von CIN und CIB1 (s. Abb. IV.2), sondern auch die Generierung und Validierung eines
monoklonalen CIN-Antikérpers aus Kaninchen in Zusammenarbeit mit der Firma Cell
Signaling, sowie eines  polyklonalen  CIB1-spezifischen  Antikbrpers  mittels
Affinitatschromatographie. Beide Antikérper zeigten dabei eine hervorragende Sensitivitat
und Spezifitdt gegeniliber den gereinigten Proteinen in der Immunoblot-Analyse
(s. Abb. IV.3, A). Mit Hilfe dieser Antikérper wurde auch das Expressionsmuster der beiden
Proteine in verschiedenen murinen Geweben untersucht (s. Abb. IV.3). Hier konnte CIN in
allen untersuchten Geweben detektiert werden, was friihere Befunde unserer Arbeitsgruppe
bestatigt (Gohla et al., 2005). Mit dem CIB1-Antikérper wurde das bis dato umfangreichste
Expressionsprofil fir das CIB1-Protein in murinen Geweben erstellt, wobei sich CIB1
ebenfalls in nahezu allen getesteten Geweben nachweisen lield (s. Abb. IV.3, B, rechtes

Panel).
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Da die Analyse der Bindung mit Hilfe der Ko-Immunoprazipitation ohne eindeutiges Ergebnis
geblieben war, wurde die Verifizierung einer direkten CIN/CIB1-Bindung in vitro mit
gereinigten Proteinen und proteinbiochemischen pulldown-Experimenten sowie einem in
dieser Arbeit etablierten Festphasen-Bindungsassay fortgesetzt (s. Abb. 1V.4). Dabei zeigte
I6sliches CIN in dem Bindungsassay unter Ca**-freien Bedingungen eine konzentrations-
abhangige und saturierbare Bindung an immobilisiertes CIB1 (s. Abb. 1V.4, A). Aber auch
eine umgekehrte Bindung von I6slichem CIB1 an immobilisiertes CIN konnte so
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Der Festphasen-Bindungsassay wurde hier
gewahlt, da er bereits in der Literatur erfolgreich fiir die Analyse einer groRen Bandbreite an
Protein- und DNA-Effektoren eingesetzt wurde und zudem die Grundlage zahlreicher
Patente bildet. Unter anderem konnte mit Hilfe dieser Technik die Bindung von CIB1 an
PAK1 und Talin naher charakterisiert werden (Leisner et al., 2005; Yuan et al., 2006). Die
Vorteile des Bindungsassays gegeniber pulldown-Experimenten oder |Immuno-
prazipitationen liegen in seiner Schnelligkeit und seiner hohen Sensitivitdt, da die zu
untersuchenden Proteine hier nicht gelelektrophoretisch aufgetrennt und transferiert werden
missen und alle Reaktionen in vergleichsweise kleinen Volumina ablaufen. Zudem bietet er
eine gute Skalierbarkeit, so dass eine grofle Anzahl verschiedener Bedingungen parallel
getestet werden kann.

Auch in den pulldown-Experimenten zeigten sowohl rekombinantes, als auch endogenes
CIN aus einem murinen Hirnlysat eine spezifische Bindung an immobilisiertes CIB1.
Interessanterweise mussten hier jedoch fiir eine detektierbare Bindung mit je 5 pg der
rekombinanten Proteine, bzw. 300 ug Gesamtprotein des Hirnlysats bereits relativ hohe
Proteinmengen eingesetzt werden. Dies kénnte auf eine transiente Interaktion der beiden
Proteine mit schnellen on-/off-Raten hindeuten. Fir diese Hypothese spricht auch die
Tatsache, dass in Gelfiltrationsexperimenten unter Ca**-freien Bedingungen keine CIN/CIB1-
Komplexe nachgewiesen werden konnten (Daten nicht gezeigt). Affinitdten und on-/off-Raten
von Protein-Bindungen lassen sich durch Methoden wie die ITC (isothermal titration
calorimetry), SPR (surface plasmon resonance) oder NMR (nuclear magnetic resonance)-
Spektroskopie gut untersuchen, welche die thermodynamische oder quantenmechanische
Charakterisierung von biomolekularen Wechselwirkungen erlauben (Liang, 2008) und bereits
fur Analysen von CIB1-Proteininteraktionen eingesetzt wurden (Shock et al., 1999; Vallar et
al., 1999; Yamniuk et al., 2004). Deshalb wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
von Prof. Hermann Schindelin am Rudolf-Virchow-Zentrum in Wirzburg bereits mit der
Etablierung von ITC-Experimenten begonnen, um die Stéchiometrie und Bindungs-
eigenschaften der CIN/CIB1-Interaktion detailliert aufzuklaren.

Daruber hinaus belegen auch die in dieser Arbeit mit GC-1 spg-Zellen durchgefihrten

Kolokalisations-Experimente (s. Abb. IV.11), dass CIN und CIB1 zusammen in den spéten
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Phasen der Mitose in Bereichen Cofilin-abhangiger Aktin-Dynamik lokalisieren. Hier war vor
allem eine Kolokalisation am kontraktilen Aktomyosin-Ring wahrend der Telophase/friihen
Zytokinese und in Lamellopodien bei der Ausbreitung der Zellen in spéteren Phasen der
Zytokinese auffallig. Interessanterweise wurde fur CIN bereits eine transiente Kolokalisation
mit Cofilin an diesen subzelluldren Strukturen gezeigt (Gohla et al., 2005). CIN, CIB1 und
Cofilin befinden sich also in Stadien der Mitose in enger rdumlicher N&he, die entscheident
von einer prazisen Kontrolle der Cofilin-Aktivitdt abhangen. Somit ist CIB1 ideal positioniert,
um in diesen Phasen einen, méglicherweise Ca**-abhangigen, regulatorischen Einfluss auf
die CIN-Aktivitat und/oder -Lokalisation auszuliben.

Diese Annahme wird auch durch FRET-Experimente von Herrn Oleg Fedorchenko gestiitzt,
die in unserer Arbeitsgruppe mit N-terminal YFP-markiertem CIN und C-terminal CFP-
markiertem CIB1 in HelLa-Zellen durchgefiihrt wurden. Hier konnte ein robuster
Energietransfer zwischen den beiden fluoreszenzmarkierten Proteinen in bestimmten

subzelluldren Kompartimenten gemessen werden (Daten nicht gezeigt).

V.2 Einfluss von Kalzium auf die CIN/CIB1-Bindung

Das zweiwertige Kalziumion ist einer der wichtigsten sekundéren Botenstoffe und spielt eine
herausragende Rolle bei einer Vielzahl zellularer Vorgénge. Die durch Kalzium gesteuerten
Prozesse reichen von Skelett- und Herzmuskelkontraktion, Blutgerinnung und Sekretion bis
hin zu Genexpression, Zellproliferation, Differenzierung und Zelltod (Berridge et al., 2000;
Bootman et al., 2001; Clapham, 2007). Die strikte Regulation der intrazelluldren
Konzentration von Kalzium ist dabei Voraussetzung fir seine vielfaltigen Wirkungsweisen
und dariiber hinaus Uberlebenswichtig fiir die Zelle, da eine Uberladung mit Kalzium zum
Zelltod durch Nekrose, Apoptose oder Autophagie fiihren kann (Berridge et al., 1998; Giorgi
et al, 2008; Pinton et al., 2008). Die intrazelluldre Kalziumkonzentration liegt in
Vertebratenzellen mit 107 M etwa 10000-mal niedriger als auferhalb der Zelle und kann
durch extrazelluldre Signale intrazelluldr transient um das 10 - 100-fache erhéht werden
(Carafoli et al., 1985). Anderungen der Kalziumsignale werden oftmals durch Bindung des
Kalziumions an spezielle Effektoren, sogenannte Kalziumsensoren, in physiologisch distinkte
Zellantworten tberfuihrt (Carafoli und Penniston, 1985; Yang und Poovaiah, 2003; Clapham,
2007).

Da CIB1 uber zwei integrale Kalzium-bindende EF-Hand-Motive verfigt, wurde eine
mogliche Kalzium-Abhangigkeit der Bindung in vitro durch Festphasen-Bindungsexperimente
in Gegenwart unterschiedlicher freier Ca?*-Konzentrationen untersucht (s. Abb. 1V.5). Dabei
nahm die Interaktion von CIN und CIB1 bereits ab einer freien Ca?*-Konzentration von

0,5 uM zu, erreichte bei 5 uM mit einer etwa 3-fachen Erhéhung ihr Maximum und blieb bis
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zu einer Kalziumionen-Konzentration von 100 uM stabil. Die Bindung wird also offenbar
durch physiologisch relevante Ca**-Konzentrationen moduliert. Eine Inaktivierung des EF-
Hand-Motivs IV (CIB15"*%-Mutante) konnte die zuvor beobachtete Ca?*-abhangige,
gesteigerte Bindung der beiden Proteine signifikant inhibieren, wobei die basale, Ca®'-
unabhéangige Bindung von CIN an CIB1 jedoch unveréndert blieb (s. Abb. IV.5). Dies ist
interessant, da die weiterhin intakte EF-Hand lll keine reine Kalzium-Bindestelle ist (wie EF-
Hand 1V), sondern auch Magnesium-lonen (K4 120 uM) binden kann (Yamniuk et al., 2004).
Eine Interaktion mit Magnesium-lonen fiihrt dabei zu einer drastischen Verringerung der
Affinitat des Motivs fir Ca**, von 1,9 uM auf ca. 190 uM (Yamniuk et al., 2004). Da unter den
hier verwendeten Bedingungen (1 mM MgCI, konstant im Puffer) davon ausgegangen
werden kann, dass die EF-Hand Il der CIB1%'"*®-Mutante iiberwiegend Magnesium-
gebunden vorlag, ist die Bindung von Magnesium-lonen zwar fir eine basale Bindung von
CIN an CIB1 ausreichend, eine weitergehende Interaktion erfordert jedoch offenbar die
Bindung von Kalzium an die hochaffinen EF-Hand IV. Diese Hypothese wird auch durch die
Tatsache gestitzt, dass eine Punktmutation der EF-Handlll zu einer schwécheren
Reduktion der Kalzium-vermittelten Bindung fiihrte (Daten nicht gezeigt). Interessanterweise
wurden fiir die Bindung von CIB1 an das Integrin a;,3; ahnliche Eigenschaften beobachtet.
So ist CIB1 zwar in der Lage, in Abwesenheit von Kalziumionen quf3; zu binden, die
Interaktion wird jedoch durch die Bindung von Ca®* an CIB1 signifikant verstarkt (Shock et
al., 1999; Vallar et al., 1999; Barry et al., 2002; Tsuboi, 2002).

Ein Einfluss von Ca?* auf die Bindung wurde auch fiir andere CIB1-Interaktoren beschrieben.
So wird beispielsweise die Bindung von CIB1 an PAK1 ebenfalls durch Ca?* verstarkt, was
negative Auswirkungen auf die Motilitdt und Adhasion kultivierter Zellen haben kann (Leisner
et al., 2005). Aber auch fur den InsP3;-Rezeptor (inositol 1,4,5-triphosphate receptor) (White
et al., 2006) konnte eine Kalzium-induzierte Bindung an CIB1 nachgewiesen werden, welche
offenbar in der anschliefienden Inhibierung der InsP;-vermittelten Stimulation des Rezeptors
resultiert. FUr andere Proteine, wie das Presenilin-2 (Stabler et al., 1999; Zhu et al., 2004;
Blazejczyk et al., 2006), wird eine solche Regulation momentan kontrovers diskutiert.

In vitro-Strukturanalysen von Kalzium- oder Magnesium-gebundenem CIB1 versus apoCIB1
machen deutlich, dass CIB1 gegentuber anderen EF-Hand-Proteinen einige Besonderheiten
aufweist. So scheint die Bindung von Ca?* an die EF-Hand-Motive von CIB1 sequenziell und
nicht kooperativ zu verlaufen, wie es beispielsweise bei Calmodulin der Fall ist (Linse et al.,
1991). Dies kénnte CIB1 spezifische Antworten auf einen erweiterten Ca®*-Bereich
ermoglichen. Auch das Vorkommen einer kombinierten Bindestelle fur Magnesium- und
Kalzium-lonen ist fiir EF-Hand-Proteine eher ungewdhnlich (Yamniuk et al., 2004). Aufgrund
dieser Eigenschaften, der beschriebenen Affinitaten von CIB1 flr divalente Kationen und der

Tatsache, dass die intrazellulare Mgz"-Konzentration in Vertebratenzellen etwa 10*-mal
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héher liegt, als die von Kalzium (Berridge et al., 1998), wurde von Yamniuk und Mitarbeitern
ein Modell vorgeschlagen, bei dem CIB1 unter Ruhebedingungen uberwiegend in
Magnesium-gebundener Form vorliegt und nach einem Stimulus-induzierten Kalzium-Signal
in eine Ca”-gebundene Form iibergeht (Yamniuk et al., 2004). Dabei hat sowohl die
Bindung von Ca?* als auch Mg?* einen stabilisierenden, aber leicht unterschiedlichen Einfluss
auf die strukturelle Integritat von CIB1. Der groRte Effekt geht von einer Ca**-Bindung an die
EF-Hand IV aus (Gentry et al, 2005). Mdglicherweise regulieren diese
Konformationsdnderungen zusammen mit dem bereits beschriebenen protektiven Einfluss
des C-Terminus die Exposition der hydrophoben Bindungstasche von CIB1 und bilden so die
Grundlage fir spezifische Interaktionen mit Effektoren unter verschiedenen zelluldren
Bedingungen (Vallar et al., 1999; Barry et al., 2002; Gentry et al., 2005; Yamniuk et al., 2005;
Yamniuk et al.,, 2006; Yamniuk et al., 2007). Vielleicht bindet Mgz+-CIB1 jedoch auch
konstitutiv an putative Effektoren wie CIN oder das Integrin a;,3;3 und die Bindung von Ca?
initiiert dann einen regulatorischen Einfluss von CIB1 auf die Aktivitat des Bindungspartners,
dhnlich wie es bei Calcineurin A und B, der katalytischen und der regulatorischen
Untereinheit der Protein-Phosphatase Calcineurin zu beobachten ist (Stewart et al., 1982).
Ob und inwieweit sich die CIN/CIB1-Interaktion von bisher publizierten Interaktionen
unterscheidet, missen zukinftige Studien zeigen. Mit dem Start von ITC-Experimenten
wurden jedoch bereits erste Anstrengungen zur Aufklarung dieser Fragestellung

unternommen.

V.3 Regulation der CIN-Phosphataseaktivitat in vitro

Um weiterhin zu testen, ob es sich bei CIB1 um eine regulatorische Komponente in einem
CIB1/CIN-Phosphatase-Komplex handelt, wurde ein in vitro-Phosphataseassay verwendet
(s. Abb. IV.6). Fur diesen Ansatz wurde aus praktischen Griinden nicht Phosphocofilin,
sondern die koenzymatisch aktive Form des Vitamin Bg (Pyridoxal-5"-Phosphat, PLP) als
niedermolekulares CIN-Substrat verwendet. Wie unter (1.4) beschrieben, wurde CIN
urspringlich als PLP-Phosphatase (PLPP) isoliert (Fonda, 1992) und molekular
charakterisiert (Jang et al., 2003). Spater wurde CIN dann als Cofilin-aktivierende Protein-
Phosphatase neu identifiziert und beschrieben (Gohla et al., 2005). Das CIN-spezifische
Proteinsubstrat Cofilin konnte fir diese Analysen nicht eingesetzt werden, da das in dieser
Arbeit verwendete rekombinante CIN keine nachweisbare Phosphataseaktivitdt gegen
rekombinantes Cofilin besal® (Daten nicht gezeigt). Dies kénnte in einer geanderten,
inaktiven Konformation des rekombinant in Bakterien hergestellten CINs begriindet liegen.
So wurde bereits beschrieben, dass GST-markiertes CIN in unléslichen inclusion bodies

akkumuliert und sich nur unter erheblichem Aufwand als enzymatisch aktives Protein
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gewinnen lasst (Gohla et al., 2005). Die Verwendung alternativer Vektoren (pQE30, ebenfalls
Hiss-Markierung oder pMalc2E, MBP-Markierung) fir die bakterielle Expression resultierte
entweder in einer sehr geringen CIN-Ausbeute oder das gereinigte CIN zeigte nur eine
schwache Phosphataseaktivitdt gegen die niedermolekularen Substrate p-NPP und PLP
(Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu konnte sowohl in dieser Arbeit (s. Abb. 1V.13), als
auch von anderen Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass CIN in mitotischen (Gohla et al.,
2005) und motilen Zellen (Delorme et al., 2007), sowie unter ATP-StreRbedingungen (Huang
et al., 2008) als eine spezifische Cofilin-Phosphatase fungiert. Zusammengenommen
sprechen diese Befunde fir sterische Probleme der rekombinanten Phosphatase und/oder
deuten auf das Fehlen von weiteren, derzeit unbekannten Faktoren, wie z.B. Chaperonen
oder Lipiden hin, welche die CIN Proteinphosphatase-Aktivitdt gegeniiber Cofilin
beeinflussen kénnten.

Fur die Detektion des durch CIN freigesetzten anorganischen Phosphates wurde ein
Nachweissystem verwendet, welches den Farbstoff Malachit Griin enthalt. Malachit Grin
kann mit anorganischem Phosphat einen Phosphomolybdansaure-Komplex bilden, dessen
Absorption sicht photometrisch detektieren lasst und proportional zur Menge des gebildeten
Phosphates ist. Diese Methode wurde bereits fur frihere Aktivitatsstudien von PLPP (CIN)
eingesetzt (Fonda, 1992; Jang et al., 2003). Die Aktivitat von CIN gegen PLP wurde effektiv
durch freies Ca®" inhibiert (ICs0 etwa 1 uM; s. Abb. IV.6, A). Eine solche Inhibierung konnte
auch durch Fonda und Mitarbeiter gezeigt werden, die flr natives, aus Erythrozyten isoliertes
PLPP (CIN) einen ICso-Wert firr freies Ca®* von 12,8 uM ermittelt haben (Fonda und Zhang,
1995). Die unterschiedlichen gemessenen Ca?*-Sensitivitdten von rekombinantem und
nativem CIN lassen sich mdglicherweise durch sterische Unterschiede oder durch das
Fehlen von posttranslationalen Modifikationen bei bakteriell hergestelltem CIN erklaren.
Interessanterweise  konnte CIB1 die Inaktivierung von CIN durch Ca*'
konzentrationsabhangig bis zu einer Ca®*-Konzentration von etwa 20 pM nahezu vollstandig
verhindern (s. Abb. IV.6, A). Dabei scheint der protektive Einfluss von CIB1 sowohl die
Bindung von Kalzium an CIB1 als auch die Bindung von CIN an CIB1 zu erfordern, da eine
Inaktivierung der EF-Hand IV in CIB1 (s. Abb. IV.6, B) und auch die Entfernung einer
putativen CIN-Bindestelle auf CIB1 (s. Abb. IV.6, C) diesen Effekt nahezu vollstédndig
inhibieren konnten. Méglicherweise spielt auch hier die Tatsache eine Rolle, dass CIB1 nach
Kalziumbindung eine signifikante Konformationsanderung/Stabilisierung erfahrt (Gentry et
al., 2005; Yamniuk et al., 2007) und die Bindung von CIN an CIB1 durch eine Bindung von
Ca?* signifikant verstarkt wird (s. Abb. IV.5). Da Kalziumsensoren sich durch eine Kalzium-
induzierte Konformationsdnderung auszeichnen, welche ihnen die Bindung und/oder
Regulation von Effektoren ermdglicht (Burgoyne et al.,, 2004), lasst der obige Befund

vermuten, dass CIB1 eher als Kalziumsensor denn als Kalziumpuffer fungiert.



Diskussion 104

Bei Kalziumkonzentrationen von mehr als 20 uM nimmt der protektive Einfluss von CIB1 auf
die CIN Phosphatase-Aktivitdt dagegen massiv ab (s. Abb. IV.6, A). Dieser Effekt beruht
moglicherweise ebenfalls auf einer Kalzium-vermittelten Konformationsdnderung von CIN.
Eine solche strukturelle Veranderung kénnte sich auf das katalytische Zentrum von CIN
beschranken und seine Phosphataseaktivitédt gegen PLP negativ beeinflussen, die Bindung
der beiden Proteine jedoch nicht inhibieren. Fiir diese Hypothese spricht, dass die CIN/CIB1-
Bindung ab etwa 10 uM und bis 100 uM stabil ist (s. Abb. I1V.5).

CIN scheint zwar keine klassischen Kalzium-bindenden Doméanen zu enthalten,
interessanterweise konnte PLP-gebundenes CIN jedoch nur in Gegenwart hoher
Konzentrationen von Kalziumacetat kristallisiert werden (Almo et al., 2007). Dabei wurde
gezeigt, dass Kalzium mit dem Kkatalytischen Aspartat 25 interagiert und so die
Dephosphorylierung von PLP inhibiert. PLP bleibt dabei vermutlich mit CIN assoziiert und ist

daher im Kristall zu finden.

Abbildung V.1: Darstellung
des katalytisch-aktiven
Zentrums von CIN mit
gebundenem PLP und Ca*.
Dabei interagiert Ca** mit dem
katalytische Aspartat 25 und
inhibiert SO die
Dephosporylierung von PLP.
(Ubernommen aus Almo et al,
2007).

Auch fir die HAD-Phosphatase HPSP (human phosphoserine phosphatase) wurde bereits
ein solcher inhibitorischer Einfluss von Ca®* auf die Phosphataseaktivitidt beschrieben
(Peeraer et al., 2004). Anhand von Kristallstrukturen konnte dabei der Mechanismus dieser
Ca?*-vermittelten Inhibition naher aufgeklart werden. So wird durch die Bindung eines Mg**-
lons im aktiven Zentrum das katalytisch-aktive Aspartat der Phosphatase mit dem Substrat in
einer oktaedrischen Struktur raumlich koordiniert und auf diese Weise der nukleophile Angriff
unterstiitzt. Im Gegensatz dazu fiihrt die Bindung eines Ca?*-lons, aufgrund seines gréReren
lonenradius, zu einer Stérung der oktaedrischen Konformation und damit zu einer

Beeintrachtigung der Dephosphorylierungs-Reaktion (Peeraer et al., 2004).
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Uber die spezifische Regulation der CIN-Phosphataseaktivitat ist dariiber hinaus nur sehr
wenig bekannt. So wurden bis auf die drei HAD-Motive mit dem katalytisch aktiven Zentrum
bisher keine weiteren regulatorischen oder strukturellen Elemente charakterisiert. Auch eine
inhibitorische Doméne ist fir CIN noch nicht beschrieben worden, jedoch wurde anhand der
kristallographischen Analyse eine C-terminale capping-Domane identifiziert, welche das
katalytische Zentrum fast vollstdndig abschirmt (Almo et al., 2007). Die Kristall-Strukturen
anderer HAD-Enzyme (MDP-1 und T4-Polynukleotidkinase der SCP-Familie) zeigen
dagegen ein relativ offenes katalytisches Zentrum ohne capping-Domane (Burroughs et al.,
2006). Fir eine Substrat-Bindung von CIN ist also mdéglicherweise eine weitreichende
strukturelle Reorganisation der capping-Domane notwendig, wobei der genaue
Mechanismus und eine biologische Relevanz noch ungeklart sind (Almo et al., 2007).
Abgesehen von CIB1 wurde bisher nur fiir das Hsp90 ein regulatorischer Einfluss auf die
CIN-vermittelte Cofilin-Dephosphorylierung in vitro und in vivo gezeigt (Huang et al., 2008).
Dabei scheint Hsp90 ein Inhibitor der CIN-vermittelten Cofilin-Dephosphorylierung in
Neuronen mit ATP-Stress zu sein.

Zusammengenommen legen unsere Daten nahe, dass CIB1 als eine regulatorische
Komponente von CIN fungieren kann. Zukinftige Untersuchungen missen jetzt klaren, ob
CIN als eine heterodimere Phosphatase konstitutiv mit CIB1 assoziiert vorliegt, oder ob diese
Interaktion in vivo einer strikten rAumlichen und/oder zeitlichen Kontrolle unterliegt.

Das CIN/CIB1-Dimer weist interessante Ahnlichkeiten zu der Kalzium-abhéngigen
Serin/Threonin-Phosphatase Calcineurin (PP2B) auf. Sduger-Calcineurin besteht aus der
katalytischen Untereinheit Calcineurin A (ca. 60 kDa) und der regulatorischen Untereinheit
Calcineurin B (ca. 19 kDa). Beide liegen bereits unter basalen intrazellularen Ca®'-
Konzentrationen in einem stdéchiometrischen Verhaltnis von 1:1 vor (Klee et al., 1988).
Calcineurin A enthélt das katalytische Zentrum in der N-terminalen Domé&ne sowie drei
regulatorische Domanen im C-terminalen Bereich. Dabei handelt es sich um die Calcineurin
B-Bindedomaéne, die Calmodulin-Bindedomane und die autoinhibitorische Domé&ne (Hubbard
et al., 1989). Die regulatorische Untereinheit Calcineurin B gehért wie CIB1 und Calmodulin
zur Familie der EF-Hand-Proteine und bindet ebenso wie der Kalziumsensor Calmodulin vier
Ca?*-lonen. Die Affinitaten der EF-Hand-Motive fiir Ca** liegen dabei wie bei CIB1 im nano -
mikromolaren Bereich. Eine weitere Gemeinsamkeit von Calcineurin B und CIB1 findet sich
in der N-terminalen Myristoylierung beider Proteine (Aitken et al., 1982), wobei die
Myristoylierung von Calcineurin B weder einen Einfluss auf die Ca®"-Bindung oder
Enzymaktivitdt, noch auf die Assoziation von Calcineurin mit Membranen zu haben scheint
(Kennedy et al.,, 1996). Die beiden N-terminal gelegenen EF-Hand Domanen von
Calcineurin B Ubernehmen eine regulatorische Funktion und werden fur die Enzymaktivitat

und Substraterkennung bendétigt. Die Affinitaten der beiden C-terminalen EF-H&nde liegen
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unter 100 nM und sind daher praktisch permanent Kalzium-assoziiert (Feng und Stemmer,
1999).

Die Regulation der Calcineurin-Phosphataseaktivitat ist in zweifacher Hinsicht von Ca?*-
lonen abhangig. Bei basalen Ca®*-Konzentrationen in der Zelle liegen Calmodulin und
Calcineurin ungebunden vor und die autoinhibitorische Doméne blockiert sterisch das aktive
Zentrum der Phosphatase. Durch die Kalzium-Bindung an Calcineurin B wird der Ky-Wert
der Phosphatase erniedrigt und somit die Affinitat fir das Substrat erhdht, was in einer
leichten Erhéhung der Aktivitat resultiert. Vi.x wird dabei nicht verandert (Stewart et al.,
1982). Eine Bindung von Ca®*/Calmodulin an die Calmodulin-Bindestelle von Calcineurin A
fihrt dariiber hinaus zu einer Konformationsdnderung, in deren Folge sich die
autoinhibitorische Domé&ne verlagert und das katalytische Zentrum freigibt (Kissinger et al.,
1995). Dabei erhéht die Ca?*/Calmodulin Bindung Viax 5 - 10-fach, ohne jedoch den Ky-Wert
zu beeinflussen (Perrino et al.,, 1992; Stemmer & Klee, 1994). Aus diesem Grund wird
Calcineurin auch als Ca?*/Calmodulin-abhéngige Phosphatase bezeichnet (Klee et al., 1983;
Tonks et al., 1983) und nimmt wegen des dualen Regulationsmechanismus bis heute einen
Sonderstatus unter den bekannten Phosphatasen ein. Calcineurin ist an verschiedensten
Signallibertragungskaskaden beteiligt, welche die Entwicklung und Funktion von Immun-,
Nerven-, Kardiovaskular- und Muskelskelettsystemen steuern, wodurch es wenig
verwundert, dass Calcineurin auch mit pathologischen Verdnderungen wie der
Alzheimerschen Krankheit (Lian et al., 2001) oder Schizophrenie (Miyakawa et al., 2003) in
Verbindung gebracht wurde.

Bei Calmodulin handelt es sich um einen essentiellen und eingehend untersuchten
Kalziumsensor, der neben seiner Funktion als Kalziumsensor auch mit einer Reihe von
Proteinen in Kalzium-unabhéangiger Form interagieren kann. Details zu Funktionen des
apoCaM werden von (Jurado et al., 1999) zusammengefasst und diskutiert. CaM kann in
Kalzium-freiem, partiell Kalzium-gebundenem oder in Kalzium-geséattigtem Zustand
unterschiedliche Bindungen eingehen (Jurado et al., 1999). Die mechanistischen Details der
Effektor-Erkennung und -Aktivierung durch Ca®*/Calmodulin sind in den meisten Fallen noch
unbekannt. Genaue strukturelle Untersuchungen werden durch die multimere und
transmembranare Natur vieler Effektoren erschwert. Die Existenz von nur transient
gebildeten Calmodulin-Effektor-Praassoziationen ist ein weiteres Hindernis. Die von
Calmodulin gebundenen Zielproteine sind aulerst vielfaltig und auf alle Bereiche der
zelluldren Steuervorgénge verteilt (Yang und Poovaiah, 2003, Snedden und Fromm, 1998;
Reddy, 2001; Zielenski, 1998).

Aufgrund der beschriebenen Gemeinsamkeiten von CIN und CIB1 mit Calcineurin wurde im
weiteren Verlauf der Arbeit auch ein mdéglicher Einfluss von Calmodulin auf die CIN/CIB1-

Interaktion gepruft.
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Anhand einer Datenbankanalyse konnte eine putative Calmodulin-Bindungsstelle am N-
Terminus von CIB1 identifiziert werden (s. Abb. V.7, A). AnschlieBende in vitro-
Bindungsstudien mit rekombinanten Proteinen haben gezeigt, dass sowohl CIN als auch
CIB1 an Calmodulin binden kénnen und dass die Interaktion in beiden Fallen durch Ca®*
signifikant (2-fach) stimuliert wird (s. Abb. IV.7, B + C). Allerdings ergab sich hier das
Problem, dass bei der Immobilisierung von Calmodulin aufgrund von Konzentrations- oder
Affinitdtsunterschieden zwischen dem CIN- und CIB1-spezifischen Antikérper ein direkter
Vergleich der Bindungsstarken beider Proteine fur Calmodulin unmdéglich war. Auf der
anderen Seite konnte bei einer Immobilisierung von CIN oder CIB1 eine Bindung der beiden
Proteine mit gleicher Affinitdt an die Matrix der Kavitat nicht gewahrleistet werden. Darliber
hinaus war es mit der Methode des Festphasen-Bindungsassay trotz ausgedehnter
Optimierungsversuche nicht moéglich, eine veranderte Bindung der einzelnen Proteine an
bereits vorgeformte und immobilisierte Proteinkomplexe reproduzierbar zu analysieren. Hier
stiel® die Methode klar an ihre Grenzen.

Die Assoziation von Calmodulin mit CIN und CIB1 wurde daher zusatzlich von Dr. Elisabeth
Jeanclos durch pulldown-Experimente mit Sepharose-gekoppeltem CaM und rekombinanten
oder endogenen Proteinen untersucht, wobei sich auch hier der bereits beobachtete positive
Effekt von Ca®* auf die Bindung von CIN-CaM und CIB1-CaM nachweisen lieR (Daten nicht
gezeigt).

Die unerwartete Bindung von Calmodulin an CIN lasst sich durch die Tatsache erklaren,
dass die bekannten Calmodulin-Bindedomanen &uRerst heterogen sind und
Sequenzanalysen anhand solcher Algorythmen nur als Indiz angesehen werden kénnen
(Crivici und lkura, 1995; Rhoads und Friedberg, 1997; Hoeflich und lkura, 2002).
Bemerkenswerterweise lokalisieren Calmodulin-Bindedoméanen haufig in oder zumindest in
der Nahe von autoinhibitorischen Domanen, so beispielsweise auf Calcineurin, der NO-
Synthase, PDE oder MLCK (Swulius et al., 2008; Tadross et al., 2008; Wayman et al., 2008).
Daher wére es interessant zu testen, ob ein solcher Mechanismus auch fir CIN exisitiert.
Hierzu misste aber zunéachst eine Bindedoméane von Calmodulin auf CIN bestimmt werden,
z.B. mit Hilfe von CIN-Deletionsmutanten in einem yeast two-hybrid assay oder durch
konventionelle  proteinbiochemische  Methoden, wie pulldown-Experimente  oder
Immunoprazipitationen.

AnschlieBend wurde untersucht, ob die Anwesenheit von CaM auch die CIN-
Phosphataseaktivitidt gegen PLP beeinflusst. Die Gegenwart von solitirem CaM oder CaM
und CIB1 hatte dabei keinen Einfluss auf die Aktivitat von CIN. ErwartungsgemanR wurde die
CIN-Aktivitat durch eine freie Ca?*-Konzentration von 1 uM um ca. 50% reduziert. Dagegen
fuhrte eine Inkubation von CIN, CIB1 und CaM in Gegenwart von 1 uM an freiem Ca®" nicht

nur zu einer Aufrechterhaltung, sondern zu einer schwachen aber signifikanten Stimulation
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der CIN-Phosphataseaktivitdt gegen PLP (s. Abb. 1V.8, A). Dieser Effekt blieb dabei Uber
einen intrazelluldaren Kalziumbereich von bis zu 10 uM stabil, nahm dann jedoch stark ab
(s. Abb. IV.8, B). Eine eingehendere Analyse der stdchiometrischen Verhaltnisse wurde
aufgrund der Komplexitat der Interaktion und den Limitierungen der bisher verwendeten
proteinbiochemischen Techniken als nicht sinnvoll erachtet. Daher wurde in Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von Prof. Hermann Schindelin am Rudolf-Virchow-Zentrum in
Wirzburg erste Gelfiltrationsexperimente mit CIN, CIB1 und CaM gestartet, um
Pufferbedingungen fiir eine optimale Komplexbildung zwischen den dimeren- oder trimeren
Proteinkomplexen zu identifizieren. Diese Bedingungen sollen dann als Ausgangspunkt flr
mdgliche Kristallisationsexperimente dienen.

Dass es sich bei CIN nicht nur in vitro, sondern auch in einem zellularen System um eine
physiologisch-relevante, Kalzium-aktivierte Cofilin-Phosphatase handelt, wurde dariber
hinaus mit Hilfe einer in dieser Arbeit etablierten CIN-depletierten shRNA-Zelllinie
(s. Abb. IV.15) durch Dr. Elisabeth Jeanclos in GC-1 spg-Zellen nachgewiesen (Daten nicht
gezeigt). In diesen Zellen lasst sich nach einer lonophor-vermittelten Erhdéhung der
intrazellularen Kalzium-Spiegel eine schnelle Cofilin-Desposphorylierung beobachten. Dieser
Effekt konnte durch eine shRNA-vermittelte Reduktion der endogenen CIN-Spiegel
signifikant inhibiert werden.

Interessanterweise wurde kiirzlich gezeigt, dass in HelLa-Zellen auch die Ca**/Calmodulin-
aktivierte Phosphatase Calcineurin tber eine Dephosphorylierung und somit Aktivierung der
Phosphatase SSH die Kalzium-induzierte Cofilin-Dephosphorylierung vermitteln kann. Dabei
scheint Cofilin jedoch kein direktes Calcineurin-Substrat zu sein (Wang et al., 2005).
Allerdings erreicht die CIN-vermittelte Cofilin-Dephosphorylierung bereits nach zwei Minuten
Stimulation ihr Maximum, wahrend die Ca**/Calcineurin/SSH-induzierte Dephosphorylierung
von Cofilin erst nach 10 - 15 Minuten maximiert ist (Wang et al., 2005). Hierbei handelt es
sich entweder um einen Zelltyp-spezifischen Unterschied in der Cofilin-Aktivierung oder es
existieren zwei Signaltransduktionswege, die intrazellulare Kalziumsignale in eine
spezifische Cofilin-Antwort umsetzen. Interessanterweise wurden bereits einige klare
Unterschiede zwischen CIN und SSH bezuglich ihrer Cofilin-Aktivitat beschrieben. So wird
die basale Phosphataseaktivitdt von SSH gegeniiber Cofilin mafigeblich durch die Bindung
an F-Aktin stimuliert (Nagata-Ohashi et al., 2004; Kiuchi et al., 2007), was in vitro zu einer
um das 1200-fache gesteigerten Cofilin-Dephosphorylierung fiuhrt (Kurita et al., 2008).
Dartuber hinaus scheint SSH zumindest in vitro auch F-Aktin stabilisierende und vernetzende
Eigenschaften zu besitzen, Uber deren physilogische Rolle bisher nur wenig bekannt ist
(Kurita et al., 2007). Durch eine Dephosporylierung und damit Inaktivierung von LIMK1
verstarkt SSH vermutlich seinen aktivierenden Einfluss auf Cofilin (Soosairajah et al., 2005).

Dagegen ist CIN offenbar eine direkte Cofilin-Phosphatase, fir die bisher weder eine F-
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Aktin-bindende Eigenschaft noch eine Interaktion mit LIMK1 nachgewiesen werden konnte
(Gohla et al., 2005).

Eine solche duale Regulation kénnte bei einer Kalzium-vermittelten Cofilin-Regulation von so
wichtigen zelluldren Prozessen, wie der Thrombin-induzierten Aggregation von
Thrombozyten (Davidson et al., 1994; Falet et al., 2005) oder der Chemotaxis von
Neutrophilen (Zhan et al., 2003) beteiligt sein. Eine solche duale Regulation kénnte aber
auch in Neuronen eine Rolle spielen, wo intrazelluldre Kalzium-Signale wichtig fur die
Motilitdt und Wegfindung von Wachstumskegeln sind (Henley et al., 2004). So wurde
beispielsweise eine Rolle von Kalzium, Calcineurin und SSH bei der Cofilin-abhdngigen
Regulation der neuronalen Plastizitat, Gedachtnisbildung und synaptischen Funktion belegt
(Endo et al., 2003; Groth et al., 2003; Sato et al., 2003; Pak et al., 2008).

V.4 Einfluss von Kalzium auf die subzellulare Lokalisation von CIN
und CIB1

CIB1 ist nahe mit Proteinen der NCS (neuronal calcium sensor)-Familie verwandt. Diese
Familie umfasst heute mehr als 40 Mitglieder, welche vorwiegend im zentralen und
peripheren Nervensystem exprimiert werden und an verschiedensten neuronalen Kalzium-
abhangigen Prozessen, wie der synaptischen Transmission und Lernvorgdngen, Regulation
von Genexpression, Transport von Rezeptoren sowie die Modulation von lonenkanélen und
membranassoziierten Enzymen beteiligt sind (Burgoyne, 2007). Analog zu CIB1 verfugen
diese Proteine (Uber zwei bis vier funktionelle EF-Hand-Motive sowie eine
Myristoylierungsstelle am N-Terminus (Ames et al., 1997). Die Bindung von Ca** durch die
EF-Hand-Motive I6st dabei eine Konformationsanderung aus, die zwei Effekte zur Folge
haben kann: Erstens wird eine hydrophobe Bindungstasche zugénglich, die dann fur
Interaktionen mit putativen Effektoren zur Verfigung steht. Und zweitens fuhrt die Bindung
von Kalziumionen bei Proteinen wie Recoverin, Hippocalcin oder KChIP1 zu einer Exposition
des Myristoyl-Restes aus einer hydrophoben Tasche in das umgebende Milieu (Ames et al.,
1997), wodurch diese Proteine Kalzium-induziert mit der Zellmembran oder anderen
intrazellulare Membrankompartimenten interagieren koénnen (Braunewell et al., 1999;
Burgoyne und Weiss, 2001; O'Callaghan und Burgoyne, 2003; O'Callaghan et al., 2004).

Es wurde noch nicht abschliefiend geklart, ob CIB1 ebenfalls Giber einen Kalzium-Myristoyl-
Mechanismus induzierbar an Membranen transloziert oder Uuber die N-terminale
Myristoylierung konstitutiv mit Membranen assoziiert (Stabler et al., 1999; Blazejczyk et al.,
2006). Falls es uber einen solchen Mechanismus verfligt, wére es denkbar, dass CIB1 als
Kalzium-abhangiges shuttle CIN mdoglicherweise in Bereiche gesteigerter Aktin-Dynamik

transportiert. Ein solcher Effekt kénnte beispielsweise in Zellen mit erhéhter migratorischer
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Aktivitat, wie z.B. invasiven oder metastasierenden Tumorzellen von Bedeutung sein (Wang
et al., 2007). Auch in hippocampalen Neuronen, die sowohl CIB1 (Bernstein et al., 2005) als
auch CIN (Huang et al., 2008) exprimieren, spielt die Kalzium-induzierte Aktin-
Reorganisation eine wichtige funktionelle Rolle.

Um eine solche Hypothese in unserem Zellsystem zu Uberprifen, wurden C-terminal GFP-
markiertes CIB1 oder N-terminal YFP-markiertes CIN in HeLa-Zellen transient exprimiert und
die Zellen mit dem Lebendzell-Kalzium-Indikator Fura Red beladen, um den lonophor-
vermittelten Einstrom von Kalzium in denselben Zellen visualisieren zu kdénnen.
AnschlieBend wurde mit Hilfe der cLSM die subzelluldre Lokalisation von YFP-CIN und
CIB1-GFP in den lebenden Zellen nach lonomycin-Stimulation verfolgt (s. Abb. 1V.10). Unter
diesen Versuchsbedingungen ist es uns nicht gelungen, eine Kalzium-abhangige
Relokalisation von CIN oder CIB1 zu detektieren, wahrend GFP-markiertes Hippocalcin wie
erwartet an die Plasmamembran und membranare Strukturen des Trans-Golgi-Netzwerks
translozierte (s. Abb. IV.10).

CIB1 verfugt also entweder Uber keinen Kalzium-Myristoyl-Mechanismus oder dieser ist nur
in bestimmten Zelltypen/Kompartimenten aktiv. Méglicherweise reagiert CIB1 auch bereits
auf sehr geringe Veranderungen der Kalziumionen-Konzentration. Fir diese These spricht
die Tatsache, dass CIB1, wie auch NCS-Proteine, eine 10-fach hoéhere Ca*-Affinitat als
beispielsweise Calmodulin aufweist und daher wahrscheinlich bereits bei intrazellularen
Kalziumkonzentrationen aktiv ist, die nur eine kleine Fraktion von Calmodulin aktivieren
(Gentry et al., 2005). Méglicherweise war der unkontrollierte, lonomycin-induzierte Kalzium-
Einstrom zu massiv und schnell fiir eine detektierbare CIB1-Relokalisation. Hier wiirde sich
eine Modulation der intrazellularen Kalzium-Spiegel durch Substanzen wie Thapsigargin
anbieten. Thapsigargin inhibiert die SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca* ATPase)-
Pumpen des sarkoplasmatischen und endoplasmatischen Retikulums und flihrt so zu einer
Depletion dieser intrazellularen Ca**-Depots und zu einer Erhéhung der Kalzium-
Konzentration im Zytosol. Alternativ ware auch eine Rezeptor-induzierte Steigerung der
intrazelluldren Kalzium-Level Uber G-Protein gekoppelte Signalwege durch beispielsweise
Histamin denkbar. Méglicherweise ist aber auch ein Stimulus, wie die gerichtete Migration
von Zellen, fir das Auslésen eines solchen Mechanismus notwendig oder die Myristoylierung
von CIB1 hat einfach andere, bisher unbekannte funktionelle Konsequenzen. Fir letzteres
spricht, dass eine Punktmutation der Myristoylierungsstelle nicht nur mit einer veranderten
subzelluldren Distribution von CIB1 einher geht, sondern auch zu einer reduzierten
Halbwertszeit des Proteins fuhrt (Zhu et al., 2004).

Weiterhin wurde auch gepriift, ob CIB1 méglicherweise die subzelluldre Lokalisation von CIN
in Zellen beeinflusst. Die Koexpression einer CIB1-Mutante mit punktmutierter

Myristoylierungsstelle (CIB1%%*) zusammen mit YFP-CIN in Hel.a-Zellen ergab jedoch keine
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signifikante Veranderung der subzelluléren Lokalisation von CIN im Vergleich zu CIB1"-GFP
und YFP-CIN (s. Abb.1V.11). CIB1 scheint daher zumindest unter den getesteten

Bedingungen nicht als shuttle fur CIN zu fungieren.

V.5 Regulation der Cofilin-Phosphorylierung in mitotischen GC-1 spg-

Zellen

Die Cofilin-vermittelte Aktinreorganisation nimmt eine essentielle Rolle im Rahmen der
Mitose und besonders der Zytokinese ein, wo sie unter anderem an der dynamischen
Reorganisation des kontraktilen Aktomyosinrings wahrend der sich ausbildenden
Teilungsfurche beteiligt ist (Nagaoka et al., 1995; Noguchi et al., 2001; Tanaka et al., 2005;
Kaji et al., 2008). Veranderungen der Cofilin-Aktivitdt fiihren daher in verschiedenen
Organismen zu massiven Stdérungen der mitotischen Progression, was héufig in einem
Abbruch der Mitose und einer Akkumulation von multinukleéren Zellen resultiert (Gunsalus et
al., 1995; Bamburg, 1999; Ono et al., 2003; Hotulainen et al., 2005). Kirzlich konnte gezeigt
werden, dass CIN eine essentielle Rolle bei der Regulation der Cofilin-Aktivitdt wahrend der
Mitose und Zytokinese spielt (Gohla et al., 2005).

CIN und CIB1 kolokalisieren wahrend der Zytokinese am kontraktilen Aktomyosinring und an
der Plasmamembran von Lamellopodien (s. Abb. 1V.11). Eine mdégliche Kolokalisation mit
Calmodulin konnte unter unseren Versuchsbedingungen nicht untersucht werden, da die
Uberexpression von Calmodulin zu einem kontinuierlichen Absterben von mitotischen GC-1
spg-Zellen fuhrte (Daten nicht gezeigt). Allerdings wurde fir Calmodulin in der Literatur
bereits eine Lokalisation an der sich bildenden Teilungsfurche wahrend der Mitose belegt (Li
et al, 1999; Yu et al., 2004), wobei fiur diese Studien jedoch stabile, Calmodulin-
Uberexprimierende Zellinien verwendet wurden.

Aufgrund der interessanten Lokalisation von CIN und CIB1 wahrend der Mitose wurde auch
ein mdglicher Einfluss von CIB1 auf die Regulation der CIN-Aktivitdt gegentber Cofilin in
mitotischen GC-1 spg-Zellen untersucht. Da sich diese Zellen mit hoher Effizienz
transfizieren lassen, wurde in diesem Fall die relativ schnelle siRNA-vermittelte Depletion der
beiden Proteine gewahlt.

Je vier CIN- und CIB1-spezifische siRNA-Sequenzen wurden in Immunoblot-Analysen
zunachst auf ihre Fahigkeit zur Reduktion der endogenen CIN- und CIB1-Level in GC-1 spg-
Zellen getestet (Daten nicht gezeigt) und fiir die jeweils vielversprechendste Sequenz beider
Proteine wurde anschlieRend die optimale Oligonukleotid-Konzentration bestimmt
(s. Abb. IV.12). Mit Hilfe dieser validierten siRNA-Oligonukleotide wurde anschlielend
endogenes CIN und/oder CIB1 in GC-1 spg-Zellen depletiert und die mdglichen
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Auswirkungen der Depletion auf den Phosphocofilin-Spiegel in diesen Zellen im Immunoblot
untersucht.

In den Kontroll-Zellen stieg der Phosphocofilin-Spiegel bis zur Metaphase kontinuierlich an
und ging in den spateren Phasen der Mitose bis in etwa auf das Ausgangshiveau zurlck
(s. Abb. IV.13). Dagegen fluhrte die solitare Depletion von CIN zu einem durchgehenden
Anstieg des Phosphocofilins bis zum Ende der Mitose (s. Abb. 1V.13). In CIB1-depletierten
GC-1 spg-Zellen wiederrum erreichte Phosphocofilin sein Maximum in der Metaphase und
blieb dann anndhernd stabil (s. Abb. IV.13). Eine parallele Reduktion der endogenen CIN-
und CIB1-Level resultierte dagegen in einem massiven Anstieg der Phosphocofilin-
Konzentrationen wahrend der Metaphase und Telophase/Zytokinese. Diese Daten lassen
vermuten, dass sowohl CIN als auch CIB1 in die Regulation der Cofilin-Aktivitat wahrend der
Mitose involviert sind.

Ein direkter Vergleich dieser Befunde mit bereits publizierten Ergebnissen aus HelLa-Zellen
macht deutlich, dass der Verlauf der Phosphocofilin-Spiegel in den jeweiligen Kontroll-Zellen
ahnlich verlauft (Amano et al., 2002; Gohla et al., 2005). In CIN-depletierten HelLa-Zellen
blieb das in den Kontroll-Zellen beobachtete Phosphocofilin-Muster zwar erhalten, es zeigte
sich jedoch eine generelle Erhéhung der Phosphocofilin-Spiegel um das 2,3 - 2,8-fache in
allen Stadien der Mitose (Gohla et al., 2005). Mdglicherweise handelt es sich hier um ein
Zelltyp-spezifisches Phanomen. Beide Befunde passen aber zu der Beobachtung, dass
Cofilin in Saugerzellen offenbar in den frihen Phasen der Mitose eher phosphoryliert
(inaktiviert) und erst zu Beginn der Telophase und Zytokinese verstarkt reaktiviert wird
(Amano et al., 2002).

Ob es sich hier tatsachlich um einen synergistischen Effekt von CIN und CIB1 auf die Cofilin-
Phosphoregulation wahrend der Mitose handelt, muss in weiteren Experimenten geklart
werden. Dies wird jedoch durch die Tatsache erschwert, dass CIB1 auch (ber eine direkte
Interaktion mit PAK1 die Cofilin-spezifische Kinase LIMK1 aktiviert und so auch einen
negativen Einfluss auf die Cofilin-Aktivitat in mitotischen Zellen ausiiben kénnte (Leisner et
al., 2005).

Um zu testen, ob die beobachteten signifikanten Veranderungen der Cofilin-Phospho-
Regulation wahrend der Mitose nach CIN- und/oder CIB1-Depletion auch einen Einfluss auf
den Ausgang der Zellteilung haben, wurden GC-1 spg-Zellen erneut mit Kontroll, CIN-
und/oder CIB1-spezifischen siRNAs transfiziert und die Zellen nach 16h
konfokalmikroskopisch auf das Vorkommen von multinukledren Zellen untersucht
(s. Abb. IV.14). Wahrend dabei die solitdre Depletion von CIN oder CIB1 keine signifikante
Auswirkung auf das Auftreten von multinukledren Zellen hatte, fiihrte eine parallele Depletion
der beiden Proteine in GC-1 spg-Zellen zu einem um den Faktor zwei verstarkte

Akkumulation mehrkehrniger Zellen (s. Abb. IV.14). Hier verhindert mdglicherweise die
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Depletion von CIN eine Dephosphorylierung und damit Reaktivierung von Cofilin zu Beginn
der Telophase, was dann zu einer Stérung oder dem vollstdndigen Abbruch der mitotischen
Progression und somit letztendlich zu einer Anhdufung von multinukledren Zellen fuhrt.
Dieser Effekt wird durch CIB1 signifikant verstarkt, wobei der genaue Mechanismus hier
noch ungeklart ist. Da unter diesen Bedingungen ein Nachweis der Protein-Depletion aus
technischen Griinden nicht mdglich war, liegt das vergleichweise niedrige, bzw. im Fall der
solitdren CIN-siRNA, nahezu fehlende Auftreten von Zellen mit mehreren Kernen
moglicherweise schlicht an einer schlechten Transfektionseffizienz. Fur diese Hypothese
spricht auch, dass eine CIN-Depletion oder die Uberexpression einer katalytisch-inaktiven
CIN-Mutante in HeLa-Zellen zu einer Rate von bis zu 35% an Zellen mit mehreren Kernen
fihrt (Gohla et al., 2005). Dabei ist jedoch auch zu beachten, dass HelLa-Zellen haufig fir
mitotische Studien verwendet werden, da sie auf Stérungen des Zellzyklus mit massiven
Zellteilungsdefekten reagieren.

Fur den kontrollierten Ablauf der Zytokinese spielen auch IPs;-Rezeptor-vermittelte
Kalziumsignale eine wichtige Rolle (Wong et al., 2007; Li et al., 2008). Daher kdnnten
transiente Erhéhungen der lokalen Ca®*-Konzentration eine Assoziation von CIN und CIB1
induzieren oder potenzieren, was CIB1 einen verstarkten regulatorischen Einfluss auf die
CIN-Aktivitat wahrend der Zytokinese ermoglichen wirde. Dabei ist auch zu beachten, dass
zumindest in HelLa-Zellen offenbar auch die Cofilin-Phosphatase SSH in die Regulation der
Cofilin-Aktivitdt an der Teilungsfurche involviert ist (Kaji et al., 2003; Tanaka et al., 2005).
Jedoch scheinen sich die subzelluldren Lokalisationen von SSH und CIN wahrend der
Mitose zu unterscheiden: So kolokalisiert SSH in diesen Zellen eher mit F-Aktin, wahrend die
CIN-Lokalisation der von Cofilin entspricht (Kaji et al., 2003; Gohla et al., 2005). Auch LIMK1
lokalisiert an der sich bildenden Teilungsfurche, ihre Aktivtat beschrankt sich jedoch eher auf
die frihen Phasen der Mitose (Amano et al., 2002; Sumi et al., 2006). Zukinftige Studien
missen dabei zeigen, ob auch CIB1 Gber den PAK1-LIMK1-Signalweg einen Einfluss auf die
Inaktivierung von Cofilin wahrend der Mitose auslibt.

Neuere Arbeiten belegen weiterhin, dass die Regulation der Cofilin-Aktivitdt komplexen
Mechanismen unterliegt und es vermutlich nicht ausreichend ist, den Phosphorylierungs-
Status von Cofilin als alleiniges Mal} der Aktivitdt heranzuziehen (van Rheenen et al., 2009).
Ein Ausweg bietet hier der sogenannte barbed end assay, welcher die Visualisierung von
neu gebildeten Plus-Enden als Ausmal} der Aktinfilament Fragmentierungs-Aktivitdt von
Cofilin in lebenden oder fixierten Zellen ermdglicht (Lorenz et al., 2004). Mit Hilfe dieses
Ansatzes und einer stabilen Depletion von CIN oder CIB1 in Zellen lieRRe sich ein moglicher
Einfluss von CIN und/oder CIB1 auf die Cofilin-Aktivitdt in mitotischen Zellen naher
bestimmen. Zu diesem Zweck wurde auch eine stabile, CIN-depletierte GC-1 spg-Zelllinie

etabliert (s. Abb. 1V.15). Hierbei wurde auf die lentivirale Transduktion zurlickgegriffen.
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Zunachst wurden funf verschiedenen shRNA-Sequenzen gegen murines CIN in GC-1 spg-
Zellen transduziert und auf ihre Fahigkeit zur Reduktion der endogenen CIN-Spiegel
Uberprift (s. Abb. 1V.15). Hier zeigte eine mit der Sequenz 3 transduzierte Zelllinie eine um
etwa 90% reduzierte CIN-Expression und damit den deutlichsten Effekt und steht nun fur

weitere Analysen zur Verfugung.

V.6 Kartierung von CIN- und CIB1-Bindedoméanen

Die Veranderung der endogenen Proteinspiegel durch Methoden wie si- oder shRNA stellt
ein wichtiges Werkzeug fir die funktionelle Analyse einzelner Proteine dar. Allerdings stellte
sich in diesem Fall das Problem, dass eine Depletion von CIB1 nicht nur die CIN/CIB1-
Interaktion verhindern wirde, sondern dariber hinaus auch die CIB1-vermittelte PAK1-
Aktivierung und einen damit verbundenen Einfluss von CIB1 auf die Cofilin-
Phosphoregulation. Daher wurde nach Wegen gesucht, um die endogene CIN/CIB1-
Interaktion selektiv zu inhibieren. In der vorliegenden Arbeit wurde zu diesem Zweck die
Identifizierung von spezifischen Bindedomanen auf den jeweiligen Bindungspartnern
gewahlt, um die Interaktion durch eine gezielte Intervention an dieser Stelle blockieren zu
kénnen.

Dafiir wurden zunachst die Bindedomanen von CIN und CIB1 mit Hilfe des yeast two-hybrid
assays auf den jeweiligen Partnern identifiziert und spater biochemisch charakterisiert. Fiir
CIN konnte so eine putative Bindestelle von etwa 18 Aminosduren hinter dem EF-Hand-
Motiv IV auf CIB1 identifiziert werden (s. Abb, 1V.16, unteres Panel). Eine CIB1-
Deletionsmutante  (CIB1'""?), der dieser Bereich fehlte, zeigte in in vitro-
Bindungsexperimenten eine stark reduzierte Bindung an CIN (s. Abb. 1V.18, A). Dabei
konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass durch die Deletion des C-Terminus bis
zur EF-Hand 1V die strukturelle Integritdt des Proteins so stark beeintrachtigt wurde, dass
eine Bindung an CIN nicht mehr méglich war.

Aus diesem Grund wurde auch eine putative Bindestelle von CIB1 auf CIN identifiziert. Hier
schienen funf Aminosduren essentiell fur die Bindung der beiden Proteine zu sein
(s. Abb. V.16, oberes Panel). Aufgrund der Notwendigkeit einer Uberexpression der
Punktmutanten bei gleichzeitiger Anwesenheit des endogenen Proteins wurde von der
sequentiellen Mutation der Aminosduren abgesehen. Stattdessen wurde ein synthetisches
Peptid entworfen, welches die kritischen Aminosduren umfasste und die Bindung von CIN an
CIB1 durch kompetitive Bindung inhibieren sollte. Dr. Elisabeth Jeanclos konnte in in vitro-
Bindungsexperimenten zeigen, dass dieses Peptid die Bindung von CIN an CIB1

konzentrationsabhé&ngig inhibieren kann (s. Abb. 1V.18, B).
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Fur die weitere Verwendung des Peptids in einem zelluldren System bietet sich die Kopplung
an eine Penetratin-Sequenz an. Bei Penetratin handelt es sich um ein patentiertes Peptid
von 16 Aminosauren, das der dritten Helix der Homeodomane des Antennapedia-
Transkriptionsfaktors von D. melanogaster entspricht. Dieses Peptid ist in der Lage,
biologische Membranen durch einen Energie-unabhéangigen Mechanismus zu passieren und
wurde bereits in der Literatur verwendet, um kovalent gebundene Peptide oder
Oligonukleotide Rezeptor-unabhangig in verschiedene Sdaugerzellen zu transportieren
(Derossi et al., 1996; Derossi et al., 1998). Dariiber hinaus wére auch eine Kopplung des
CIN-Peptids mit einem sogenannten TAT-Peptid mdglich, ein weiteres Zell-penetrierendes
Petid, das als Vehikel fiir das unspezifische Einschleusen von biologisch aktiven Molekiilen
in Kulturzellen aber auch in vivo verwendet werden kann (Kashio et al., 2007; Kersemans et
al., 2008; Vives et al., 2008; Heitz et al., 2009). Ein solcherart prapariertes CIN-Peptid wiirde
ein wertvolles Werkzeug flir zukiinftige, detaillierte Analysen zur biologischen Relevanz der
CIN/CIB1-Interaktion z.B. in mitotischen Zellen darstellen. Aber auch Thrombozyten wiirden
sich fur solche Untersuchungen anbieten, da die Thrombozyten-Aktivierung durch Liganden
wie Thrombin oder Fibrinogen zu einer massiven Verdnderung der Zellform fihrt, die
malfgeblich durch das Aktin-Zytoskelett kontrolliert wird. Die dafir notwendige
Reorganisation der Aktinfilamente verlduft in zwei Phasen, von denen die Erste vermutlich
durch Kalzium-aktivierte Mitglieder der Gelsolin-Familie kontrolliert wird, die zweite Phase
jedoch Cofilin-abhangig erfolgt und malgeblich von Integrin  opBRs-vermittelten
Signaltransduktionswegen beeinflusst wird (Falet et al., 2005). Dabei kommt es zu einer
drastischen, offenbar Kalzium-vermittelten, Cofilin-Dephosphorylierung deren Regulation
noch véllig unverstanden ist (Pandey et al., 2007). Da auch CIB1 Uber eine direkte
Interaktion mit dem Integrin a3 in dessen Regulation der Aktin-Dynamik involviert ist,
erscheint die Untersuchung einer mdglichen Rolle der CIN/CIB1-Interaktion in diesen
Prozessen durchaus lohnenswert.

Interessanterweise fiihrt die genetische Inaktivierung von CIB1 bei Mausen zu einer
mannlichen Sterilitat, Gber deren Ursache bisher nur spekuliert werden kann (Yuan et al.,
2006). Dabei zeigen prelimindre Daten unserer Arbeitsgruppe eine Kolokalisation von CIN
und CIB1 in den sogennanten Sertoli-Zellen (Daten nicht gezeigt). Diese Zellen sind
essentiell fir die Reifung der Keimzellen, da sie in den Samenkandlen das entsprechende
Mikromilieu fir deren Entwicklung bereitstellen und dariber hinaus auch Nahrstoffe und
Wachtumsfaktoren sezernieren. Weiterhin verfiigen Sertoli-Zellen (ber phagozytierende
Eigenschaften, welche fir die finale Reifung der Keimzellen essentiell sind. Eine veranderte
CIN-Aktivitat aufgrund der CIB1-Depletion kdnnte in Stérungen der Sertoli-Funktion und

somit der Keimzellreifung resultieren.
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Vi Zusammenfassung

Die Dynamik der Aktinflament-Organisation ist essentiell fir die Entwicklung und Funktion
eukaryoter Organismen und wird daher durch eine Vielzahl Aktin-bindender Proteine
raumlich und zeitlich strikt reguliert. Dabei gilt der ubiquitédr exprimierte Aktin-
depolymerisierende Faktor Cofilin als Schllisselregulator der Stimulus-induzierten Aktin-
Zytoskelett-Dynamik. Die Cofilin-aktivierende Phosphatase Chronophin (CIN), ein neuartiges
Mitglied der HAD-Superfamilie von Protein-Phosphatasen in Sdugern, spielt in kultivierten
Zellen eine wichtige Rolle bei der Regulation des Aktin-Zytoskeletts wahrend der
Zellmigration und Mitose. Die Regulation der CIN-Aktivitdt auf zellularer Ebene ist jedoch
noch véllig unverstanden. Ein primares Ziel dieser Arbeit war es daher, Regulatoren von CIN
zu identifizieren und zu charakterisieren, um grundlegende Einblicke in CIN-regulierende
Signaltransduktionswege zu erhalten.

Von unserer Arbeitsgruppe wurde das Kalzium- und Integrin-bindende Protein 1 (CIB1) im
Rahmen eines yeast two-hybrid screens als putativer CIN-Interaktor identifiziert. Im Verlauf
dieser Dissertation wurde die direkte und spezifische Bindung der beiden Proteine
biochemisch mit Hilfe von rekombinanten, gereinigten sowie mit endogenen Proteinen
nachgewiesen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Assoziation von CIN und CIB1 in
vitro durch physiologisch relevante Ca?*-Konzentrationen moduliert wird. CIB1 ist dariiber
hinaus in der Lage, eine Ca®*-vermittelte Inhibierung der CIN-Phosphataseaktivitat gegen
das niedermolekulare Substrat Pyridoxal-5"-phosphat (PLP) konzentrationsabhdngig und
Uiber einen weiten Ca?*-Bereich hinweg aufrecht zu erhalten.

Durch eine Sequenzanalyse wurde eine theoretische Bindestelle des Kalziumsensors
Calmodulin auf CIB1 identifiziert. In der anschlieBenden biochemischen Analyse konnte
nachgewiesen werden, dass sowohl CIB1 als auch CIN in vitro Ca**-abhngig an Calmodulin
binden kénnen. Interessanterweise resultierte das Zusammenspiel von CIN, CIB1,
Calmodulin und Ca* in einer signifikanten Stimulation der CIN-Phosphataseaktivitat gegen
PLP. Dieser Befund stellt CIN in eine Reihe mit Calcineurin, der bisher einzigen bekannten
Ca?*-abhangigen Protein-Phosphatase.

Durch Mutationsanalysen wurde im Verlauf dieser Arbeit eine essentielle Bindungsstelle von
CIB1 auf CIN1 lokalisiert. Dies resultierte in der erfolgreichen Etablierung eines Peptids, das
die CIB1/CIN-Interaktion in vitro spezifisch blockieren kann. Somit steht nun fir
weiterfuhrende zelluldre Analysen ein vielseitiges experimentelles Werkzeug zur Verfigung,
mit dem die Interaktion von CIN und CIB1 spezifisch inhibiert werden kann.

Durch Untersuchungen in mitotischen Zellen konnte gezeigt werden, dass CIN und CIB1
wahrend der Mitose und Zytokinese in Bereichen gesteigerter Aktin-Dynamik kolokalisieren.

Die Phosphocofilin-Profile nach siRNA-vermittelter CIN- und CIB1-Depletion deuten auf eine
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wichtige Rolle von CIB1 bei der Regulation der CIN-Aktivitdt wéhrend der Mitose hin.
Dementsprechend konnte gezeigt werden, dass die Depletion von CIB1 und CIN zu
Zellteilungsstérungen und zu einer verstarkten Akkumulation multinukledrer Zellen fihrt.
Somit scheint die Ca®*-abhangige CIB1/CIN-Interaktion eine wichtige Rolle bei der CIN-
vermittelten Cofilin-Aktivierung und Aktin-Dynamik wéhrend der Mitose zu spielen.

Zusammen legen unsere Befunde die Hypothese nahe, dass es sich bei CIB1 (analog zur
Assoziation von Calcineurin B mit der katalytischen PP2B-Untereinheit Calcineurin A) um

eine Strukturkomponente von CIN handelt.
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VIIL  Summary

The dynamic reorganisation of the actin cytoskeleton is essential for the development and
function of eukaryotic organisms and is therefore tightly controlled in space and time by
numerous actin binding proteins. Proteins of the ADF/cofilin family are key regulators of actin
cytoskeletal dynamics, and their activity is inhibited by phosphorylation of a single serine
residue. Our group has recently identified Chronophin (CIN), a novel ADF/cofilin-specific
phosphatase with unique structural and biochemical properties that is a member of the
largely unexplored family of haloacid dehalogenase (HAD)-type hydrolases. CIN plays an
important role in the regulation of cofilin-dependent actin dynamics during cell motility and
division. Currently, nothing is known about CIN regulatory proteins. Therefore, the goal of
this study was to elucidate mechanisms by which CIN activity is regulated to gain insights
into the dynamics of cytoskeletal reorganisation.

A yeast two-hybrid screen was performed by our group in order to identify CIN-regulatory
proteins. This screen resulted in the identification of the calcium- and integrin binding
protein 1 (CIB1) as a putative CIN interactor. CIB1 shares a significant strucural similarity to
the non-catalytic subunit of protein phosphatase 2B/calcineurin. This dissertation work
demonstrates that CIB1 is able to directly and specifically interact with CIN in vitro, as shown
by biochemical pulldown and solid phase binding experiments, using both purified,
recombinant and endogenously expressed proteins. For an in-depth analysis of the CIN/CIB1
interaction a monoclonal CIN- and a polyclonal CIB1-specific antibody was generated and
validated. Furthermore, solid phase binding experiments with purified proteins revealed a
calcium-dependent association of CIN and CIB1 in vitro, resulting in a markedly stimulated
CIN phosphatase activity towards the CIN-specific low molecular weight compound
pyridoxal-5"-phosphate. Moreover, both CIN and CIB1 were able to specifically interact with
the calcium sensor calmodulin (CaM) in a calcium-dependent manner in vitro. The interplay
of CIN, CIB1, CaM and calcium led to a significantly enhanced activity of CIN towards PLP.
Interestingly, the composition of the CIN/CIB1 complex bears a striking resemblance with the
serine/threonine-phosphatase calcineurin, a master regulator of important signaling
cascades governing development and function of the immune, nervous and cardiovascular
system. So far, Calcineurin has been believed to be unique among phosphatases in its ability
to sense calcium through its activation by calcium.

The binding site of CIB1 on CIN was mapped in yeast two-hybrid assays to a discrete region
of 5 amino acids, and a region of 13 amino acids in the C-terminus of CIB1 was identified as
critical for CIN binding. Both regions are surface exposend and were confirmed as important
interaction sites in solid phase binding experiments using a truncated CIB1 protein and a

synthetic peptide derived from CIN. This peptide was able to inhibit the association of CIN
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and CIB1 with high efficiency, thus presenting a valuable tool for future studies addressing
the biological roles of the CIB1/CIN interaction.

Evidence for a physiological relevance of the CIN/CIB1 interaction was obtained by
subcellular localisation studies using confocal microscopy. In mitotic cells, CIN and CIB1
colocalised to regions of dynamic actin cytoskeletal reorganisation, e.g. the ingressing
cleavage furrow during telophase or dynamic membrane areas during the later phases of
cytokinesis. Here, knockdown of CIN and CIB1 protein levels by RNA interference in mitotic
GC-1 spg cells lead to increased phospho-cofilin levels during cytokinesis and a significantly
enhanced accumulation of multinucleated cells. Therefore, the Ca2+-dependent CIB1/CIN-
interaction appears to play an important role fort he CIN-mediated cofilin activation and actin
reorganisation during mitotic cell division.

In analogy to the association of the structural subunit Calcineurin B with the catalytic subunit

Calcineurin A, our results suggest that CIB1 constitutes a structural component of CIN.
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