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1 Einleitung
Das Cytoskelett erfillt nicht nur stiitzende und formerhaltende Funktionen in eukaryonti-
schen Zellen, sondern es ermdglicht auch zelluldre Bewegungsvorgange. Die wichtigsten
dynamischen Elemente des Cytoskeletts sind das Actomyosin-System mit den Actin-bin-
denden Proteinen und das Mikrotubuli-System mit den Mikrotubuli-assoziierten Protei-
nen. Das Mikrotubuli-System ist am Vesikel- und Organellentransport, an der Ausbildung
der Teilungsfurche, an der gerichteten amtboiden Zellwanderung und der Cilienbewe-
gung, Bewegung der Chromosomen wéahrend der Zellteilung, Orientierung der Spindel
und Wanderung des Kerns beteiligt (Ubersichtsartikel: Goode et al., 2000). In den ver-
gangenen Jahren sind eine Anzahl von Proteinen identifiziert worden, die das Actin- und
Mikrotubuli-Filamentsystem Uberbriicken, z. B. in Form von miteinander verbundenen
Hetero-Motor-Komplexen (Goode et a., 2000). Obwohl beide Filamentsysteme haufig
ahnliche Aufgaben bei zelluldren Bewegungsvorgéngen zu erfillen scheinen, wird in der
Zelle fur bestimmte Vorgange jeweils ein Filamentsystem bevorzugt eingesetzt: Mikrotu-
buli scheinen z. B. besonders am Veskeltransport tber weite Strecken wie dem axonalen
Transport beteiligt zu sein (Goode et al., 2000) und wahrend der amdboiden Bewegung an
den Vorgéangen des Ein- und Hinterherziehens des hinteren Zellpols sowie der Regulie-
rung der Adhésion an das Substrat (Ballestream et al., 2000).
Actin erfullt vielféltige Aufgaben innerhalb der eukaryontischen Zelle: Es ist sowohl an
der Kontrolle der Zellgestalt, an Funktionen wie Sekretion oder Phagocytose, an Zelltei-
lungen, an der Verbindung mit anderen Zellen und der extrazelluléaren Matrix und auch an
der Erzeugung von Kraft bei Bewegungsvorgangen beteiligt. Diese Vorgange setzen eine
sténdige Umorganisation des Actingerists voraus, was zum Teil durch die dynamischen
Eigenschaften des Actins selbst ermdglicht wird. Eine andere Voraussetzung besteht in
der Feinabstimmung des Auf- und Abbaus des Actin-Cytoskeletts durch Actin-bindende
Proteine. Besonders interessant sind jene Actin-bindenden Proteine, die auf den Polymer-
zustand von Actin Einfluss nehmen. Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit einem
Vertreter dieser Gruppe, dem Actin-bindenden Protein des Regenwurms EWAM (earth-
worm actin modulator). Das entsprechende Protein der Wirbeltiere ist das Gelsolin.
Actin ist ein ubiquitdres Protein, das den grof3ten Anteil des Cytoskeletts ausmacht. Es ist
eines der mengenmal3ig haufigsten Proteine und stellt ca. 2% des Gesamtproteins in der
Normalzelle, 10% oder mehr des Gesamtproteins in Muskelzellen und améboid bewegli-
chen Zellen und sogar 20% in Blutpléttchen, was einer Konzentration in einer Normal-
zelle von mehreren Hundert pmol* ™ entspricht (Stossel, 1989).
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Vergleiche der Aminosduresequenzen von Actinen aus unterschiedlichen Organismen
zeigen, dass Actin stark konserviert ist. Beispielsweise zeigen die transkribierten Muskel-
und cytoplasmatischen Proteine von Vertebraten und Protozoen nur minimale Sequenz-
unterschiede von ca. 5% (Pollard und Cooper, 1986). Dies weist darauf hin, dass alle
Anteile des globularen Actin-Monomers essentiell fir die Ausiibung seiner Funktionen
sind (Amos und Amos, 1991).

Die meisten Organismen besitzen mehrere Isoformen von Actin, die sich in einer oder
wenigen Aminosauren voneinander unterscheiden (Amos und Amos, 1991). Saugetiere z.
B. besitzen mindestens sechs Actin-Isoformen mit geringen Unterschieden, namlich drei
a-Actine, die in Muskelzellen exprimiert werden (je eins in Skelett-, Herz- und glatter
Muskulatur), das o-Actin und ein o-Actin as sogenannte cytoplasmatische Actine in
Nichtmuskelzellen und ein weiteres o-Actin in glatten Darmmuskelzellen (Vandekerck-
hove und Weber, 1978, Herman, 1993). Diese Isoformen bilden Filamente mit leicht un-
terschiedlicher Stahilitét, und sie weisen Unterschiede in der Stérke der Interaktion mit
anderen Proteinen auf (Amos und Amos, 1991, Herman, 1993). Unterschiede zwischen
Muskel- und Nichtmuskel-Actinen finden sich auch am amino-Terminus des Actin-Mole-
kils an der Bindungsstelle von Myosin (Holmes et al., 1993, Mounier und Sparrow,
1997). Zusdtzlich erscheint die Doméne 1 (s. u.) in Nichtmuskel-Actinen weniger kom-
pakt und flexibler, was vermutlich zu funktionellen Unterschieden beitrégt. Muskel-Ac-
tine zeichnen sich dagegen durch eine grof3ere interne Flexibilitét aus (Mounier und Spar-
row, 1997).

Actin liegt in zwel Formen vor: Als globuléres Protein (G-Actin) und als filamentoses
Polymer (F-Actin). Um Informetionen Uber die dreidimensionale Gestalt von Actin-Mo-
nomeren zu erhalten, sind eine Reihe von Parakristallen und kristallinen Aggregaten, die
Actin enthalten, untersucht worden (Aebi et al., 1981, Suck et a., 1981, Schutt et al.,
1989). Erste mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse auswertbare Kristalle wurden durch die
Bildung eines 1:1-Komplexes von Kaninchen-Skelettmuskel-Actin und Rinder-Pankreas-
DNase | hergestellt, so dass die Tertidrstruktur des Actins auf atomarer Ebene sowohl in
der ATP- as auch in der ADP-Form ermittelt werden konnte (Kabsch et al., 1990). Die
Monomer-Struktur des G-Actins von ca. 43kDa zeigt danach zwei Doménen, wobel eine
geringflgig groRer as die andere ist. Die kleinere Doméne kann in die Subdoménen 1
und 2 unterteilt werden, die grofdere Domane in Subdoménen 3 und 4. Actin hat moleku-
lare Abmessungen von etwa 3,5 x 5,5 x 5,5nm. Ein Nukleotid (ATP oder ADP) bindet in
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dem Spalt zwischen den beiden Doméanen und direkt damit assoziiert das hoch-affin ge-
bundene zweiwertige Metallion (unter physiologischen Bedingungen Mg?"). Das elektro-
nenmikroskopische Bild des F-Actins lasst mehrere Deutungen der Struktur zu (Egel-
mann, 1985, Amos, 1985). Meist wird das Actin-Filament als zweistrangige Helix be-
schrieben, wobei sich die beiden Strange nach jewells 36-40nm Uberschneiden. Die Kon-
takte zwischen den Monomeren sind nicht-kovalent und kommen durch , hydrophobe
Finger zustande (Holmes et al., 1990).

Actin-Monomere besitzen in vitro die Fahigkeit, abhangig von der Salzkonzentration und
der Konzentration der Monomere reversibel zu doppelhelikalen F-Actin-Filamenten von
mehreren Mikrometern Lange zu polymerisieren.

Die Filamente sind polar gebaut, was elektronenmikropisch an reinen Actin-Filamenten
nicht erkennbar ist. Dekorierung mit Fragmenten des Myosins wie dem Subfragment S1
lassen jedoch die strukturelle Polaritét in Form einer Pfeilspitzen-Struktur erkennbar wer-
den, wobel ein Ende des Filaments nach seinem Aussehen als ,,barbed” und das andere als
»pointed” Ende bezeichnet wird (Huxley, 1963). Beide Enden sind in der Lage, G-Actin-
Molekile anzulagern oder abzugeben. Die kinetische Polaritét &ufert sich darin, dass am
»barbed-*, schnell-wachsenden oder plus-Ende die Assoziation von Monomeren (in ATP-
Form) an das Filament tberwiegt und am , pointed-“, langsam-wachsenden oder minus-
Ende die Dissoziation von Monomeren (in ADP-Form) vorherrscht. Dies flihrt zum soge-
nannten ,, Treadmilling“ des Polymers, d. h. zu einem Hindurchwandern individueller Ac-
tin-Molekile durch das Filament (Wegner, 1976). Der Polymerisationsgrad, d. h. die Fi-
lamentlénge, wird durch die kritische Konzentration reguliert. Die kritische Monomeren-
konzentration ist definiert als digjenige, bei der sich An- und Abbau die Waage halten,
also der Nettozuwachs am plus-Ende gleich dem Nettoverlust am minus-Ende ist, und be-
zeichnet die Konzentration an G-Actin, die im Gleichgewichtszustand zwischen Polyme-
ren und Monomeren herrscht (Wegner, 1976). Fir das plus- und das minus-Ende gelten
unterschiedliche kritische Konzentrationen (Wegner, 1982).

Zur Polymerisation ist weiterhin die Bindung eines Nukleotids notwendig, normalerweise
ATP, das im Laufe der Polymerisation zu ADP hydrolysiert wird. ATP-Actin polymeri-
sert bevorzugt, die Abgabe des anorganischen Phosphats nach der Hydrolse fihrt zur
Destabiliserung des Filaments und fordert die Depolymerisation (Belmont et al., 1999).
Die Monomere, die abdissoziieren, tauschen ihr ADP gegen ATP aus (Amos und Amos,
1991).
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Die Polymerisation von G- zu F-Actin wird als dreiphasiger Vorgang aufgefaldt: 1.)
schnelle Monomer-Aktivierung, 2.) geschwindigkeitdimitierende Nukleation durch Bil-
dung von Trimeren as Polymerisationskeime, 3.) moderat schnelle Elongation, die zu ei-
nem Gleichgewichtszustand filhrt (Ubersichtsartikel Carlier, 1991, Pollard, 1990).

Eine gezielte, regulierbare Umorganisation des Actinfilamentgerists im Zusammenhang
mit der Zellaktivitét muss eingebunden sein in Signaltransduktionswege, um auf extra-
zellulére Stimuli reagieren zu konnen. Auf welche Weise chemische Signale, die von der
Zelle empfangen werden, in Reaktionen der Zelle Ubersetzt werden, d. h. in Verénderun-
gen der Zellfunktionen und (in tierischen Zellen) in eine zielgerichteten Bewegung (Che-
motaxis), ist Gegenstand intensiver Forschungsaktivitéten in der Zellbiologie. Ein Teil-
aspekt dieser komplexen Fragestellung lasst sich durch die Untersuchung Actin-bindender
Proteine - und hierbei speziell solcher Proteine, die Einfluss auf den Polymerzustand von
Actin nehmen — beleuchten.

Waéren keine Actin-bindenden Proteine vorhanden, lage nahezu das gesamte Actin auf-
grund der hohen Konzentration an Actin-Monomeren und der physiologischen Verhalt-
nisse in der Zelle als lineare, unverknipfte Filamente vor. Tatséchlich jedoch liegt etwa
die Héfte als Monomere vor (Stossel, 1989). Die Funktionen, die Actin-bindende Protei-
ne austben, lassen sich unterteilen in die laterae, stabiliserende Bindung an die Fila-
mente, das Vernetzen der Filamente miteinander und Einflussnahme auf den Polymerisa-
tionsgrad des Actins. Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass viele Proteine mehrere
Moglichkeiten besitzen, mit Actin zu interagieren, was die Einteilung problematisch
macht. Im Hinblick auf die Umorganisation des Actin-Cytoskeletts ist besonders die
Gruppe von Proteinen interessant, die Einfluss auf den Polymerisationsgrad des Actins
nehmen. Hierzu zdhlen Sequestrierer, die Monomere binden und damit aus dem Gleich-
gewicht entfernen (z. B. Profilin (Carlsson et a., 1976, Sun et al., 1995,Weber, 1999),
DNase | (Lazarides und Lindberg, 1974), Vitamin-D-Binding-Protein (Jockusch und
Hinssen, 1996), Thymosin (14 (Hannappel et al., 1982), Capping-Proteine, die das plus-
oder das minus-Filamentende blockieren (z. B. Cap 39 (Yu et al., 1991), Cap Z (Schafer
et a., 1996, Carlier und Pantaloni, 1997, Littlefield und Fowler, 1998, Weber, 1999),
Tropomodulin (Littlefield und Fowler, 1998, Weber, 1999), Beta-Actinin (Amos und
Amos, 1991), Arp2/3-Komplex (actin-related proteins 2 und 3 und finf weitere Proteine)
(Mullins et &., 1998, Rohatgi et a, 1999, Svitkina und Borisy, 1999) und Modulatoren,
die Filamentenden blockieren, Filamente schneiden und die Nukleation fordern (Hinssen,
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1981 a). Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Protein EWAM wird wie Gelsolin,
Severin, Fragmin und Villin zu den Modulatoren gerechnet.

Zum Vertebraten-Gelsolin liegen bislang die meisten Untersuchungen vor. Der Begriff
Gelsolin wurde geprégt, da der zunéchst beobachtete Effekt des Proteins war, Actin-Gele
in vitro in ein Sol zu verwandeln. Dies beruht auf der Fahigkeit der Mitglieder der Fami-
lie der Gelsolin-verwandten Proteine, Actin-Filamente zu verkirzen, indem sie die nicht-
kovalente Bindung zwischen den Actin-Actin-Monomeren in einem Actin-Filament auf-
brechen (Schneiden), an das schnellwachsende Ende binden (Capping) und die Monomer-
Anlagerung dadurch an diesem Ende blockieren. Schneiden stellt dabei die Abschwé-
chung von gentigend nicht-kovalenten Bindungen zwischen Actin-Molekilen eines Fila-
ments dar (Sun et al., 1999). Andererseits fordert Gelsolin die Neubildung von Actin-Fi-
lamenten durch Nukleation. Gelsolin bindet diffusionsabhéngig und schneidet mit einer
Zeitverzogerung (Selden et al., 1998). Diese hat ihre Ursache eventuell in notwendigen
Strukturverdnderungen am Gelsolin und am Filament, das im Laufe des Schneidevor-
gangs abgebogen wird (McGough et a., 1998). Die Interaktion mit Actin wird durch mi-
kromolare Calcium-Konzentrationen und pH-Werte <6,5 synergistisch aktiviert und durch
Phosphatidylinositide vom D3- und D4-Typ inhibiert (Kwiatkowski, 1999). Die Aktivie-
rung durch mikromolares Ca?* ist wahrscheinlich in einer Konformationsanderung des
Gelsolins begrindet. Gelsolin besitzt in EGTA eine kompakte Struktur, wobel die kurze
carboxy-terminale Helix die Actin-Bindungshelix der Doméne 2 blockiert. Bei Anwesen-
heit von Ca®* jedoch erfahrt Gelsolin eine Streckung, so dass die Bindungsstelle frei wird
(Pseudosubstrat- oder ,tail-latch-, d. h. , Schwanz-Klinken*-Hypothese, Burtnick et al.,
1997). Eine Erniedrigung der Ca®*-Konzentration durch Komplexierung mit EGTA fiihrt
nicht zu einer Inaktivierung und damit Dissoziation des Gelsolins vom Actin, da ein Ca?*-
lon zwischen Gelsolin und Actin eingefangen und fir EGTA unerreichbar bleibt
(McLaughlin et al., 1993). Erst mit Phosphatidylinositiden ist eine Inhibierung von Gel-
solin zu erreichen, das mit mikromolarer Affinitét abhéngig von Ca?*-Konzentration und
pH-Wert gebunden wird (Lin et a., 1997). Die Inhibierung durch Phosphatidylinositide
kommt wahrscheinlich durch Kompetition zwischen Phosphatidylinositid und Actin um
eine gemeinsame Bindungsstelle zustande (Burtnick et al., 1997, Kwiatkowski, 1999).
Auch das Cytokin Lysophosphorséure inhibiert die Schneideaktivitdt von Gelsolin (Meer-
schaert et al., 1998).

Gelsolin besteht aus zwei tandem-homologen Hélften, die jeweils eine dreifache seg-
mentale Wiederholung aufweisen (Doméanen oder Segmente 1-3 und 4-6) (Kwiatkowski
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et al., 1986, Burtnick et al., 1997). Die beiden Halften sind Uiber eine V erbindungssequenz
miteinander verbunden, die durch Caspase-3 gespalten werden kann. Da die carboxy-ter-
minale Héfte die Effektivitét des Schneidens der amino-terminalen Halfte verstérkt, wird
eine kooperative Bindung beider Hélften an das Actinfilament vermutet (Selden et al.,
1998).

Abb. 1.1: Struktur-

Funktions-Domanen von e
Gelsolin. Aminosauren sind Gelsolin .

numeriert wie in humanem o o o
Plasma—Gelsolin

(Kwiatkowski et al., 1986). 376

1 247 27 364 419 511 516 518 649 J31 75§

Ca® insensitive, PIP, sensitive severing and capping Ca?* sensitive actin binding and capping

Segmentgrenzen basieren auf ;
den Ergebnissen der
Kristallisierung von Gelsolin Actin Binding | — —
(Burtnick et al., 1997). monomer - filament side monomer
Es werden Actin-, PIP,- und PIP, Binding p——ri

Ca®*-Bindungsstellen der

Segmente dargestel It. Ca* Bindi P—
Aus: Sun et al., 1999. e

1T
Caspase-3 site

Das Ergebnis der Interaktion von Gelsolin-verwandten Proteinen mit F-Actin ist in vitro
stets die Bildung einer grof3en Anzahl kurzer, mit einer Kappe aus Gelsolin versehener
Actin-Filamente, die sich nicht wieder miteinander verbinden oder sich an ihrem schnell-
wachsenden Ende verlangern konnen (Sun et al., 1999). Das kinetische Verhaten von
reinem Actin bevorzugt dagegen die Bildung einer abnehmenden Anzahl von zunehmend
l&ngeren Filamenten (Kwiatkowski, 1999, Sun et al., 1999, Yin und Stull, 1999).

Actin-Modulatoren werden nach ihrer Masse in die Gruppe der 40kDa- und die Gruppe
der 80kDa-Modulatoren unterteilt. Die Proteine aus der Gruppe der ,,grof3en* Actin-Mo-
dulatoren werden Gelsolin genannt, wahrend solche Proteine, die zwar die gleichen Ei-
genschaften in vitro zeigen, aber ein abweichendes Molekulargewicht besitzen, Gelsolin-
verwandt oder Gelsolin-dhnlich genannt werden. Das zunéachst aus den Makrophagen des
Kaninchens isolierte 80kDa-Vertebraten-Gelsolin ist der am besten untersuchte Vertreter
(Yin und Stossdl, 1979). Gelsolin wurde anschlief3end in verschiedenen Saugetieren und
in vielen Geweben, sowohl in Muskel- als auch in Nichtmuskelzellen, gefunden. Grolie
Modulatoren finden sich jedoch nicht nur bei Vertebraten, sondern auch bei Wirbellosen.
80kDa-Gelsoline wurden aus der Muskulatur von Arthropoden, ndmlich aus dem
Schwanzmuskel der Krebse Astacus leptodactylus (Bock et al., 1994) und Homarus ame-
ricanus (LUck et a., 1995) isoliert. Bel der Obstfliege Drosophila melanogaster wurde
die cDNA eines 80kDa-Modulators sequenziert, eincloniert und elektrophoretisch analy-
gert (Heintzelman et al., 1993, Stella et a., 1994), ohne dass das Protein bislang aus den
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Tieren selbst isoliert werden konnte. Das Protein wurde alerdings in verschiedenen Ge-
weben des Fliegenembryos lokalisiert, u. a. in der Muskulatur und im Fettkérper. Auch
beim Nematoden Caenorhabditis elegans konnte bisang nur das Gen eines 80kDa-Pro-
teins identifiziert werden (Waterston et al., 1992), wobei es sich mdglicherweise tatsach-
lich um das Gen eines Flightless-artigen Proteins handelt (D Haese, persdnliche Mittei-
lung). Ebenfalls konnten aus dem Kiemendarm und Mantel von Tunicaten 80kDa-Modu-
latoren isoliert und sowohl auf Protein- wie auf DNA-Ebene analysiert werden (Ohtsuka
et a., 1994, Giebing et al., 1996, Langer et a., 1998).

Bidang sind die 40kDa-Gelsolin-artigen Proteine Fragmin und Severin der Schleimpilze
Physarum polycephalum (Hasegawa et a., 1980, Hinssen, 1981 a, Hinssen, 1981 b) und
Dictyostelium discoideum (Brown et al., 1982), der Actin-Modulator des Hautmuskel-
schlauchs des Regenwurms Lumbricus terrestris (D Haese und Hinssen, 1987, Giebing et
a., 1994), der Actin-Modulator des Adduktor-Muskels der Muschel Pecten jacobaeus
(Remmert et al., 1996) und Actin-Modulator aus Eiern des Seeigels Hemicentrotus pul-
cherrimus (Wang und Spudich, 1984, Coluccio et al., 1986) isoliert und biochemisch cha-
rakterisiert worden. Die Mitglieder der Proteinfamilie sind durch den Besitz einer sich
drei- oder sechsfach wiederholenden Sequenz von 125 bis 150 Aminosduren charakteri-
sert (Way und Weeds, 1988). Sequenz-Analysen haben zu der Ansicht gefuhrt, dass
80kDa-Proteine im Laufe der Evolution durch eine Duplikation eines fir die 40kDa-Mo-
dulatoren codierenden Gens entstanden sind (Kwiatkowski et a., 1986). Dieses Gen wie-
derum ist aus der Gentriplikation einer prototypischen Region hervorgegangen, was durch
die Struktur von kristallisertem Gelsolin nahegelegt wird (Way und Weeds, 1988, Burt-
nick et al., 1997).

Die Genduplikation scheint also mehrfach im Laufe der Entwicklung der Wirbellosen
stattgefunden zu haben: Kleine Gelsolin-artige Proteine treten sowohl bei den Protosto-
miern Annelida und Mollusca und bel den Deuterostomiern Echinodermata auf, wahrend
es auch Protostomier wie z. B. einige Arthropoden und eventuell Nematoden mit grof3en
Modulatoren gibt.

Proteine, deren Aminosauresequenz mit leichten Variationen wie Gelsolin aus sechs Tan-
dem-Kopien der Kernsequenz bestehen, werden zur Gelsolin-Familie gerechnet. Hierzu

gehoren Adseverin, Human Flightless, Advillin, Supervillin und Villin.
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1 2 3 4 5 & Abb. 1.2: Schematische Darstellung von acht Mitgliedern der
...‘.. gelsolin Gelsolin-Familie (nur Beispiele aus Saugetieren). Als Oval ge-
zeigt wird die Kernsequenz, die jeweils sechsfach wiederholt
9000090 - wird. LRR = leucine-rich repeat, HP = headpiece, NT = nuclear
translocation domain.
GOO®® B  :cooin05 | | Aus Kwiatkowski, 1999
LRR
——— O OOO® -
000000~ -
NT :
) =D OG@@®= -
HP

In vitro sind die Eigenschaften von Gelsolin und Gelsolin-ghnlichen Proteinen recht gut
untersucht, d. h. seine Sensitivitét beziiglich Ca?* und PIP,, die Fahigkeit, filamentdses
Actin zu fragmentieren, an das schnellwachsende Ende zu binden und die Nukleation zu
fordern. Fir einige dieser Eigenschaften konnte gezeigt werden, dass sie auch in vivo bel
Prozessen der Veranderung der Zellaktivitét von Bedeutung sind. Einige dieser Untersu-
chungen sollen im Folgenden aufgefiihrt werden. Die Bedeutung der Nukleation ist be-
sonders schwierig nachzuweisen, weshalb hierzu keine Untersuchungsergebnisse vorlie-
gen.

Durch die Sensitivitét gegeniber der Veranderung der zelluldren Ca?*- und PIP,-Konzen-
tration ist Gelsolin eingebunden in Signalprozesse, die Membran- und Cytoskelett-Ereig-
nisse miteinander verbinden. Das Krauseln des vorderen Zellpols amoboider Zellen wird
durch das kleine G-Protein Rac aktiviert (Sun et al., 1999). Da in Gelsolin-Null-mutanten
Maéausen die Expression von Rac-GTPase auf das Funffache erhdht ist und sowohl die
Rac-Uberexpression as auch die gestérte Beweglichkeit amoboider Zellen durch Trans-
fektion von Gelsolin aufgehoben werden kann, wird Gelsolin als eine Art Effektor ange-
sehen, der extrazelluldre Bewegungssignale von der Rac-GT Pase an das Actin-Cytoskelett
weiterleitet (Azuma et al., 1998). Die dazwischenliegenden Schritte sind noch nicht voll-
standig aufgeklart, aber die Typ I-Phosphatidylinositol-5-Kinasen (PIP5KIs), die PIP;
synthetisieren, kénnten eine Verbindung darstellen (Fruman et a., 1998, Anderson et al.,
1999). Die Aktivierung der PIP5SKIs durch die kleinen G-Proteine fuhrt in Membranndhe
lokal zu erhohten PIP,-Konzentrationen und 10st dort Kaskaden aus, die zu einer Umge-
staltung des Cytoskeletts fulhren konnen (Ubersichtsartikel: Toker, 1998, Anderson et al.,
1999), u. a, indem PIP, zu einer Inaktivierung von Gelsolin und Dissoziation vom plus-
Ende fuhrt (s. 0.). Wird durch Mikroinjektion von Antikdrpern PIP, blockiert, wird die
Bildung von Stressfasern verhindert (Gilmore und Burridge, 1996). Eine Uberexpression
von Gelsolin fihrt zu einer vermehrten Krauselung des Vorderrandes und verstéarkter
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Chemotaxis (Cunningham et al., 1991). Hartwig et a. (1995) konnte den gesamten Reak-
tionsweg der Plattchen-Aktivierung von der Thrombin-Stimulierung Uber Rac-Aktivie-
rung, PIP,-Synthese und plus-Ende nukleierte Actin-Anlagerung rekonstruieren.

Die Fragmentierung und das Binden an das schnellwachsende Ende der Actin-Filamente
sind eng miteinander gekoppelte Prozesse. Die physiologische Relevanz konnte z. B. indi-
rekt gezeigt werden, indem die Reaktionen von Zellen beobachtete wurden, bei denen die
Expression von Gelsolin unterdriickt wurde. Neuriten von Gelsolin-Null-M&usen etwa
zeigen eine hohere Zahl von Filopodien Uber ihre gesamte Lange, da die Retraktion der
Filopodien verzogert ablauft (Lu et al., 1997). Gelsolin scheint also am Abbau des Actin-
Filament-Systems in sich zurtickziehenden Filopodien beteiligt zu sein. Auch durch die
Lokalisation von Gelsolin an Orten, an denen das Actin-Cytoskelett in transportable
Fragmente zerlegt werden muss, konnten Hinweise gesammelt werden, dass die Schnei-
deaktivitdt von Gelsolin in vivo von Bedeutung ist. In Ratten-Ganglien konnte Gelsolin
nach Gabe von Nerven-Wachstumsfaktor in Lamellipodien und den Wachstumskegeln lo-
kalisiert werden (Tanaka et a., 1993) und auch in Myelinzellen, die sich mit Hilfe ihrer
Lamellipodien um den Nerv herumbewegen, um ihn einzuwickeln (Tanaka und Sobue,
1994). In Makrophagen und Thrombocyten konnte die Assoziation mit dem submembra-
ndsen Actin-Cortex gezeigt werden (Yin et al., 1981, Hartwig et al., 1989). McGrath et al.
(2000) gelang es, durch Versuche mit fluoreszierenden Actin-Monomeren (PAF- und
FRAP-Versuche) in vivo und unter Anwendung von mathematischen Modellen die Betei-
ligung von Gelsolin am Umbau von Actin durch Schneiden der Filamente in der vorder-
sten Zone amdboid beweglicher Zellen (Primérkulturen von Aorta-Endothelzellen) sehr
wahrscheinlich zu machen. Auch wahrend der Apoptose scheint die Schneideaktivitét von
Gelsolin von Bedeutung zu sein. Caspase-3, eine Haupt-Effektor-Protease in einer Protea-
sen-Kaskade, die wahrend der Apoptose aktiviert wird, schneidet Gelsolin in vitro
(Kothakota et al., 1997). Das amino-terminale Spaltprodukt (Aminosduren 1-352) schnei-
det Actin-Filamente Ca*-unabhéngig (Kothakota et al., 1997, Geng et al., 1999). Die Ex-
pression dieses Fragments des Gelsolins fuihrt durch die Zerstérung des Actin-Cytoskeletts
zu den charakteristischen Vorwdlbungen der Membran (Sun et a., 1999). In Gelsolin-
Null-Mutanten neutrophiler Granulocyten dagegen schreiten apoptotische Vorgange lang-
samer voran (Kothakota et al., 1997). Dass Krebszellen, die eine erniedrigte Apoptoserate
aufweisen, auch eine verringerte Gelsolin-Expression zeigen, unterstiitzt die These der
pro-apoptotischen Wirkung von Gelsolin (Kwiatkowski, 1999). Die Expression von Gel-
solin wird bel der Carcinogenese um 60-90% herunterreguliert (Kuzumaki et al., 1998). In
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transformierten Epithelzellen ersetzt ein Sauger-Severin mit 40kDa Masse das 80kDa
Gelsolin (Folger et a., 1999), was das Paradoxon der erhdhten Motilitdt von entarteten
Zellen bei gleichzeitigem Verlust des Actin-Modulators Gelsolin erkléren konnte.

Die extrazelluldren Varianten von Gelsolin, die Plasma-Gelsoline, dienen vermutlich dem
Zerschneiden von filamentésem Actin im Plasma von Vertebraten. Beim Absterben von
Zellen wird sowohl G- as auch F-Actin in den extrazelluldren Raum entlassen, wo die
physiologischen Bedingungen die Bildung von elongierten Actin-Filamenten beglnstigen
(Janmey und Lind, 1987, Suhler et al., 1997, Burtnick et al., 1997). Solche Filamente
wuirden die Viskositét des Blutes vergrofRern und Kapillaren verstopfen, was vermutlich
durch die Arbeit des Plasma-Gelsolins verhindert wird. Burtnick et a. (1997) nehmen an,
dass die kurzen, am schnellwachsenden Ende blockierten Actin-Filamente bei der im
Plasma herrschenden niedrigen G-Actin-Konzentration schnell vollstandig zerfallen und
die Monomere von dem Vitamin D-bindenden Protein sequestriert und aus dem Blutstrom
entfernt werden. Neuere Untersuchungen geben jedoch Hinweise darauf, dass sezerniertes
Gelsolin auch als Lipid-Carrier-Protein dienen kdnnte (Suhler et al., 1997), da es in der
Lageist, Lysophosphorsaure (LPA) effektiv zu binden (Meerschaert et a., 1998).

Der Muskel stellt hinsichtlich seiner hochgeordneten Struktur und seines relativ rigiden,
invariablen Cytoskeletts einen Sonderfall dar, hier scheint die Anwesenheit von Gelsolin
also nicht sinnvoll zu sein. Aus Muskelgeweben konnten jedoch recht grof3e Mengen an
Gelsolin isoliert werden (z. B. aus der glatten Muskulatur des Schweinemagens (, PSAM*,
Hinssen et al., 1985 a), aus der glatten Muskulatur der Ratten-Aorta (Chapponnier et a.,
1990), aus der glatten Muskulatur der Hihnermagens und dem Skelettmuskel des Kanin-
chens (Hinssen et a., 1985 b). Fur dinne Filamente aus der Schaf-Aorta konnte ein Ver-
hatnis von 0,007 mol Gelsolin : 1 mol Actin gemessen werden (Gusev et a., 1994).

Mit Blick auf die Schneide- und Nukleations-Eigenschaften werden die vermuteten Funk-
tionen der Gelsolin-verwandten Proteine in Muskeln im Zusammenhang mit der Organi-
sation, dem Auf- und Umbau der dinnen Filamente gesehen (Rouayrenc et a., 1984).
Eine Funktion beim Aufbau des kontraktilen Apparates, etwa wahrend der Embryogenese
(Kwiatkowski, 1999), wére hierfir ein Beispiel. Aber auch nach Abschluss der Genese
der Myofibrillen sind reife Muskeln keine absolut starren Konstruktionen, sondern sie
unterliegen einer dauernden Reorganisation. Das auf3ert sich z. B. darin, dass fluoreszie-
rende Actin-Monomere, die in lebende adulte Herzmuskelzellen injiziert wurden, bereits
30 Sekunden nach der Injektion in die I-Banden und Z-Linien eingebaut sind (Dome et al.,
1988, LoRusso et al., 1992). Ein Beispiel fur die Notwendigkeit dieses Turnovers ist der

10



Einleitung

stéandige Austausch gedlterter Actin-Molekile, die aus dem dinnen Filament herausge-
schnitten werden missen (Rouayrenc et al., 1984). Versuche mit Rattenmuskeln unter
katabolen Bedingungen zeigten, dass die Aktivitdt von Gelsolin zunahm, eventuell, um
Actin-Filamente verstérkt abzubauen und zu verstoffwechseln (D Haese et a., 1987). In
glatten Muskelzellen des Ovars von Méusen ist Gelsolin vermutlich an den kontraktilen
und morphogenetischen Prozessen wéahrend der Reifung des Follikels und wéhrend der
Ovulation beteiligt (Teubner et al., 1994).

In Muskeln von Vertebraten konnte Gelsolin in den Z-Linien von Skelettmuskeln und in
punktformigen Strukturen in glatten Muskeln, die vermutlich den cytoplasmatischen
Dense Bodies entsprechen, lokalisiert werden (Hinssen et al., 1985 b). Eine weitere Funk-
tion von Gelsolin in Muskeln konnte daher der eines End-Proteins an intrazellularen An-
heftungsstellen von Actin hnlich wie CapZ sain.

Nach dem Calcium-Einstrom und der Aktivierung der Actomyosin-ATPase des Muskels
erreicht die Calcium-Konzentration einen Bereich, der zum Schneiden der dunnen Fila-
mente flhren musste. Da ein solches Schneiden aber nicht beobachtet wird, missen die
diinnen Filamente durch andere Proteine, wie etwa Tropomyosin (Hinssen et al., 1985 a)
oder Nebulin (Gonsior und Hinssen, 1995), geschiitzt sein.

Chaponnier et al. (1990) demonstrierten den wechselnden Gelsolin-Gehalt in der glatten
Muskulatur der Aorta bei Anderung der Organisation der Myofilamente im Laufe der
Entwicklung, Migration und Proliferation. Bel Verletzungen der Gefal3e werden die Myo-
filamente proliferierender und wandernder Zellen stark umorganisiert. Der Gehalt an Gel-
solin stieg jedoch nicht Gber den Gehalt etablierter, wohlorganisierter Muskelzellen, was
aber zu erwarten gewesen wére, wenn man die Hauptaufgabe von Gelsolin im Schneiden,
Cappen und Nukleieren sieht. Daraus lasst sich schlief3en, dass noch weitere Funktionen
neben den , klassischen* Aufgaben des Gelsolins existieren missen. Es liegen eine Anzahl
von Untersuchungen vor, die eine Beteiligung von Gelsolin an der Regulation der Kon-
traktion von Muskelzellen nahelegen, wenn auch die genauen Mechanismen, die dazu
fuhren, noch ungeklart sind. Es muss dabei aber in Betracht gezogen werden, dass die den
Ergebnissen zugrunde liegenden Versuche an rekonstituierten Systemen in vitro durchge-
fuhrt wurden, deren Verhaten gegentiber nativen Systemen verschieden sein konnen. Eine
Voraussetzung fur solche ,nicht-klassischen® Funktionen von Gelsolin-verwandten Pro-
teinen wére auf jeden Fall eine Beeinflussung nicht direkt gebundener, sondern vom Mo-
dulator weit entfernter Actin-Molekule des Filaments. Dies ist prinzipiell moglich, denn
es konnte gezeigt werden, dass ein einzelnes Gelsolin-Molekil, das an das schnellwach-
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sende Ende von F-Actin bindet, starke und tiber weite Strecken hinweg wirkende Konfor-
mationsanderungen des gesamten Filaments hervorrufen kann (Vouyiouklis und Brophy,
1997).

Fur glatte Muskelzellen wird eine direkte Beeinflussung der Calcium-Sensitivitét der Ac-
tomyosin-ATPase durch Gelsolin diskutiert (Teubner et al., 1994, Gusev et a., 1994), in-
dem die Caldesmon-Inhibition reduziert wird. Gelsolin hat demnach einen positiven Ef-
fekt auf die Fahigkeit von Calmodulin, die Inhibierung der Actin-aktivierten Myosin-
ATPase durch Caldesmon aufzuheben (Gusev et al., 1994). Gelsolin aktiviert die Ac-
tomyosin-ATPase durch Verkirzung der Actin-Filamente in vitro (Strzelecka-Golas-
zewska et al., 1985, Galilly et al., 1990). Gelsolin aus Rinder-Aorta verstérkt in der Ge-
genwart von Tropomyosin die Actin-aktivierte Myosin-ATPase durch die Verkirzung von
F-Actin um das Vierfache (Ebisawa und Nonomura, 1985).

Das Gelsolin-verwandte Protein des Regenwurms EWAM war der erste Modulator, der
aus der Muskulatur von Wirbellosen isoliert wurde (D Haese und Hinssen, 1987). Die
Menge an EWAM, die aus den schraggestreiften Muskelzellen des Hautmuskelschlauchs
des Regenwurms isoliert werden kann (D Haese und Hinssen, 1987), ist vergleichbar mit
der, die aus der glatten Muskulatur von Vertebraten aufgereinigt werden kann (Hinssen et
al., 1985a).

EWAM zeigt eine Ca’*-sensitive Fragmentierung von Actin-Filamenten innerhalb von
wenigen Sekunden, wie Gelsolin des glatten Muskels (Hinssen et al., 1985 a) und Makro-
phagen-Gelsolin (Janmey et al., 1985). Die Ca’*-Konzentration, die zur Aktivierung not-
wendig ist, ist etwas niedriger als die, die fur Fragmin (Hasegawa et al., 1980), Severin
(Yamamoto et a., 1982) und verschiedene Vertebraten-Gelsoline gefunden wurde (Yin
und Stossel, 1980, Yinet al., 1981, Hinssen et al., 1985a).

Die Auftrennung des Extrakts aus Hautmuskelschlauch mit Anionen-Austauscherchro-
matographie ergibt drei Aktivitétspeaks. Zwel dieser Proteinfraktionen haben eine unter-
schiedliche apparente Masse von 43 und 45kDa im SDS-PAGE und verschiedene iso-
elektrische Punkte (D Haese und Hinssen, 1987). Die Proteine der 45kDa-Bande lassen
sich durch Anionenaustauscher-Chromatographie in zwel nacheinander eluierende Vari-
anten weiter auftrennen. In funktionellen Tests waren die Eigenschaften dieser Fraktionen
nicht unterscheidbar. Es wurde daher angenommen, dass es sich um verschiedene | sofor-
men von EWAM handelt.

Eine Isoform, die des ersten Peaks und daher P1 genannt, konnte komplett sequenziert
werden (Giebing et al., 1994). An dieser 1soform wurden Untersuchungen zur Zuordnung
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bestimmter Funktionen zu den individuellen Doméanen mit Hilfe von Deletionsmutanten
durchgefuihrt (Giebing et al., 1997).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war zunéchst geplant, durch unterschiedliche Metho-
den Klarheit darliber zu erlangen, ob es sich bel diesen Varianten tatséchlich um Isofor-
men handelt. Um die Protein-Varianten weiter zu charakterisieren, wurden daher ihre im-
munologischen Eigenschaften und ihre Spaltmuster bel limitierter Proteolyse untersucht.
Weiterhin war beabsichtigt, durch die Sequenzierung einer weiteren EWAM-Variante,
neben der bereits bekannten Sequenz von EWAM-PL, die Existenz von Isoformen weliter
abzusichern.

Die Sequenzinformationen wirden darlber hinaus Vergleiche mit anderen, gut unter-
suchten Actin-Modulatoren moglich machen. Es wurde daher erwartet, dass es aufgrund
dieses Vergleiches moglich wére, Vermutungen Uber die dreidimensionale Gestalt und die
Lage funktionell wichtiger Peptide anzustellen. Der EWAM ist ein 40kDa-Modulator, fur
den, wie fur 80kDa- Proteine, eine Komplexbildung mit zwel Actin-Monomeren nachge-
wiesen wurde (D Haese und Hinssen, 1987). Die Lage der zweiten Actin-Bindungsstelle,
die notwendigerweise auch F-Actin binden kdnnen muss, konnte jedoch noch nicht identi-
fiziert werden (Giebing et al., 1997). Eine Lokalisation der zweiten Actin-Bindungsstelle
konnte Hinweise auf den Mechanismus der Nukleation des EWAM geben, der sich von
dem des Gelsolins unterscheidet, denn beim Gelsolin sind an der Nukleation das zweite
und vierte Segment beteiligt (Pope et al., 1995).

Die Untersuchung anderer Organe auf Protein- und Nukleinséureebene zeigte, dass die
Actin-Modulator-lsoformen organspezifisch exprimiert werden. Durch die Lokalisation
der Isoformen in den unterschiedlichen Organen und innerhalb von Zellen, besonders in
den einer starken Formverdnderung unterworfenen Stadien der Spermatogenese, und
durch eine Kolokalisation des EWAM mit Actin wurden Hinweise auf die Funktion der

Gelsolin-verwandten Proteine des Regenwurmes erwartet.
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2.

M aterial und M ethoden

2.1 Untersuchte Organe

Es wurde das Gelsolin-verwandte Protein des Hautmuskelschlauchs, des Kaumagens und
der Samenblasen isoliert.

RNA, Protein-Rohextrakte und zum Teil Gefrierschnitte wurden weiterhin untersucht von
folgenden Geweben: Isolierter Ring- und Langsmuskel des Hautmuskelschlauchs, Pha-
rynx, Lateralherzen, Bauchmark, Darm.

Abb. 2.1: Vorderende von Lumbricusterrestris, halbschematischer Medianschnitt (nach Peters und Walldorf
(19864a), verandert). Bm: Bauchmark, KM: Kaumagen, LH: Lateralherzen, LM: Langsmuskel des Hautmus-
kelschlauchs, MD: Mitteldarm, Ph: Pharynx, RM: Ringmuskel des Hautmuskel schlauchs (aus Griinden der
Ubersichtlichkeit Samenblasen, die vom 10. und 11. Segment ausgehen, nicht eingezeichnet)

2.2 Biochemische M ethoden

2.2.1 Isolierung des Gelsolin-verwandten Proteins aus den Geweben des Regenwurms
Die Regenwurmer der Art Lumbricus terrestris wurden von einem Angelsportgeschéft le-
bend bezogen (, Tauwlrmer Giant Size") und entweder sofort verarbeitet oder bei 4°C auf
Blumenerde und Kaffesatz z. T. fir mehrere Wochen gehéltert. Vor der Préparation wurde
die benotigte Anzahl Tiere (zwischen 50 und 100 Stiick) unter flief3endem L eitungswasser
gesaubert und fur %2 Stunde auf Eis gelegt. Die Tiere wurden langs aufgeschnitten, Kauma-
gen und/oder Samenblasen wurden entnommen und die restlichen Organe mit einem Spatel
entfernt. Hautmuskelschlduche und Kaumégen wurden anschlief3end in Waschlosung von
Erdpartikeln gesaubert.
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Waschldsung:

20mM KCl

0,5mM MgCl,

10mM Imidazol-HCl pH 6,4
20mM 2-Mercaptoethanol)

Die Aufreinigung aus dem Hautmuskelschlauch und dem Kaumagen erfolgte dhnlich wie von
D Haese und Hinssen (1987) beschrieben. Die Vorgehensweise umfasste eine Extraktion des
EWAM in Abwesenheit von Ca&*, Ammoniumsulfat-Félung und meist Gelfiltra-
tionschromatographie unter Verwendung einer Superdex SD 200-Matrix (Amersham
Pharmacia, Schweden).

Bel der Aufreinigung des EWAM aus den Spermienstadien wurde die Methode leicht mo-
difiziert:

Es wurden pro Versuch 50 oder 100 Regenwurmer prépariert. Die entnommenen Samen-
blasen (jeweils moglichst ale 6) wurden in Regenwurmringer + EGTA auf Eis gesammelt. In
einem Glas-Teflon-Handhomogenisator wurden die Samenblasen durch Zerdriicken eroffnet.
Mit einem Teeseb wurden die festen Bestandtelle, hauptsichlich die Wénde der
Samenblasen, abgetrennt. Die unreifen Spermienstadien wurden durch Zentrifugation in
einem JA 20 Beckmann-Rotor bei 20.000rpm fur 20min. pelletiert. Im Uberstand befanden
sich ausschliefdlich reife Spermien. Das Pellet wurde mit dem funffachen Volumen EWAM-
Extraktionspuffer im Glas-Teflon-Handhomogenisator aufgeschlossen.

EWAM -Extraktionspuffer:

0,5% Triton X-100

5mM Ethylenglycol-big[3-Aminoethylether]-N,N,N*,N*-Tetraessigsiure (EGTA)
5mM 3-Mercaptoethanol

1mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PM SF)

1mM MgCl,, 20mM KCl

10mM Imidazol/HCl pH 6,7.

Es folgten fraktionierte Fallungen mit 40%iger und anschlief3end mit 80%iger Ammoni-
umsulfat-Séttigung. Hierzu wurde Ammoniumsulfat p.a. in kleinen Portionen unter Rihren
bei 4°C in die Proteinlésung gegeben, bis eine Séttigung von 40% erreicht war. Die Sus-
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pension wurde fir mindestens eine weitere Stunde gerthrt und anschlief3end 25min bel
10000 x g zentrifugiert. Der Vorgang wurde mit dem Uberstand mit 80% Ammoniumsul-
fat-Séttigung wiederholt. Das Pellet dieses Arbeitsschrittes wurde im ein- bis zweifachen
Volumen Puffer gelost. Das Pellet wurde in wenig Dialysepuffer aufgenommen und Gber
Nacht gegen 2| Startpuffer dialysiert. Eine Ultrazentrifugation bei 65.000rpm fir 5 Stun-
den sedimentierte das Hamoglobin. Anschlief3end wurde das Diadlysat sterilfiltriert, um

Tribungen zu entfernen.

Dialysepuffer: Startpuffer der Sulenauf-
10mM KCI, 20mM Imidazol trennung:

1mM EGTA = Dialysepuffer + 0,5mM ATP.
0,5mM Dithiothreitol (DTT)

0,5mM MgCl, pH 7,6.

Die chromatographische Auftrennung des Extrakts erfolgte tiber eine DEAE-Sepharose-
lonenaustauschersaule CL 6B mit 10ml Volumen mit 2,4ml Fraktionsvolumen bei einer
Durchflussrate von 0,4ml/min. Es wurde zundchst mit 3 Volumen bei 10mM KCI €eluiert,
dann wurde mit einem linear ansteigenden KCI-Gradienten bis 150mM innerhalb von 15
Saulenvolumen eluiert. Fraktionen, die viskositdtserniedrigende Aktivitét zeigten, wurden
mit Ammoniumsulfat geféllt und meist durch eine Gelfiltration mit 200mM KCl an Super-
dex SD 200 (Amersham Pharmacia, Schweden) weiter gereinigt. Die Flussrate der Gelfil-
tration betrug 0,4ml/min, die Fraktionsgrofie 2ml.

2.2.2 Viskosimetrie

Die Fraktionen, die das Gelsolin-verwandte Protein enthielten, wurden mit Hilfe der Vis-
kosimetrie mit Kaninchen-Skelettmuskel-Actin identifiziert (vergl. Hinssen et al., 1984).
Es wurde ein Kapillar-Viskosmeter nach Ostwald mit Iml Mef3volumen und einer Aus-
flul3zeit fir Wasser von 45s verwendet. Zur Ermittlung der modulatorhaltigen Fraktionen
wurden alle 5 bis 10 Fraktionen Proben viskosimetrisch untersucht. Hierzu lief3 man Ske-
lettmuskel-G-Actin (0,76mg/ml Endkonzentration) in 0,2x Actin-Polymerisations-Puffer,
0,5mM CaCl, und 0,05xPolymerisations-Mix 10min bei 25°C polymerisieren. Nach Zu-
gabe von 200ul Probe zur Erlangung eines Gesamtvolumens von 1ml wurde jeweils die
Viskositdt der Mischung (als Zeit, die die Flissigkeit benttigt, um senkrecht zwel Mess-
punkte im Viskosimeter zu passieren) bel 25°C gemessen (MacL ean-Fletcher und Pollard,

16



Materia und Methoden

1980, Hinssen et al., 1984). Je mehr sich die Viskositédt der Mischung nach Zugabe der
Probe dem Wasserwert des Viskosimeters annghert, desto hoher ist ihre Aktivitét. Die Ak-
tivitét (in Prozent) ergibt sich als der Quotient der Laufzeitdifferenzen von F-Actin und F-
Actin mit Modulator und F-Actin und Wasser.

Aktive Fraktionen wurden vereinigt und mit Ammoniumsulfat geféllt. Alle Schritte der

Aufreinigung wurden mit SDS-PAGE dokumentiert.

Actin-Polymerisations-Puffer: Polymerisations-Mix:
10mM Na&ATP 2mM KCI
100mM Imidazol-HCI pH 7,0 40mM MgCl,

223 Isolierung der Proteine mit TRIzol

Mit TRIzol (Gibco BRL) kdnnen gleichzeitig RNA, DNA und Proteine isoliert werden.
Die Proteinextrakte enthalten anschlief3end also keine Nukleinsduren mehr und lassen sich
daher besonders deutlich und konturiert mit SDS-PAGE auftrennen. Bel der Isolierung von
Proteinen mit TRIzol wurde nach Herstellerangaben vorgegangen. Nach der Abtrennung
der oberen, RNA-haltigen Chloroformphase wurden die Inter- und Phenolphase bei —20°C

z. T. fur einige Wochen eingefroren, bevor die Proteine isoliert wurden.

2.2.4 K onzentrationsbestimmungen von Proteinen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Methode von Bradford (1976)
mit dem Bio-Rad-Reagenz (Mikromethode), das das Farbstoffkonzentrat Coomassie-Bril-
liant-Blue R-250 (CBB, Bio-Rad) enthédt. CBB bildet mit dem Protein einen farbigen
Komplex. Der Komplex ist bel 595nm im Spektralphotometer (Beckmann) messbar. Als
Standard diente eine Losung von Rinderserum-Albumin (BSA) mit einer Konzentration

von 0,5mg mi™.

2.2.5 SDS-PAGE

Nach der Methode von Laemmli (1970) und O’ Farrell (1975) wurden Proteine unter de-
naturierenden Bedingungen nach ihrem Molekulargewicht in einem Mighty Small™ SE
245 Dual Gel Caster (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, Dimensionen des Gels
10cm x 8cm x 0,75mm) oder in Gradientengelen aufgetrennt. Es wurde mit einem Sam-
mel- und einem Trenngel gearbeitet. Die Auftrennung erfolgte Uber ca. 1h bel 4°C und ei-
nem konstanten Strom von 23mA pro Gel. Die Gele wurden anschlief3end fixiert, gefarbt
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(Neuhoff et al., 1985, 1988, 1990a, b) und Uberschissiger Farbstoff wurde in einer Entfar-
belésung entfernt (Stegemann, 1972). Die Dokumentation der geférbten Gele erfolgte mit
einem Agfapan APX 25-Rollfilm (Agfa).

In der diskontinuierlichen SDS-PAGE besal3en die Plattengele mit einem linearen Gra-
dienten von 9-17% und Abmessungen von 1x150x170mm. Die Elektrophorese dauerte ca.
16h bei 4°C mit einer Stromstdrke von 40mA pro Gelplatte und 400 Pulsen/sec (Ortec
4100 pulsed constant power supply).

Zur Abschdtzung der molaren Massen wurde eine hochmolekulare Standardproteinmi-
schung (Sigma SDS-6H) benutzt. Die Mischung enthdlt Myosin aus Kaninchen-Skelett-
muskel (205kDa), B-Galactosidase aus Escherichia coli (116kDa), Phosphorylase B aus
Kaninchen-Skelettmuskel (97,4kDa), Rinderserumalbumin (68kDa), Albumin aus Huh-
nerei (45kDa), Carboanhydrase aus Rindererythrocyten (29kDa), Trypsin-Inhibitor aus
Sojabohne (21kDa) und Cytochrom C (12,5 kDa).

Probenvorbereitung:

Die Proteinproben wurden in einem SDS-Inkubationsmedium (= Laemmli-Puffer) finf Mi-
nuten gekocht und auf eine Endkonzentration von 14% (v/v) Glycerin und 0,002% Brom-
phenolblau eingestellt.

10% (w/v) Ammoniumsulfat
0,1% CBB (Serva Blue G-250)
2% (v/v) Phosphorsiure

4,8% (v/v) Eisessig
28,6% (v/v) Methanal

11fach Laemmli-Puffer: Sammelgel: Trennge:
11% (w/v) SDS 4.8% Acrylamid 9, 15 oder 17% Acrylamid
55% (v/v) [3-Mercapto-ethanal 0,18% Bis-Acrylamid 0,13% Bis-Acrylamid
110mM TRIS-HCI, pH 8,0. 190mM TRIS-HCI pH 8,8
" P 0,1% SDS g
0,1 oder 0,2% SDS
125mM TRIS-HCI pH 6,8 10% Glycerin
0,1% Ammoniumperoxid- 0,4% APS
SDS-Elektrodenpuffer: sulfat (APS) 0,067% TEMED.
0,1% (w/v) SDS 0,1% N,N,N*,N‘-Tetra-
192mM Glyci o
i Ean methylethylendiamin
25mM TRIS-HCI, pH 8,8
(TEMED).
Coomassie Brilliant Blue (CBB) Férbung: Entfarbelosung:
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2.2.6 Western-Blots

Unmittelbar nach der Elektrophorese wurden die Proteine aus den Polyacrylamidgelen
semi-dry elektrophoretisch mit einem Biometra Fast Blot-Gerét auf Nitrocellulose-Filter
(Protran, Schleicher & Schuell, PorengrofRe 0,1um) transferiert (Towbin et al., 1979,
Khyse-Andersen, 1984). Der Transfer erfolgte bel konstanter Stromstérke von max.
5mA/cm? Gelflache mit einer Kithlung mit 5°C kaltem Wasser fiir ca. 1h. Der Erfolg des
Transfers wurde durch reversibles Anférben der Proteinbanden mit Ponceau S-Losung
kontrolliert (Salinovich und Montelaro, 1986). Anschlief3end wurde die Membran 1-2min
unter mehrmaligem Wechseln mit PBS gewaschen und entférbt.

Transferpuffer: Ponceau S-L 6sung:

20% Methanol 0,2% (wi/v) Ponceau S

192mM Glycin 3% (v/v) Sulfosalicylsdure

25mM TRIS-HCI, pH 8,5 3% (v/v) Trichloressigsaure
2.2.7 Immunologische Detektion von Proteinen

Zunéchst wurden die Uberschissigen Proteinbindungsstellen der Membran mit Abdecklo-
sung uber Nacht bei 4°C saturiert, um eine unspezifische Bindung der Nachweisreagenzien

zu verhindern.

Abdeckldsung:
0,2xPBS

0,2M NaCl
0,2% BSA
0,1% Tween 20

Die Blots wurden mit monoklonalem Maus-anti-P2 Erstantikorper, 1:10.000 mit Abdeck-
|6sung verdinnt, Kaninchen-anti-Fragmin-Antikorper, 1:50 000 verdinnt, oder Kaninchen-
anti-P1-Antikorper, 1:50 000 verdunnt, 3 bis 4 Stunden bel 4°C inkubiert und anschlief3end
3x10min. mit Abdecklosung bei 4°C gewaschen. Die Zweitantikorperinkubation erfolgte
mit einem 1:5.000 in Abdeckldsung verdinnten, gegen Maus oder Kaninchen gerichteten
Antikorper  (Kaninchen-anti-Maus-Alkalische Phosphatase-Konjugat oder Ziege-anti-
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Maus-Alkalische-Phosphatase-Konjugat, beides Dianova) fir 2 Stunden bei 4°C. Uber-
schissiger Antikorper wurde durch zweimaliges Waschen bei Raumtemperatur in Ab-
decklésung entfernt, und anschlief3end wurde das Nitrocellulosefilter 2x10min mit Alkali-
sche-Phosphatase-Puffer an das Milieu der alkalischen Phosphatase aquilibriert.

Alkalische-Phosphatase-Puffer:
0,IM TRIS-HCI

0,1M NaCl

50mM MgCl, pH 9,5.

Die Farbelosung enthielt 66ul der Nitroblautetrazolium (NBT)-Stammlosung (=
0,0066mg/ml) und 33ul der 5-Bromo-4-Chloro-3-1ndolylphosphat (BCIP)-Stammlésung
(= 0,0033mg/ml) in Alkalische-Phosphatase-Puffer. Die Alkalische Phosphatase des
Zweitantikorpers katalysiert eine Protonenabspaltung am BCIP, das dadurch zu einem
blauen Indigofarbstoff wird, wahrend das NBT durch die Aufnahme des Protons zu einem

purpurfarbenen Diformazan reagiert (Blake et al., 1984).

BCIP-Stammldsung:
100mg BCIP in 1,9ml 100% Dimethylformamid (DMF) I6sen,
ergibt ca. 50mg/ml in DMF; Lagerung bei —20°C

NBT- Stammlésung:
100mg NBT in 1,9ml 70% (v/v) DMF l6sen;
ergibt ca. 50mg/ml in 70% (v/v) DMF; Lagerung bei —20°C

2.2.8 Limitierte Proteolyse mit V8

Erster Ansatz: 5ug gereinigter EWAM (P1 in einem Volumen von 2,5ul, P2 und P3 in &-
nem Volumen von 10pul) wurden mit 50ng V8 Staphylococcus aureus—Protease in einem
Volumen von 0,1ul versetzt, so dal3 sich ein Verhdltnis von 1:100 ergab. Diese Mischung
wurde for 0, 1, 3, 5, 10, 20, 40 oder 80min bei 20°C inkubiert. Die Reaktion wurde ge-
stoppt durch Zugabe von Laemmli-Puffer und Kochen fir 5min.

In einem zweiten Ansatz wurden 30mg gereinigter EWAM in einem Volmen von 30pl mit
0,15mg V8-Protease in einem Volumen von 1,5ul (fir die Proteolyse von P1) oder 0,3mg
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Protease in 0,15l (fur die Proteolyse von P2) fur 1min (P1) bzw. 15min (P2) bel 25°C in-
kubiert.

In einem dritten Ansatz wurde Actin zu den gereinigten EWAM-Proteinfraktionen in e-
nem Verhdltnis von 2:1 (Actin.EWAM) hinzugefiigt. Vor der Inkubation mit der Protease
wurde die Lésung auf eine Konzentration von 2mM Ca?* gebracht. Die Proteolyse wurde
wie im zweiten Ansatz durchgefihrt.

Nach der Inkubation wurden die Produkte der Proteolyse in einem SDS/PAGE aufgetrennt

und entweder mit Coomassie geféarbt oder auf Nitrocellulose transferiert.

2.3 Molekularbiologische M ethoden

23.1 DEPC-Behandlung von Wasser und Geraten

Bel der Arbeit mit RNA ist darauf zu achten, dal3 Gerédte und die verwendeten Losungen
frel von RNAsen sind, da RNA sehr anféllig fir enzymatisch katalysierte Hydrolyse ist.
RNAsen sind ubiquitér, sehr stabil und nicht durch Autoklavieren zerstorbar, sondern re-
naturieren nach der Behandlung wieder. Die Behandlung von Kunststoffgerdten und L6-
sungen mit 0,1% (v/v) Diethypyrocarbonat (DEPC) unter Rihren bei 37°C fir eine Stunde
und anschlief}endes Autoklavieren oder Backen der Glasgerdte bei 180-200°C flr vier
Stunden dekontaminieren von RNAsen. DEPC ist ein starker RNase-Inhibitor (Fedorcsak
und Ehrenberg, 1966). Kochen (z. B. im Autoklaven) zersetzt DEPC.

2.3.2 I solierung von RNA

Die Gesamt-RNA wurde mit dem RNeasy-Kit (Qiagen) oder mit TRIzol (Gibco BRL) iso-
liert.

RNeasy-Kit: Das Gewebe (ein Kubus von ca. 3mm Kantenlange, bei der Verarbeitung des
Samenblasen-Inhalts das Pellet der in Ringer + Ca®* aufgefangenen Spermienstadien)
wurde mit einem Glas-Teflon-Homogenisator (elektrisch angetrieben) in RLT-Puffer aus
dem Kit aufgeschlossen und bel —80°C mehrere Tage bis zur weiteren Bearbeitung aufbe-
wahrt. Die DNA in der Probe wurde mit dem Qiashredder (Qiagen) geschert. Bel der wel-
teren Bearbeitung wurde den Herstellerangaben gefolgt. Die Elution der RNA von den
Saulchen erfolgte mit 2x30pl DEPC-H,0.

TRIzol: Es wurde weitgehend den Anweisungen des Herstellers gefolgt. Das Gewebe
wurde mit einem Glas-Teflon-Homogenisator in TRIzol homogenisiert (elektrisch ange-
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trieben). Das Homogenat wurde z. T. flr mehrere Tage bel —80°C bis zur weiteren Ver-
wendung eingefroren.

233 Verwendete Primer
Erste Informationen Uber die Aminosduresequenz wurden durch die Sequenzierung von
Peptiden, die durch Lys-C Verdau erhalten worden waren, ermdglicht (Giebing et a.,
1993, Giebing, 1994). Ein PCR-Fragment konnte mit Hilfe von PCR-Primern, die auf-
grund dieser Sequenz-Informationen konstruiert worden waren, amplifiziert werden und
diente als Sonde fur das Screening der Hautmuskelschlauch-spezifischen cDNA-Biblio-
thek. Hierdurch konnte die Sequenz eines positiven Klons sequenziert werden, dessen ab-
geleitete Aminosduresequenz einem ca. 40kDa grof3en Gelsolin-verwandten Protein zuge-
ordnet werden konnte, das EWAM-P1 darstellt (Giebing et al., 1993). Nun stellte sich her-
aus, daid die Lys-C-Peptide EWAM-P2 zuzuordnen sind. Durch Vergleich der Sequenz von
EWAM-P1 mit den Sequenzen der Lys-C-Peptide konnten Bereiche identifiziert werden,
in denen sich EWAM-P1 und P2 unterscheiden. Diese Regionen sollten geeignet sein, um
spezifische Primer herzustellen. Die erste ausgewahlte Sequenz von Aminosaure 66 bis 71
in P1 lautet QHGKFYNE, wahrend an der entsprechenden Stelle in P2 DY GSFFSG zu
finden ist. Der hiervon abgeleitete sense-Primer wurde SO 2 genannt. Zusammen mit dem
antisense-Primer anti-FILD (Giebing et al., 1994) konnte in einer PCR mit Genbibliothek
ein 450bp-PCR-Fragment amplifiziert werden, das nach Einklonierung sequenziert wurde.
Mit Hilfe dieser Sequenzinformationen konnten weitere Primer hergestellt werden, die es
ermdglichten, 3'- und 5'-RACE durchzufiihren. Die Enden der Sequenz wurden schlief3lich
durch PCR mit Genbibliothek mit jewells einem sequenz- und einem vektorspezifischen
Primer erhalten. Die Genbibliothek liegt im Lambda-Zap Vektor vor und wurde mit Eco RI
und Xho | gerichtet einkloniert (Giebing, 1989). 5 -seitig liegen der T3-Primer und M13
(reverse) auf dem Vektor, 3'-seitig wurden T7, M13 (-40), SP6 und ein selbst entworfener
Primer (Revbluescript123) ausgenutzt.
Tabelle 2.1 gibt einem Uberblick {ber die verwendeten Primer, woher Informationen zu
ihrer Konstruktion stammten und fur welchen Zweck sie jewells eingesetzt wurden.

Tabelle 2.1:

Primer, Orientierung, Position, Sequenz

erhalten durch

verwendet fir

1s02, sense, ca. Aminosaure 70
>'ATA CCC GGG AGT TTC TTC AGC GG’

Alignment der LysC
Peptide (Giebing, 1994)

Amplifikation des ersten P2-
Fragments

anti-FILD, antisense, ca. Aminosaure 200 (und 300)
>'TCI A%/,G ATG AAI AC¢/, TC®

Alignment der LysC
Peptide (Giebing, 1994)

haufig benutzt, ist nicht
spezifisch fur P2, stark kon-
servierte  Sequenz,  tritt
zweimal in EWAM auf
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KIWRI, sense, ca. Aminosaure 50
" AAG ATC TTG ¢/,GI ATC GTI AA°/, T*

Alignment der LysC
Peptide (Giebing, 1994)

haufig benutzt, ist nicht
spezifisch fur P2, stark kon-
servierte Sequenz

GREEL, sense und antisense, ca. Aminosdure 85 (sense-

Sequenz gezeigt) .
> TG AAG GGT AGA GAG GAG CTC’

Alignment des ersten P2-
Fragments mit P1

-3’RACE

- Amplifikation des 5-En-
des zusammen mit T3 und
anti-FENGL-Primer in einer
semi-nested PCR

FENGL, sense und antisense, ca. Aminosdure 145 (sense-

Sequenz gezeigt) .
> TTA AGC TAT TTT GAA AAC GGA TTA®

Alignment des ersten P2-
Fragments mit P1

- 3’RACE

- Ampifikation des 5 -Endes
zusammen mit T3 und anti-
GREEL-Primer in ene
semi-nested PCR

- Amplifikation des 3'-En-
des zusammen mit T7 und

MQYLQ-Primer in ener
semi-nested PCR
MQYLQ, sense, ca. Aminosaure 225 3'RACE Amplifikation des 3"-Endes
°G ATG CAG TAT CTG CAG AAC CC’ zusammen mit T7 und
FENGL-Primer in ener
semi-nested PCR
anti-CPQRL, antisense, ca. Aminosdure 190 3'RACE Sonden-Produktion fir Nor-
®TGT CCT CAG CGC CTG AAG TCG G’ thern Blot
P2(leader), sense, von Nukleotid —25 an Amplifikation des 5'-| Sonden-Produktion fiir Nor-
® GTT CTG TTT AAC CTA CAG CCG® Endes thern Blot

Sense P2S1, sense, vom Anfang von S1 des EWAM-P2 an
® GCC GGC GGA TCC ATG TCT GGT CTT GTG AAG
Gca®

nach der Sequenzierung
der gesamten Sequenz

Amplifikation von einzelnen
Segmenten

RevP2S2, antisense, Ende von S2 in EWAM-P2
> GGC GGC AAG CTT GTC TGT CTG GTC TTC GGG
TAA>

durch Sequenzierung der
gesamten Sequenz

Amplifikation von einzelnen
Segmenten

RevP2S3, antisense, Ende von S3in EWAM-P2
® GGC GGC AAG CTT TCA GCA AAA AAG CCT CTG
AAA°

durch Sequenzierung der
gesamten Sequenz

Amplifikation von einzelnen
Segmenten

P1(340bp), sense, entsprechende Stellein P1 wie GREEL in
P2, ca. Aminosdure 85 .
®’GCG GAC CCG AAG AGC AAT G’

P1-spezifisch

PCR mit genomischer DNA

anti-TEYK, antisense, ca. Aminosaure 165

hybridisiert mit P1- und

PCR mit genomischer DNA,

® GCA GAC GCG GTT TGT ATT C° P2-Sequenzen nested PCRs

40p, sense, Aminosaure 1, plus BamHI P1-spezifisch Sonden-Produktion fir Nor-
®'GCC GGC GGA TCC ATG GCA ACA GGT TTA ATT thern Blot

AAA GCG AAG GAA TAC®

43p, antisense, Aminosaure 368, plus HindllI P1-spezifisch Sonden-Produktion fir Nor-

"GGC GGC AAG CTT AGC TGC AAT TGC AAC GTT
GAA CGC ¢®

thern Blot

ACT U235
'AA°/, TGG GA®/, GA®/, ATG GA*/; AA*

Actin-spezifischer sense-
Primer (Fretz, 1996)

- Kontrolle der Integritét der
RNA
- interner Standard bei RT-
PCRs

ACT L667
*‘gece AT/ TC®/:r TGS/T TC*/. AAR/, TC®

Actin-spezifischer  anti-
sense-Primer (Fretz,
1996)

- Kontrolle der Integritét der
RNA
- interner Standard bei RT-
PCRs

Revbluescript123
'GCA AGG CGA TTA AGT TGG GTA ACG®

antisense-Primer auf dem
Bluescript-Vector, 123
Basen vom Insert entfernt

1. Runde ener nested-PCR,
um das 3’-Ende von P2 zu
erhalten
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234  Reverse Transkription mit AMV-Reverser Transkriptase

Die Hybridiserung von 2ug oligo(dT)15-Primer an 1ug RNA fand in einem Gesamtvolu-
men von 10ul bei 60°C (in einem DEPC-behandelten Reaktionsgefdl?) 5min. lang statt.
Anschlief3end wurde die Mischung mit 20u RNase-Inhibitor (RNasin Ribonuklease Inhi-
bitor (Promega)), 16nmol Nukleotiden (Boehringer, Mannheim), 32u AMV-Reverser
Transkriptase (RTase) (Promega) und Promega-Reaktionspuffer fir RTase in einem Ge-
samtvolumen von 20ul vereinigt. Das Programm der reversen Transkription lautete:
10min. bei 25°C, 1h bel 42°C, 5min. bei 95°C.

2.35 Reverse Transkription und PCR mit Ty, DNA Polymerase

Um eine Fehlhybridiserung des oligo(dT)-Primers eventuell zu verhindern, wurde eine
Reverse Transkriptase verwendet, die bel sehr hohen Temperaturen arbeitet. Eine solche
Eigenschaft besitzt die Thermus thermophilus HB-8 (Tv, ) DNA Polymerase (Promega)
(Rattimann et a., 1985). In Gegenwart von Manganionen besitzt die Ty, DNA Polymerase
eine RNA-abhangige DNA-Polymeraseaktivitét, die zur Erststrangsynthese der cDNA
ausgenutzt wird. Diese Aktivitét besteht auch bel 70°C, der oligo(dT)-Primer jedoch bindet
bei solchen Temperaturen kaum noch. Aus diesem Grund wurde die Erststrangsynthese bei
65°C vorgenommen. Werden die Manganionen durch den Chelator EGTA aus dem Pro-
benansatz entfernt und stattdessen Magnesiumionen zugefugt, dann zeigt die Tth DNA
Polymerase eine DNA-abhangige DNA Polymeraseaktivitét, die zur Zweitstrangsynthese
und zur Amplifikation in der nachfolgenden PCR ausgenutzt werden kann.

Eingesetzt wurden je 1ug mit TRIzol bzw. RNeasy isolierte Gesamt-RNAs aus dem Kau-
magen, aus dem Hautmuskelschlauch und der Samenblase sowie mit Magnetic Beads iso-
lierter mRNA aus dem Ringmuskel.

Der Reaktionsansatz fir die reverse Transkription im DEPC-behandelten PCR-Gefal3 ent-
hielt 1x RT Puffer (Kitbestandteil), 1mM MnCl2, 0,25mM dNTP-Mix, 0,75uM oligo dT-
anchor Primer, 5u Tth DNA Polymerase in 20pl. Dieser Ansatz wurde fur 20min. bei 65°C
im PCR-Gerédt inkubiert und anschlie3end auf Eis gestellt. Der Ansatz fur die PCR
(0,2pmol sense-Primer, 0,2pmol PCR-anchor-Primer (Kitbestandteil), 1x Chelat-Puffer
(Kitbestandteil), 2,5mM MgCI2 in 80ul) wurde getrennt vorbereitet und anschlief3end mit
dem 1.-Strang-Ansatz vereinigt.

Das Programm fir die 2.-Strang-Synthese lautete: 5min. bel 95°C (Denaturierung), 20min.
bei 70°C (2.-Strang-Synthese). Im Anschlul3 erfolgte eine PCR mit folgendem Programm:
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5min. 95°C, (40sec. 93°C, 1,5min. 50°C, 2min. 72°C)x 30, 7min. 72°C.
Es wurde ein Southern Blot der Proben angefertigt, mit einem DIG-markierten PCR-Pro-
dukt aus FENGL und anti-FILD hybridisiert und mit BCIP/NBT geférbt.

2.3.6 Polymerase-K ettenreaktion (PCR)
PCR mit cDNA:
Mit cDNA, zur Sonden-Produktion oder mit Plasmid-DNA wurden Standard-PCRs ausge-

fuhrt. Hierzu wurden 1ul DNA-L6sung unbekannter Konzentration oder 2,5ul der cDNA
mit 25pmol des sense- und antisense-Primers, 1u Tag-Polymerase (Qiagen), 0,5nmol Nu-
kleotide (PegLab) und 5pl 10x-Puffer (Qiagen) in einem Gesamtvolumen von 50ul ver-
mischt. Manchmal wurde Q-Solution (Qiagen) hinzugefiigt, um die Amplifikation zu ver-
stérken. Das Programm der PCR war: 5min 94°C, (40sec 93°C, 40sec 50°C, 1min 72°C)x
30, 7min 72°C. Wenn besonders lange Amplifikate erwartet wurden, wurde die Extensi-
onszeit auf bis zu 4min verlangert. Haufig wurde eine zweite, semi-nested- oder nested-
PCR angeschlossen, um die Spezifitét der Produkte zu erhohen.

PCR mit Bakterien
Zum Auffinden rekombinanter Klone wurde Koloniematerial direkt als DNA-Quelle der

PCR eingesetzt. Von der Kolonie wurde mit einem sterilen Zahnstocher eine kleine Menge
Bakterien in ein vorbereitetes PCR-Gefal3 mit 20pl PCR-Mix durch Hineintippen gegeben,
bevor mit diesem Zahnstocher die Ubernachtkultur angeimpft wurde. Der PCR-Mix ent-
hielt: 1mM Nukleotid-Mix, 25pmol des sense- und antisense-Primers, 0,5mM MgSO,, 1ul
DMSO, 1x PCR-Puffer, 0,5ul Vent (exo) (New England Biolabs GmbH). Das Programm
entsprach der Standard-PCR.

PCR mit kompletten A-Phagen der Genbibliothek
Die cDNA-Bibliothek des Hautmuskelschlauches des Regenwurms (Giebing et al., 1994)

enthdlt die cDNA-Inserts in dem A-ZAP-Vektor in eindeutiger Orientierung und war daher
geeignet, die 5°- und 3'-Enden der P2-Sequenz zu amplifizieren. Um die Spezifitdt der Re-
aktion zu erhdhen, wurde jeweils eine semi-nested-PCR, den spezifischen Primer betref-
fend, angeschlossen. Als problematisch stellte sich die hohe Salz- und besonders MgCl,-
Konzentration des SM-Puffers der Phagensuspension heraus. Aus diesem Grund wurde die
als Template eingesetzte Menge Genbibliothek zunachst mit Gelfiltrations-Saulchen Se-
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phadex G50 (Bio-Rad) entsalzt. Die PCR wurde durchgefihrt wie die Standard-PCR, nur
daf3 die erste Denaturierungszeit auf 10min Dauer ausgedehnt wurde (Giebing et al., 1994).

2.3.7 3 /5-RACE (,rapid amplifikation of cDNA ends' (RACE))

Das RACE wurde mit Hilfe des 5/3° RACE Kits (Boehringer, Mannheim) durchgefihrt.
Ziel des Vorgehens ist es, Voll-Langen-cDNA zu erhalten. Besonders das 5 -Ende fehlt
haufig in aus Genbibliotheken isolierten Klonen, da die Reverse Transkriptase nicht Uber
die gesamte Sequenz liest und vorzeitig vom RNA-Strang abfallt. Aus diesem Grund wur-
den Methoden entwickelt, mit deren Hilfe DNA-Sequenzen von einem mRNA-Template
zwischen einer bekannten internen Stelle und dem 3™ bzw. 5°-Ende der mRNA amplifiziert
werden konnen. Zuerst wurde eine solche Methode von Frohmann et al. (1988) beschrie-
ben. Das 5’ RACE ermdglicht die Amplifikation von unbekannten 5-Enden der mRNA.
Die Erststrang-cDNA wird durch AMV-Reverse Transkriptase aus Gesamt-RNA unter
Verwendung eines spezifischen (antisense-) Primers (,SP1") synthetisert. Da AMV-Re-
verse Transkriptase auch bei Temperaturen bis 55°C noch arbeitet, kdnnen so schwierige
Sekundéarstrukturen in der mRNA Uberwunden werden. Diese Erststrang-cDNA wird mit
Hilfe des High Pure PCR Product Purification Kit (Boehringer, Mannheim) aufgereinigt.
Mit Hilfe von Terminaler Transferase (Kitbestandteil) wird ein poly-A-Schwanz an das 3'-
Ende angehangt (also an das unbekannte Ende). Diese mit einem poly-A-Schwanz verse-
hene cDNA wird als Template in einer ersten PCR eingesetzt. Als sense-Primer dient ein
,0ligo dT-anchor-Primer”, der als letztes Nukleotid an seinem 3-Ende ein A, G oder C
aufweist, damit er am inneren Ende des poly-A-Schwanzes bindet, sowie an seinem 5'-
Ende eine Sequenz, die in folgenden PCR-Ansétzen als Primer dienen soll. Als antisense-
Primer dient ein zweiter spezifischer Primer (,SP2*). Das Produkt dieser PCR wird einer
zweiten, nested-PCR unterworfen, mit dem sense-Primer ,,PCR anchor Primer, der auf die
durch den ,,0ligo dT-anchor Primer* eingefiihrte Sequenz paldt, und einem dritten spezifi-
schen antisense-Primer (, SP3").

Fur das 3'RACE wird die mRNA mit dem oligo-dT anchor Primer revers transkribiert.
Aufreinigungsschritte entfallen, da die RNase H-Aktivitdt der AMV-Reversen Transkrip-
tase zum Abbau der RNA ausgenutzt wird. Das 3'-Ende wird anschlief3end mit einem spe-
zifischen sense-Primer (,SP5*) und dem PCR anchor Primer, der diesmal als Antisense-
Primer dient, amplifiziert. Unter Umstanden ist eine nested PCR mit einem zweiten spezi-
fischen sense-Primer (,SP6*) vorzunehmen. Die PCR-Produkte wurden mit einem 1%igen
Agarosegel aufgetrennt, kapillar auf Nylonmembran transferiert und mit einer DIG-mar-
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kierten Sonde hybridisiert. Das PCR-Fragment, das als Sonde markiert worden war, wurde
mit Hilfe der Primer FENGL und anti-FILD amplifiziert.

5'RACE: Dieverwendeten Antisense-Primer:
Als SP1, also zur reversen Transkription, diente FILD, als SP2 anti-P2 (170Bp) und als
SP3 anti-GREEL, als Template diente RNA aus Hautmuskelschlauch und Kaumagen.

3'RACE: Die verwendeten Sense-Primer:
Als SP5 diente GREEL, as SP6 P2 (170Bp), als Template cDNA aus Hautmuskel-
schlauch.

2.3.8 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in Horizontalelektrophorese mit einem
1%igen Agarosegel in 1x TBE-Puffer mit 90V (= ca. 10V/cm) fir ca. 1 Stunde. Die Gele
enthielten 1pg/ml Ethidiumbromid, das die DNA farbt. Die Dokumentation erfolgte unter
Fluoreszenzanregung des Farbstoffes auf einem UV-Translluminator (306nm) mit einem
Polaroid-Schwarzweil3film. Um die unterschiedlichen 5 -Enden von ca. 450bp Léange von-

einander zu trennen, wurde ein 1,5%iges Agarosegel verwendet.

TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE): 6x-DNA-Probenpuffer:
0,09M TRIS-Borat 0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,002M Ethylendiamintetraessigsdure 0,25% (w/v) Xylencyanol
(EDTA) 50% (v/v) Glycerin
pH 8,3. 50mM EDTA

2.3.9 Aufreinigung von PCR-Produkten aus Gelen und aus PCR-Ansétzen

Elution von entsprechenden Banden mit dem Jetsorb-Kit (Genomed), wobel die Nuklein-
sduren an Silikagelsuspensionen gebunden werden, oder mit dem Qiaquick-Kit (Qiagen),
die eine Bindung an Silikamembranen einschliefdt, erfolgte entsprechend den Herstelleran-
gaben. Die Nukleinsauren binden in Gegenwart von chaotropen Salzen an die Silikaober-
flachen. Nach einem Waschschritt mit alkoholhaltigem Puffer wird die DNA unter Nied-
rigsalzbedingungen eluiert. Die Elution der DNA von der Glasmilch oder den Saulchen er-
folgte mit der doppelten Menge Wasser. Fir die Sequenzierung wurden die PCR-Proben
direkt mit dem Qiaguick-PCR-Aufreinigungskit (Qiagen) von Nukleotiden und Primern
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gereinigt und nicht Uber das Gel (die Glasmilch verursacht héufig eine relativ starke Streu-
ung in den Proben durch tibertragene SiO,-Partikel).

2.3.10 K onzentrationsbestimmungen von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsauren wurde entweder durch UV-Spektrometrie oder
durch Abschédtzung der Intensitét der Fluoreszenz im Vergleich zum Lambda-Phagen-
Standard, der mit EcoRIl und Hindlll gedaut war (PegLab), ermittelt. Bei diesem Marker
treten die Banden in bekannten, konstanten Verhélznissen zueinander auf. Bel der UV-
Spektrometrie wurde die Absorption einer Verdinnung der Nukleinsdurelésung in einer
Quarzklvette bei 260nm Wellenldnge gegen den verwendeten Puffer als Leerwert gemes-
sen. Die Konzentration ergibt sich as: Mel3wert x Verdinnungsfaktor x 40 (fur RNA) oder
50 (fur DNA) = Konzentration in pg/ml. Die Reinheit der Préparation von Protein konnte
durch Berechnung des Quotienten aus der Absorption bei 260nm und 280nm (Absorpti-
onsmaximum aromatischer Aminosduren) nach der Subtraktion des Streuungswertes (Ab-
sorption bei 320nm) abgeschétzt werden. Fir DNA-Préparationen wurde ein Wert von 1,8-
2,0 und fir RNA-Praparationen von 1,9-2,2 akzeptiert.

2.3.11 Herstellung kompetenter Bakterien

100ml vorgewarmtes LB-Medium wurden mit DH50F - Bakterien (in Glycerin bei -80°C
gelagert) angeimpft. Die Flussigkultur wurde bis zum Erreichen einer ODgoonm VON 0,3-0,4
bel 37°C mit 280rpm im Bakterienschittler inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde fir
15min auf Eis abgekihlt und anschlief3end bei 4°C und 4000rpm sedimentiert. Das Pellet
wurde in 20ml frisch hergestellter 0,1M CaCl,-Ldsung resuspendiert. Der Vorgang der
Zentrifugation und Resuspension wurde einmal wiederholt. Nach einer Lagerung fur 24-
48h bel 4°C waren die Bakterien kompetent und verwendbar zur Transformation. Fur den
spateren Gebrauch wurden die Bakterien bei —80°C eingefroren gelagert.

2.3.12 Einklonierung von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden in verschiedene Vektoren nach Herstellerangaben ligiert:

In pGEM-T-Easy-Vektor (Invitrogen), wobei die Tatsache ausgenutzt wird, dald bei der
Amplifikation mit Tag-Polymerase Adenosin-Uberhénge entstehen. Der Vektor ist durch
Thymosin-Uberhédnge , klebrig* fiir die PCR-Fragmente. Die Ligationsprodukte wurden in
Ca’*-kompetente DH50.F -Bakterien transformiert.
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In den pZErO-2-Vektor mit dem Zero Background TM/Kan PLUS Cloning Kit (Invitro-
gen) mit anschlief3ender Transformation in Top-10-Zellen (Invitrogen) erfolgte nach Her-
stellerangaben. Es wachsen nur Klone, die sowohl transformiert wurden als auch das ge-
wunschte Insert enthalten, da der selbst-ligierte Vektor ein letales Gen enthdlt, das durch
das Insert auseinandergerissen wird. Die Insertion erfordert eine blunt-end-Ligation. Die
Enden der mit Tag-Polymerase amplifizierten DNA-Fragmente muf3ten daher zundchst mit
Vent-Polymerase blunt-end aufgefullt werden. Der Vektor wurde mit ECORV blunt-end ge-

schnitten.

2.3.13 Ausstreichen von Bakterien auf Kulturplatten

Medium fur auszuplattierende Zellen war LB-Medium mit 1,5% Agar-Agar. Zur Selektion
wurde, je nach transformiertem Vektor, Ampicillin (Endkonzentration 150pg/ml), Ka-
namycin oder Tetracyclin (je 15ug/ml) zugesetzt. Fur den Blau-Weil3-Test (Horwitz et al.,
1964) wurden IPTG (Endkonzentration 0,5mM) und X-Gal (Endkonzentration 30pg/ml)
nach der Sterilisation dem noch flissigen Medium zugegeben oder spéter auf der Oberfla
che der erstarrten Kulturplatten verstrichen.

2.3.14 Ubernacht-Flissigkultur

Bakterienklone wurden mit autoklavierten Zahnstochern gepickt und in 3ml LB-Medium
mit entsprechenden Antibiotika tUber Nacht bei 37°C im Bakterienschiittler (280rpm) inku-
biert.

Endkonzentration Ampicillin: 150pg/ml, Endkonzentration Tetracyclin: 15ug/ml.

LB-Medium:

1% Bacto-Trypton
0,5% Hefe-Extrakt
0,5% NaCl pH?75

2.3.15 L agerung von Bakterien als Glycerinkultur

500ul einer Bakteriensuspension wurden in Eppendorfgefé3en mit 20% sterilem Glycerin
versetzt. Die Losungen wurden gut miteinander gemischt. Die Eppendorfgefél3e wurden in
flussigen Stickstoff getaucht und bei —80°C eingefroren gelagert. Die schockgefrorenen
Klone kdnnen bei —80°C jahrelang gelagert werden.
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2.3.16 Isolierung von Plasmiden

Zur |solierung von Plasmiden aus Bakterien im Mikromal3stab (Miniprégparation) wurden
1,5-2ml einer 3ml-Ubernachtkultur durch Zentrifugation sedimentiert (2min 1000rpm im
Eppendorfgefald). Die Isolierung wurde mit verschiedenen Kits (z. B. Qiaprep-Spin-Mini-
prep-Kit, Qiagen) vorgenommen, denen das Prinzip der akalischen Lyse nach Birnboim
und Doly (1979) mit anschlief3ender Ethanol-Prézipitation zugrunde lag.

2.3.17 Restriktion von DNA

Der Dau der DNA mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen erfolgte in der Regel in Ansét-
zen von 10ul. Enzymmengen und Puffer wurden entsprechend den jeweiligen Herstel-
lerangaben eingesetzt. Die Inkubation erfolgte fur 1h bei dem Temperaturoptimum der
verwendeten Restriktionsendonuklease (in der Regel 37°C). Sollte mit zwei Enzymen ge-
daut werden, die in verschiedenen Puffern arbeiten, wurde die DNA nach erfolgter erster
Inkubation mit dem Qiaquick-Kit (Qiagen) vom ersten Enzym gereinigt. Nach Beendigung
des Daus wurde die DNA auf einem Agarosegel analysiert.

2.3.18 Sequenzierung von DNA

Die nicht-radioaktive Sequenzierung wurde an einem DNA-Sequenzierer vorgenommen
(Licor 4000, MWG, Ebersberg). Die Sequenzierungen wurden in Vorwérts- und Rulick-
waértsrichtung mit markierten M13 reverse- und M13 (-40)-Primern vorgenommen. Die
Sequenzierungsreaktion wurde mit 5ul Plasmidpréparation, verdunnt auf O,1ug/pl, sowie
1ul Sequenzierprimer (0,3pmol/ul) und jeweils 2ul des entsprechenden Nukleotidmixes
(enthdlt Nukleotide, Abbruchnukleotide und Enzym) vorgenommen. An das 5'-Ende des
Sequenzierprimers ist ein Infrarotfarbstoff gekoppelt. Das Programm dieser as Cycle-Se-
guenzierung bezeichneten Reaktion lautete: 5min. Denaturierung bei 93°C, danach 20 Zy-
klen mit jewells 1min. bei 60°C und 30sec. bei 93°C. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 5pl Ladungspuffer (=Stop-Losung, enthét den Blaumarker, Glycerin und Formamid
zur Denaturierung der Sequenzprodukte) gestoppt. 1,5ul des Reaktionsansatzes wurden auf
das Gel aufgetragen. Die mit einem Infrarotfarbstoff markierten DNA-Fragmente wurden
in einem 6%igen Polyacrylamidgel (Sequagel XR, Hessisch-Oldendorf) mit 7M Harnstoff
in 1x TBE-Puffer aufgetrennt und in Echtzeit Uber eine Laser-Photomultiplier-Einheit de-
tektiert. Die Dimensionen des Geles waren 40cm Lange und 0,25mm Dicke. Die Auftren-
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nung der Fragmente erfolgte bel 50°C und 31,5W. Die Detektion und Auswertung geschah
mit Hilfe des Programmes Base-Imagel R Version 4.0 von Licor (MWG, Ebersberg).
Einige PCR-Fragmente wurden direkt, ohne sie einzuklonieren, zum Sequenzieren an Seg-
Lab (Gottingen) geschickt, wo die Sequenzierung auf einem ABI Prism Sequencer von
Perkin Elmer vorgenommen wurden. In diesem Fall waren nicht die Primer, sondern die

Abbruchnukleotide markiert.

2.3.19 Isolierung von genomischer DNA

Genomische DNA wurde aus Samenblasen isoliert. Es wurden verschiedene Kits, z. B. das
DNeasy-Kit (Qiagen) oder E.Z.N.A. invertebrate DNA Kit (peQLab, Erlangen), verwen-
det, deren Funktionsweise auf der Adsorption der DNA an Silikamembranen beruht. Das

Prinzip dieser Isolierung entspricht dem unter 2.4.9 Beschriebenen.

2.3.20 Nicht-radioaktive M arkierung von DNA

Die PCR-Fragmente wurden durch ,,random priming“ nach einer modifizierten Methode
von Feinberg und Vogelstein (1984) mit dem DIG DNA Labeling Kit (Boehringer, Mann-
heim) mit Digoxigenin markiert. 100ng bis 1ug PCR-Fragment wurden fir eine Markie-
rungsreaktion Uber Nacht eingesetzt, wobei den Herstellerangaben gefolgt wurde. Nach
Denaturierung des Doppelstranges durch Erhitzen und sofortiges Abkuhlen auf Eis der im
Kit mitgelieferten Reaktionspartner werden Hexanukleotide statistischer Zusammenset-
zung als Primer hybridisiert. Anschlie3end erfolgt die Markierung mit Hilfe des Klenow-
Fragments der DNA-Polymerase | bei der Synthese des neuen Doppelstranges unter Ver-
wendung eines Desoxynukleotidgemisches, das ein mit Digoxigenin markiertes Nukleotid
enthdlt. Die Konzentration an markierter DNA wurde bestimmt, indem eine serielle Ver-
dunnung der Probe sowie einer markierten DNA bekannter Konzentration (Kitbestandteil)
als Standard auf eine Nylonmembran getropft, nach Herstellerangaben fixiert und zur De-

tektion inkubiert wurde.

2.3.21 Southern-Blots

Fur Southern-Blots wurden die DNA-Fragmente in Agarosegelen elektrophoretisch ge-
trennt. Nach einer Fotodokumentation wurde die DNA denaturiert, indem das Gel 30min in
Denaturierungddsung geschwenkt wurde. Nach zweimaliger Inkubation fir 15min in
Neutraliserungsdsung wurde die DNA auf eine Nylonmembran (Qiabrane (Qiagen) oder
Hybond-N+ (Amersham)) mit 20x SSC bei 4°C Uber Nacht kapillar transferiert.
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Denaturierungsésung: Neutralisierungs- 20x SSC:

1,5M NaCl l6sung: 3M NaCl

0,5M NaOH 1,5M NaCl 0,5M 0,3M tri-Natriumcitrat pH 7
TrissHCl pH 7,2
1mM EDTA pH 8

Die transferierte DNA wurde nach dem Trocknen des Blots durch Backen (80°C fur 2h)
auf der Membran fixiert. Die Detektion erfolgte nach Herstellerangaben des DIG Nukleic
Acid Detection Kits (Boehringer, Mannheim) nach Inkubation mit anti-DIG-alkalische
Phosphatase-Konjugat und Visualisierung mit NBT/BCIP.

2.3.22 Northern Blots

Je 2 Kaumégen und je ca. 100mg Hautmuskelschlauch und Spermienstadien-Pellets wur-
den in je 1ml TRIzol (Gibco BRL) mit einem Glas-Teflon-Homogenisator zerkleinert und
bis zur weiteren Verarbeitung bei —-80°C aufbewahrt. Nach der Isolierung der RNA mit
TRIzol und ihrer Trocknung unter Vakuum wurden die Proben in je 50ul DEPC-Wasser
aufgenommen und fur 10min. bel 56°C im Wasserbad inkubiert, um die RNA-Pellets zu
|6sen. Je 1ul wurde 1:25 verdunnt und die Konzentration photometrisch bestimmt. Um die
Integritét der RNA zu beurteilen, wurden pro Spur 10pg RNA auf ein denaturierendes
Agarosegel aufgetragen, fur den Blot 20ug pro Spur.

Die RNA wurde mit Glyoxal und DM SO denaturiert und elektrophoretish aufgetrennt wie
von Sambrook et al. (1989) beschrieben. Die zu blottenden 20pug RNA in einem Volumen
von 5,4ul wurden mit einem Volumen von 5,4ul deionisiertem Glyoxal, 16,1ul DMSO
und 3pl 0,1M Natriumphosphatpuffer versetzt und 1h bei 50°C inkubiert. Anschlief3end
wurden auf Eis 4ul Glyoxalgel-Ladungspuffer zugegeben.

Die Auftrennung erfolgte in einem 1,2%igem Agarosegel in 10mM Natriumphosphatpuffer
pH 7 bel 3-4V/cm. Die RNA wurde mit Hilfe eines abwértsgerichteten Kapillartransfers
mit alkalischem Transferpuffer (Chomczynski, 1992) auf eine neutrale Nylonmembran
(Hybond-N, Amersham) geblottet. Die Membran wurde 15min in 0,2M Natriumphosphat-
puffer pH 6,8 neutralisiert und anschlief3end 15min bei 80°C gebacken. Als Grofdenstan-
dard wurden 10ug EcoRI/Hindlll gedaute A-DNA (Fermentas, St. Leon Rot) glyoxyliert
und auf einem Gel mit der RNA aufgetrennt. Diese Spuren wurden nach der Elektropho-
rese vom restlichen Gel abgetrennt. Durch 20min Waschen 50mM NaOH wurde das
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Glyoxa entfernt, mit 3x15min in 10mM Natriumphosphatpuffer wurde das Gel neutrali-
siert und schlief3lich mit 0,5pg/ml Ethidiumbromid in Natriumphosphatpuffer geféarbt.

2.3.23 Hybridisierung der Northern blots

Spezifische DNA-Sequenzen auf den Nylonmembranen wurden durch Hybridisierung mit
20ng radioaktiv markierter Sonde detektiert. Hierzu wurden korrespondierende DNA-
Fragmente durch ,random priming* mit [0-*?P]dCTP (ICN, Meckenheim) mit Hilfe des
»Megaprime DNA-Labelling-Kits* (Amersham) nach Herstellerangaben markiert. Nicht
eingebaute Nukleotide wurden mit Elutip-Saulen (Schleicher und Schuell) abgetrennt. Fur
P1 wurde dafir das den gesamten Leserahmen von EWAM Pl enthaltende Plasmid
(EWAM 1-3, Giebing et a., 1997) mit den Primern 40p und 43p einer PCR unterworfen.
Das resultierende PCR-Fragment ist ca. 1050bp lang und stellt das gesamte Insert dar. Fir
die P2-Sonde wurde cDNA (aus dem 3-RACE mit Kaumagen-RNA) mit den Primern
P2(Leader) und anti-CPQRL amplifiziert. Dieses PCR-Fragment ist ca. 600bp lang.

Die Nylonmembranen wurden in Hybridiserungspuffer fur 3h bei 65°C prahybridisiert.
Die radioaktiven Sonden wurden 5min bei 95°C denaturiert, auf Eis abgekihlt und zuge-
geben. Die Hybridiserung erfolgte Gber Nacht bei 65°C. Unspezifisch gebundene DNA
wurde durch zweimaliges Waschen mit 2xSSC/0,1% SDS fur je 15min und zweimaliges
Waschen mit 0,1xSSC/0,1% SDS fir je 45min bei 65°C entfernt. Die Autoradiographie er-
folgte bel —-80°C mit Kodak Biomax XR Film und Verstarkerfolie (Amersham).

2.4 Morphologische M ethoden

2.4.1 Beschichtung von Objekttragern mit Chrom-Alaun-Gelatine:

Zur Entfettung wurden in Farbeklvetten einsortierte Objekttrager zunéchst 0,5-1h in 0,1M
HCl geschwenkt. Nach dreimaligem Waschen in dest. Wasser wurden sie in 95%igem
Ethanol 1h bis G.N. gewaschen. Nach dem Trocknen wurden die Objekttrager mehrfach in
den Schiffchen in die Chrom-Alaun-Gelatine-Losung getaucht. Zum staubfreien Antrock-
nen wurden die Schiffchen jewells in den Luftstrom unter der Sterilbank gestellt.

Herstellung der Chrom-Alaun-Gelatine:
2,64g Gelatine in 500ml dest. Wasser bel nicht mehr als 50°C 16sen. 250mg Chrom-
Kalium-Sulfat hinzufligen. Die L 6sung noch warm durch Whatman-Papier filtrieren.
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2.4.2 Indirekte Immunfluoreszenz mit Praparaten von Spermienstadien und reifen
Spermien aus der Samenblase
Die hinteren beiden Samenblasen (sie sind die grof3ten) wurden herausprdpariert und in

Regenwurmringer + Ca* zerzupft.

Regenwurmringer:

80mM NaCl

4mM KCI

1mM MgCl,

4mM NaHCO3

50mM Saccharose

5mM TRIS

2mM Ethylenglycol-big[ 3-aminoethylether]-
N,N,N*,N‘-Tetraessigsaure (EGTA), pH 6,4.
Variante: ohne EGTA, mit 0,1mM C&*, pH 7,0.

Durch 5minltige Zentrifugation bei 1.000rpm wurden reife Spermien (sie befinden sich im
Uberstand) von den unreifen Spermienstadien abgetrennt. Das Pellet wurde mit Ringer
verdiunnt. Beide Fraktionen wurden auf Chrom-Alaun-beschichteten Objekttréagern mit e-
nem zweiten Objekttrager dinn verteilt und ca. 10min. antrocknen gelassen. Die Préparate
wurden 10min. in —20°C kaltem Methanol fixiert und anschlief3end 3sec. in —20°C kaltes
Aceton getaucht. Die getrockneten Praparate sind bei —20°C langere Zeit haltbar (Camatini
et a., 1986). Zur immunologischen Untersuchung wurden die Objekttrager mit 1% Rinder-
serumalbumin (BSA)/0,5xPBS eine Stunde lang bei Raumtemperatur rehydriert und abge-
deckt.

Phosphate buffered saline
(PBS) (1x):

8mM Na,HPO,

1,5mM KH,PO,

137mM NaCl

2,7mM KCl pH 7,4.

Durch Waschen mit 0,5xPBS/1% Triton bei Raumtemperatur wurden die Zellen zugangli-
cher fur die Antikorper gemacht. Die Inkubation mit dem anti-Fagmin-Antikorper erfolgte
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in einer Verdinnung 1:100 in 1%BSA/0,5xPBS bel 4°C Uber Nacht in einer feuchten
Kammer. Als Kontrolle wurde der Erstantikorper fortgelassen, ansonsten wurden diese
Objekttrager wie die anderen behandelt. Ungebundener Antikorper wurde durch 2x10min.
Waschen mit 0,5xPBS/1% Triton und 1x10min. Waschen mit 0,5xPBS entfernt. Der
Zweitantikorper (Ziege-anti-Maus-Tetramethylrhodamin-1sothiocyanat (TRITC)-Konjugat,
Dianova) wurde 1:50 in 0,5xPBS/1% BSA verdunnt. Die Inkubation erfolgte bel 4°C in ei-
ner abgedunkelten feuchten Kammer fir 1 Stunde. Uberschiissiger Antikorper wurde mit
0,5xPBS fortgewaschen, und die Pr8parate konnten nach Eindeckelung mit einem Tropfen
0,5xPBS oder Mowiol mit n-Propylgallat als anti-fading-Mittel (Giloh und Sedat, 1982)
mikroskopisch untersucht werden. Es wurde entweder ein Olympus —Fuoreszenzmikros-
kop (BH 2-RFL) mit Grunanregung und einem Sperrfilter von 570nm verwendet. Fur die
Dokumentation diente dann ein Tmax 400 pro (Kodak) Schwarz-Weil3-Negativfilm, der
auf 1600 oder 4000 ASA belichtet wurde. Oder die Lichtmikroskopie erfolgte mit Hilfe ei-
nes Zeiss Photomikroskops (Axioskop 2), das mit ebenfalls mit Epifluoreszenz ausgeristet
war. Die Dokumentation erfolgte hierbei mit eéinem Tmax 400 pro Film, der mit 400 ASA
belichtet wurde.

Mit anti-Fragmin-Antikorper geférbte Spermienstadien wurden auch mit einem konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskop (Leica DMR) mit einer Fluoreszenzanregung bel 520nm unter-
sucht, das mit einem Argon-L aser-System ausgestattet war (Mellet Griot, USA).

Mowiol 4.88 (Hoechst) mit n-Propylgallat:
20g Mowiol (Polyvinylalkohol) in 80ml PBS und 40ml Glycerin [6sen. Als Schutz vor

schnellem Ausbleichen wird 0,5% n-Propylgallat im Verhédtnis 5:1 (Mowiol:n-Propyl-
gallat) zugeflgt.

2.4.3 Farbung von Spermienstadien mit Phalloidin

Es wurde ein fluoreszierendes Phalloidin, das an Rhodamin gekoppelt war, verwendet
(Molecular Probes). Die Spermienstadien wurden wie oben beschrieben auf Objekttragern
ausgestrichen und Acetorn/Methanol-fixiert, ebenso reife (Fremd-) Spermien aus den Re-
ceptacula seminis. Nach einer 20minitigen Permeabiliserung und gleichzeitiger Fixierung
der Zellen mit Triton/Formaldehyd-Fixierlésung bel zunéchst 37°C (im Laufe der Inkuba-
tion wurden die Préparate auf Raumtemperatur gebracht) wurden die Préparate 2x 5min.
mit PBS bel Raumtemperatur gewaschen.
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Triton/Formaldehyd-Fixierlésung:
4% Formaldehyd

0,5xPBS

0,1% Triton pH 7,4.

Zum Ansetzen 4g festes Paraformaldehyd in ca. 50ml dest. Wasser bel 50-60°C unter Rihren
|6sen, nachdem einige Tropfen 1M NaOH zugegeben wurde. 5ml 10xPBS zufiigen, pH-Wert
auf 7,4 einstellen, auf 100ml auffullen. Die Lésung wird moglichst frisch angesetzt.

AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit Phalloidin in PBS (1 Unit in 200ul) fur 30min. bei
Raumtemperatur in einer abgedunkelten feuchten Kammer.

Rhodamin-Phalloidin-L dsung:

Rhodamin-Phalloidin (Molecular Probes) wird lyophilisiert in Portionen zu 300 Ein-
heiten geliefert, wobei eine Einheit der Menge Phalloidin entspricht, die zur Farbung
eines Objekttragers mit 200ul Inkubationsldsung nétig ist. Diese Substanzmenge wird
mit 1,5ml Methanol gelost, so dal3 eine Konzentration von 200 Units/ml erhalten wird,
was ungefahr 6,6uM entspricht. Ein Objekttrager ist also mit einem Aquivalent von
5ul dieser Stammlosung zu farben. Zur Lagerung werden Portionen dieser Stamml6-
sung eingedampft und bei —20°C eingefroren. Fur die Anwendung ist die entsprechen-
de Menge PBS hinzuzufiigen.

Uberschiissiges Phalloidin wurde durch zweimaliges Waschen mit PBS entfernt. Die Pré-
parate wurden mit Mowiol mit n-Propylgalat (s. 0.) eingedeckelt und mit Hilfe des Fluo-
reszenzmikroskops mit Griinanregung (S. 0.) untersucht.

2.4.4 Farbung von Spermienstadien mit DAPI

DAPI (4°, 6-Diamino-2-Phenylindol) (Molecular Probes) farbt bevorzugt doppelstrangige
DNA. Es scheint mit AT-Clustern in der kleinen Furche zu assoziieren (Kubista et al.,
1987) und wird daher zur Kernférbung verwendet. Nach Scali und Tinti (1992) wurde eine
Stammldsung mit 0,1mg DAPI in 1ml dest. Wasser angesetzt. Die wie oben beschrieben

vorbereiteten Objekttrager wurden mit 1l der Stammlésung in 1ml 0,5x PBS fur 5-10min
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im Dunkeln inkubiert. Nach 10 minttigem Waschen in 0,5x PBS konnten die Proben mi-
kroskopisch untersucht werden. Unter UV-Anregung fluoresziert DAPI blau. Nach diesem
Protokoll angewendet farbt DAPI Kerne spezifisch, und es ist wenig bis keine Farbung des
Cytoplasmas zu beobachten.

245 Gefriermikrotomie

2451 Vorbereitung des Gewebes, Einbettung und Schneiden

Vor der Prégparation wurden die Regenwirmer mit gekiihitem Mineralwasser flr ca. 5min
relaxiert (Heumann und Zebe, 1967). Die Wiurmer wurden in Regenwurm-Ringer auf Eis
prapariert. Etwa 5mm dicke Préparate des Kaumagens mit Hautmuskelschlauch, Normal-
segmente und des Bauchmarks wurden mit Stecknadeln auf Kork-Pléttchen fixiert, mit
Einbettungsmittel (Tissue Tech, Jung) umgeben und in Stickstoff-gekihltem Propan einge-
froren. Die Pr8parate wurden bis zum Schneiden bei —-80°C in Alufolie gewickelt in Pla-
stikbeuteln aufbewahrt. Ca. 10-14um dicke Gefrierschnitte wurden bei —28°C geschnitten
und auf mit Chrom-Alaun-Gelatine beschichteten Objekttrégern aufgefangen.

2.4.5.2 Indirekte Immunfluoreszenz

Die immunologischen Farbungen mit Antikdrpern gegen P2 wurden adhnlich wie bel
D Haese und Carlhoff (1987) beschrieben durchgefiihrt. Es erwies sich als vorteilhaft, die
Préparate vor der Inkubation mit Aceton/Methanol zu fixieren, wie bei der Behandlung der
Spermienstadien beschrieben, da sich die Schnitte dann nicht mehr so leicht vom Objekt-
tréger ablosen. Alle Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt, die Ldsungen enthielten 0,2%
Natriumazid. Nach der Rehydrierung und Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit
Abdeckpuffer fir 10min wurde eine Antikorperfarbung durchgefihrt mit anschlief3ender
Untersuchung am Fluoreszenzmikroskop und Fotodokumentation wie fur die Farbung der
Spermienstadien beschrieben. Pro Schnitt wurde ein VVolumen von 50ul von der Antikor-
perldsungen aufgebracht. Als Kontrolle wurde der Erstantikorper fortgelassen, ansonsten
wurden diese Objekttrager wie die anderen behandelt.
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2.4.6 Semi- und Ultradiinnschnitt-Technik

2.4.6.1 Einbettungin Araldit

Gewebestiickchen mit etwa 2mm Kantenldnge wurden mit 2,5% Glutaraldehyd in 0,1M
Cacodylatpuffer bei pH 7,4 und 4°C Uber Nacht fixiert. Nach dreimaligem Waschen in
0,1M Cacodylatpuffer erfolgte die Nachfixierung mit Osmiumtetroxid (Karnovsky, 1971)
fur eine Stunde bei 4°C. Anschlief3end wurden die Prgparate mehrfach mit 0,1M Cacody-
latpuffer gewaschen. Nach der Entwasserung in einer aufsteigenden Acetonreihe folgte die
Einbettung in Araldit. Die Polymerisation erfolgte fir mehrere Tage bei 60°C. Zunéchst
wurden mit einem Ultramikrotom OM U3 (Reichert) Semidunnschnitte von 0,5um Dicke
hergestellt, die mit einer 0,1%igen Toluidinblaulésung geféarbt wurden.

2.4.6.2 Ultramikrotomie, Kontrastierung und Elektronenmikroskopie

Von geeigneten Stellen wurden mit Glasmessern Ultradiinnschnitte hergestellt und auf
Kupfernetzchen aufgefangen. Diese Schnitte wurden 20min mit einer 5%igen wassrigen
Uranylacetatlosung und anschlieRend fur 20min mit Bleicitrat (Reynolds, 1963) kontra
stiert. Die Ultradiinnschnitte wurden mit einem Transmissionselektronenmikroskop Zeiss
EM 9-S2 untersucht.

2.4.6.3 Einbettungin LR-Gold

Alle Arbeitsschritte fanden, wenn nicht anders angegeben, bel 4°C statt. Die Wirmer wur-
den in gekiihitem Regenwurm-Ringer + EGTA + 5mM MgCl, prépariert. Da die Antigen-
dichte fir EWAM auf Ultradiinnschnitten fir gering gehalten wurde, wurde das Gewebe
mit zusétzlichem EWAM-P2 , gespickt“. Hierfir wurde es zunéchst in Ringer mit 20%
Glycerin und 0,2mM PMSF fir 30min und anschlief3end fir 30min in der gleichen Lésung
mit 50% Glycerin permeablisiert. Nachdem die Préparate fir 30min in Ringer gewaschen
worden waren, wurden sie mit 2% Paraformaldehyd in Sorensen-Puffer (pH 7,2) fur 30min
bei vorfixiert, anschlief3end gewaschen und mit Ringer-L6ésung, die EWAM-P2 enthielt,
inkubiert (3 Gewebestiickchen von insgesamt ca. 100mg je mit 200ul Ldsung, die 0,1mg
EWAM enthielt). Nun wurde der Ansatz fir 15min auf 1,5mM Ca?* gebracht, so dass der
in das Gewebe hineindiffundierte EWAM an die dinnen Filamente binden konnte. Nach-
dem die Proben fur 30min in Ringer gewaschen worden waren, wurden sie Gber Nacht in
Sorensen-Puffer (pH 7,2) mit 2% Paraformaldehyd und 0,2% Glutaraldehyd (Polysciences,
Warrington) und 1mM CaCl, fixiert. Nach dem Waschen mit Sorensen-Puffer und einer
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Inkubation mit 50mM NH4Cl wurden die Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe de-
hydriert und in LR-Gold eingebettet. Die Polymerisation erfolgte bei -20°C unter UV-
Licht fur 48h. Die Ultradiinnschnitte wurden auf Nickelnetzchen aufgefangen und vor der
Antikorper-Inkubation nicht kontrastiert.

SOrensen-Puffer, pH 7,2:

Losung A: 120mM KH,PO4

Losung B: 120mM NagHPO4x2H,0

28,4ml Lésung A + 72,4ml Lésung B ergibt pH 7,2.

2.4.6.4 Immunogold-Applikation

Die Inkubationen fanden, falls nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur in einer
feuchten Kammer statt. Alle Losungen wurden sterilfiltriert, mit Ausnahme der Antikor-
perlésungen. Die reaktiven Gruppen der Ultradinnschnitte wurden zunéchst mit 50mM
Glycin in PBS fur 15min, mit 5% BSA/1% Mé&useserum in PBS fir 40min und 3x5min mit
0,1% BSA-c in PBS (Abdeckpuffer) abgedeckt. Pro Netzchen wurden 20ul des Erstanti-
korpers (monoklonaler Maus-anti-P2-Antikorper), 1:5 verdinnt in Abdeckpuffer, tber
Nacht bei 4°C appliziert. Nachdem die Préparate in Abdeckpuffer gewaschen worden wa
ren, wurden sie mit je 30ul der Zweitantikorperlésung (Gold-anti-Maus-Konjugat, 1:20 in
Abdeckldsung verdunnt) fur 1h inkubiert. Nachdem sie mit Abdecklésung und PBS gewa-
schen worden waren, wurden die Schnitte mit 2% Glutaraldehyd in PBS fur 5min nachfi-
xiert. AbschlieRend wurden die Schnittpraparate 4min mit 4%igem Uranylacetat in 5%
Ethanol und 4min mit Bleicitrat (Reynolds, 1963) kontrastiert.

2.5 Verwendete Computerprogramme

Primer wurden mit Hilfe des interaktiven Primer-Bewertungs- und Suchprogramms DOPE
(http://dope.interactiva.de) bewertet.

Zur Analyse der Sequenzen wurden folgende Programme verwendet: Alignments der ver-
schiedenen Sequenzen wurden mit CLUSTAL W (1.7) (Thompson et al., 1994) durchge-
fuhrt.

Mit der Hilfe der Programme von Ciechanover et al. (1989) und Guruprasad et al. (1990)
unter http://www.expasy.ch/cgi-bin/protparam bzw. http//www.expasy.ch/cgi-bin/pi_tool
wurde aus der gegebenen Aminosduresequenz die Lebensdauer und Stabilitdt der abgelel-
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teten Proteine innerhalb eukaryontischer Zellen abgeschétzt. Diese Programme berechnen
auch den |EP und die Anzahl der verschiedenen Aminosauren.

Das Programm PSORT-Prediction of Protein Localization Sites Version 6.4 (WWW) unter
der Adresse http://www.psort.nibb.ac.jp macht Voraussagen Uber die Lokalisation von
Proteinen innerhalb von eukaryontischen Zellen (Nakai and Kanehisa, 1992).

Das Programm http://smart.embl-heidelberg.de/smart sucht nach Proteinen dhnlicher Do-
manen-Organisation (Schultz et al., 1998 und Schultz et al., 2000).
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3. Ergebnisse
3.1 Varianten des Gelsolin-verwandten Proteins im Hautmuskelschlauch des
Regenwurms
Im Hautmuskelschlauch des Regenwurmes lassen sich mit Hilfe der Anionen-Austau-
scherchromatographie drei Varianten und mit Hilfe der gelelektrophoretischen Auftren-
nung zwel Varianten des Gelsolin-verwandten Proteins EWAM identifizieren oder isolie-
ren (D'Haese und Hinssen, 1987). Mdglichkeiten, die unterschiedlichen Varianten des
EWAM zu analysieren, sind die Untersuchung der immunologischen Eigenschaften der
chromatographisch gewonnenen Fraktionen und damit ihrer immunologischen Vewandt-
schaft, ein Vergleich ihrer Spaltprodukte nach einer limitierten Proteolyse, ihre Lokalisa
tion in den Organen des Tieres und schlief3lich Untersuchungen auf Nukleotidebene, in-
dem die Varianten sequenziert werden und die Expresson der mRNA betrachtet wird.
Die Analysen auf Proteinebene setzen zunéchst eine Optimierung der Trennung voraus,
die zu einer vollstandigen chromatographischen Trennung der Aktivitétspeaks im Haut-
muskelschlauch fahrt.
In den folgenden Kapiteln werden dann die Verhdltnisse des Hautmuskelschlauchs mit
einem anderen muskuldsen Organ, dem Kaumagen, verglichen, sowie mit nicht-Muskel-
zellen, den Stadien der Spermatogenese. Auf das Vorkommen einer extrazellularen Form
des Gelsolin-verwandten Proteins wird im Rahmen der Diskussion eingegangen.

311 Aufreinigung der EWAM -Fraktionen aus dem Hautmuskelschlauch durch
Anionen-Austauscherchromatographie

Der Rohextrakt von 100 Wirmern wurde, wie in 2.3.1 beschrieben, an DEAE-Sepharose
in einer Saule mit 40ml Volumen chromatographisch aufgetrennt. Die Verwendung einer
Stufe bei 30mM KCI und eines langsam ansteigenden Gradienten bis auf 250mM KCl
fuhrte zu einer vollstandigen Trennung von drei Aktivitétspeaks. Der Rohextrakt sowie
die eluierten Fraktionen wurden viskosmetrisch auf ihre Fahigkeit hin getestet, die Vis-
kositét von F-Actin zu erniedrigen. Exemplarisch sind in Abb. 3.1 das Elutionsprofil ei-
ner Chromatographie sowie die tberlagert dargestellten Ergebnisse der viskosimetrischen
Untersuchungen dargestellt. Der erste Aktivitétspeak, P1 genannt, eluierte bei diesem fla-
chen Gradienten mit 30mM KClI, der zweite, der mit P2 bezeichnet wird, mit etwa 80mM
KCl und der dritte, der P3 genannt wird, mit efwa 110mM. Es konnten keine weiteren
Modulator-haltigen Fraktionen gefunden werden, die mit noch hoherer Salzkonzentration
von der DEAE-Sepharose eluieren (Abb. 3.1). Die gemessenen maximalen Aktivitéten
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betrugen ca. 65, 75 und 80% mit 60, 95 und 85ug Protein. Eine weitere Aufreinigung
wurde durch Gelfiltration an Superdex 200 erreicht.

[KCI} in mM

- 250 Aktivitat
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200 ~100

Azs0
1,0
150 [ 80
- 60
L 100 |
- 40
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Abb. 3.1: Elutionsprofil einer Anionenaustauscherchromatographie an DEAE-Sepharose Cl-6B (40ml) des
Extrakts aus den Hautmuskel schlduchen von 100 Regenwiirmern zur Isolierung der 1soformen des Gel solin-
artigen Proteins. Drei unterschiedliche Modulatorfraktionen konnten eluiert werden mit ca. 450ml eines
K Cl-Gradienten von 30 bis 250mM bei einer Durchflul3rate von 0,5ml/min. Je 200l der Fraktionen wurden
auf ihre Aktivitét, d. h. auf ihre Fahigkeit, die Viskositdt von F-Actin zu erniedrigen, getestet. Die aktiven
Fraktionen (Fraktionsgrdf3e 5ml) wurden vereinigt.

Bel der Auftrennung der aktiven Fraktionen mit SDS-PAGE sind nur zwei der |soformen
aufgrund ihres unterschiedlichen apparenten Gewichts unterscheidbar (Abb. 3.2, Spuren
(2, (3), (4), (13)). P1 besitzt danach ein apparentes Gewicht von ca. 43kDa, P2 und P3
von ca. 45kDa. Diese der Grol3e nach unterscheidbaren Isoformen lassen sich mit den
anti-P1, anti-P2 und anti-Fragmin-Antikorpern unterschiedlich gut anfarben. Wahrend der
anti-Fragmin-Antikorper ale drei Aktivitdispeaks etwa gleich gut erkennt (Abb. 3.2,
Spuren (5) bis (8)), werden mit dem affinitétsgereinigten polyklonalen anti-P1-Antikor-
per nur der erste Aktivitéatspeak (Abb. 3.2, Spur (14)) und mit dem monoklonalen anti-
P2-Antikorper nur der zweite (Abb. 3.2, Spur (11) und (15)) und der dritte Aktivi-
tatspeak (Abb. 3.2, Spur (12)) angefarbt.

42



Ergebnisse

kDaM1234567\89101112131415

116 |
97.4 v
LXK
w wil BB
-
45 ' veoW®Wew @S -
11 B ! 83
29 e & " %
-
. - 1
:‘ 4

12,5 | #

Abb. 3.2: SDS-PAGE und immunologische Charakterisierung der drei Aktivitatspeaks aus dem Hautmus-
kelschlauch. (M) und (1)-(4): Coomassie-gefarbt, (M): Molekulargewichts-Standard, (1): Rohextrakt des
Hautmuskel schlauch-Extrakts, (2): erster Aktivitatspeak der DEAE-Elution, (3): zweiter Aktivitatspeak der
DEAE-Elution, (4): dritter Aktivitétspeak der DEAE-Elution, (5)-(8): Western-Blot von (1)-(4) in gleicher
Reihenfolge, Férbung mit anti-Fragmin-Antikorpern, (9)-(12): Western-Blot von (1)-(4) in gleicher Reihen-
folge, Férbung mit anti-P2-Antikorpern, (13): Mischung der Gber Gdfiltration gereinigten ersten und zwei-
ten Aktivitatspeaks, Coomassie-geféarbt (14): Western-Blot von (13), Farbung mit affinitétsgereinigten, po-
lyklonalen anti-P1-Antikorpern, (15): Western-Blot von (13), Féarbung mit monoklonalen anti-P2-Antikér-
pern

3.1.2 Vegleich der proteolytischen Spaltprodukte der gereinigten EWAM-
Fraktionen

Eine weitere Moglichkeit neben der immunologischen Untersuchung, Unterschiede der
Varianten nachzuweisen, besteht z. B. darin, die Spatungsmuster nach einem limitierten
proteolytischen Verdau miteinander zu vergleichen. Abweichende Spaltungsmuster sind
ein Anhaltspunkt fir die Existenz von unterschiedlichen Proteinen. Hierzu wurden, wie
unter 2.3.9 beschrieben, die Gelfiltrations-gereinigten EWAM-Fraktionen mit Staphylo-
coccus aureus-Protease V8 verdaut. Da ein solcher Verdau bereits von Thiele (1991)
durchgefuihrt worden war, wird hier auf einige Abbildungen verzichtet. Die Verdau-Ver-
suche ergaben folgende Erkenntnisse:

1.) Auf die Behandlung mit der Protease V8 reagieren die verschiedenen EWAM-Isofor-
men unterschiedlich. Zunéchst wurden gereinigte Fraktionen von P1, P2 und P3 fur eine
unterschiedliche Dauer zwischen einer und 80min der Proteolyse ausgesetzt. Wéahrend P2
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und P3 schon nach einer Minute stark verdaut waren, zeigte P1 erst nach ca. 20min eine
deutliche Degradation (nicht abgebildet).

2.) Das Spatmuster von P2 und P3 ist sehr @hnlich (nicht abgebildet), wahrend das von
P1 stark von ihnen abweicht (Abb. 3.4: Spuren (2) und (7)).

3.) Die Farbung mit monoklonalem anti-P2 zeigt die immunologischen Unterschiede auch
der Spatprodukte der EWAM-Fraktionen P1 und P2/P3: Der Antikdrper erkennt aus-
schliefdlich P2 und P3 und ihre Spaltprodukte (fir P2 gezeigt: Abb. 3.4: Spuren (8) und
(10)), er farbt dagegen nicht P1 oder seine Spaltprodukte (Abb. 3.4: Spur (3)) an.

4.) Erst bei der Proteolyse nach Actin-Bindung wird ein ca. 15kDa-Spaltprodukt von P1
angefarbt (Abb. 3.4: Spuren (4) und (5)), das das gleiche apparente Molekulargewicht hat
wie ein Fragment von P2, das ebenfals nach der Mischung mit Actin verdaut wurde
(Abb. 3.4: Spuren (9) und (10)). Auch die Konformation von P2 scheint durch die Bin-
dung des Actins verandert zu werden, da sich das Muster der Spaltprodukte andert. Ein
29kDa-Spaltprodukt tritt starker auf, wenn P2 alleine verdaut wird (nicht abgebildet), P2
wird also etwas vor dem Verdau geschiitzt.

5.) Die Bindung von Actin und P1 (Mischung 2:1) erméglicht einen weitaus starkeren
Abbau von Actin durch die Protease, as wenn Actin einzeln verdaut wird (Abb. 3.3:
Spuren (3) und (10)). Das legt den Schluss nahe, dass durch die Bindung des G-Actins
an den Actin-Modulator die Konformation des Actins so verandert wird, dass es dem An-
griff der Protease gegenuber empfindlich wird. Eine solche Konformationsdnderung
konnte auch bei der durch den Modulator unterstiitzten Nukleation des Actins eine Rolle

spielen.

Aus der immunologischen Charakterisierung und der Analyse der Spaltungsmuster |&sst
sich schlief3en, dass mindestens zwei distinkte Isoformen im Hautmuskelschlauch existie-
ren, namlich P1 und P2/P3, wobei letztere nach den Ergebnissen sehr dhnlich oder iden-

tisch sind.
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97,4

Abb. 3.3: Die Saphylococcus aureus-Protease V8 kann
sowohl Actin als auch den Modulator nach der Bindung
68 von Actin und EWAM-P1 stérker verdauen. Coomassie-
Féarbung. (M): Molekulargewichts-Standard, (1): Pro-
45 tease V8, 200fach stérker konzentriert als in den Ver-
dau-Ansétzen, (2): Actin, (3): Actin, Verdau mit V8,
(4): gereinigter EWAM-PL, (5): gereinigter EWAM-PL,
290 Verdau mit V8, (6): Mischung aus Actin und EWAM-
P1im Verhdtnis 2:1, Verdau mit V8.
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Abb. 3.4: Vergleich der Spaltungsmuster von P1 und P2 nach proteol ytischem Verdau mit Saphyl ococcus
aureus-Protease V8, mit und ohne Bindung von Actin. Spuren (1) bis (5): EWAM-PL, Spuren (6) bis (10):
EWAM-P2. (M): Coomassie-gefarbt, (1), (2), (4), (6), (7), (9): Ponceau-Farbung des Blats, (3), (5), (8),
(10): Markierung mit dem anti-P2-Antikorper. (M): Molekulargewichts-Standard, (1): gereinigter P1, (2)
und (3): gereinigter P1, Verdau mit V8, (4) und (5): gereinigter P1 + Actin (Verhdtnis 1:2), Verdau mit
V8, (6) gereinigter P2, (7) und (8): gereinigter P2, Verdau mit V8, (9) und (10): gereinigter P2 + Actin
(Verhdtnis 1:2), Verdau mit V8.
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3.1.3 Die Sequenz einer zweiten Isoform aus der P2/P3-Gruppe des Gelsolin-
verwandten Proteins

Vom Hautmuskelschlauch war eine Genbibliothek im Vektor AZAP erstellt worden (Gie-
bing et a., 1994). Mit Hilfe von Sequenzinformationen aus der Sequenzierung von Pepti-
den des isolierten P2-Aktivitdtspeaks war mit Hilfe entsprechender Primer und Sonden
ein Klon isoliert worden, dessen Sequenz aber dem Aktivitétspeak P1 zugeordnet wurde
(Giebing et al., 1994). Nicht mit der Sequenz von P1 Ubereinstimmende Proteinsequenzen
waren Ausgang fur die Suche nach P2/P3-spezifischen Klonen. Mit diesem Ansatz war
aulRerdem die Hoffnung verbunden, doch noch Sequenzunterschiede zwischen P2 und P3
aufzufinden. Es konnte jedoch trotz Uber zehnfacher Wiederholung der Hybridisierung
von mit der Genbibliothek infizierten Bakterienkolonien der Plattierungszellen XL1-Blue
kein Klon isoliert werden, der die Information fir P2/P3 trug. Dagegen konnte mit der
P2/P3-spezifischen Sonde ein P1-Klon identifiziert und isoliert weren. Wurde die gleiche
Prozedur mit einer Actin-spezifischen Sonde durchgefiihrt, so zeigten etwa 10% der
Klone eine positive Reaktion. Das ist ein redlistischer Wert, denn in einem Muskelgewe-
be sollte Actin etwa 10% der Gesamtproteine ausmachen.

Die Sonde war durch Amplifikation mit einem P2-spezifischen Primer (1SO2) (siehe 2.4.3
und Tabelle 2.1) und einem Primer aus einer in Gelsolin-artigen Proteinen konservierten
Region (anti-FILD) in RT-PCRs mit Hautmuskelschlauch-cDNA erhalten worden. Um
Sequenzinformationen zu erhalten, wurde das Amplifikat in den pZErO-2-Vektor einklo-
niert. Das Plasmid des Klons 6/12.12. Nr. 3 diente als Template der Cycle-Sequenzierung
mit M13 reverse und M13 (-40)-Primern in Sense- und Antisense-Richtung. Die Sequen-
zierung dieses Fragments von ca. 400bp (Abb. 3.5) brachte Informationen zum Design
neuer Primer, indem Stellen ausgewahlt wurden, in denen sich P1 und P2/P3 auf der Nu-
kleotidebene unterscheiden (siehe 2.4.3).

Abb. 3.5: Erstes PCR-Fragment, das mit den Primern 1SO2 und anti-FILD amplifiziert wurde, und abge-
leitete Aminosauresequenz (die Zahlen geben die entsprechenden Aminosauren in P1 an)

72

92

112

132

152

AGACTCCTAC ATCATCCTCA ATACGTACAA
G D S Y I I L N T Y
TGTTGACTTC TGGATTGGAA GCAAAAGCAC
D VvV D F w I G S K S
GACCGTTGAG TTGGATGCGT ACCTCGACGA
K T V E L D A Y L D
CAACGAATCC GATCTGTTTT TAAGCTATTT
G N E S D L F L S Y
CGCCGAGAGT GGATTCAATA ACGTGAAGGC
G A E S G F N N V K

GCTGAAGGGT AGAGAGGAGC TCGCCTACGA
K L K G R E E L A Y
TCAGGACGAA TATTGCGTGG CAGCTTACAA
T Q D E Y C V A A Y
CGCGGCCATT CAACATCGGG ACGCGGAGGG
D A A I Q H R D A E
TGAAAACGGA TTAACCATCA TGGAGGGTGG
F E N G L T I M E G
GGAGGAATAC AAAGCACGGC TGCTGCATTT
A E E Y K A R L L H
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CTCCGGACTT AAGAAACACA TCGTCGTCAA GGAGGTTCCT CTTTGTCCTC AGCGCCTGAA
172 F §$ 6 L K K H I vv K EV P L C P QO R L
GTCGGAC
192 K S D

Durch Kombination von verschiedenen Methoden (3'/5-RACE, PCR mit cDNA und mit
A-Phagen der Genbibliothek als Template etc.) konnte, wie im Folgenden dargestellt
wird, schliefBlich die gesamte Basensequenz der mRNA einer zweiten Isoform aus der
P2/P3-Gruppe des Gelsolin-verwandten Proteins des Regenwurms entschllisselt werden.

Das 5-RACE erbrachte Uberhaupt keine amplifizierbaren Fragmente, trotz mehrerer
nachgeschalteter nested-PCRs. Mit Hilfe der PCR mit A-Phagen der Genbibliothek als
Template konnten fir das 5-Ende von P2 zwei etwas unterschiedlich lange Fragmente

amplifiziert werden, eines mit etwa 430bp und eines mit etwa 450bp (Abb. 3.6).

Abb. 3.6: Fir das 5 -Ende werden zwel unterschiedlich lange Amplifikate erhalten (Nukleotid-Austausche
fett geschrieben)

450bp- Fragment:

GGCACGAGGTTCAGGGAAACGTCTGTCTTCATAAATCGGATTCCCGTTTGAGATCGCAGCTG
ZAP-Adaptor Stop!
TTGTTTTGTTCTGTTTAACCTACAGCCGAAAGATGTCTGGTCTTGTGAAGGCAAAGCGCTAC
M S G L vV XK A K R Y
GACTGGAAGGACTCGAACTTGGCTATGTTCGGCTCAGCCCTCGACAAATCCGTTAAGAAGGA
b w XK b s N L A M F G S A L DK S V K K
GTCAGCCTTGAAGGAAGCAGCCTGGAAGGGAGTTGGGGAGAAAGTTGGCCTGAAAATCTGGC
E s A L K E A A W K G V G E K V G L K I w
GCATTGTGAATTTCAAAGTGACTGAATGGCCGGAGAAAGATTALGGTTCGTTCTTCAGCGGA
R I v N F X VvV T E W P E K D Y G S F F S G
GACTCCTACATCATCCTCAATACGTACAAGCTGAAGGGTAGAGAGGAGCTC
b s vy 1 I L. N T Y K L K G R E E L

430bp-Fragment:

GGCACGAGGTTTGAGACTGCAGCTGTTGTTTTGTTTTGTTTAACCTACAGCCGAAAGATGTC
ZAP-Adaptor M
TGGTCTTGTGAAGGCAAAACGCTACGACTGGAAGGACTCCAACTTGGCTATGTTCGGCTCTG
s G L v. Xx. AKX R YD WK D S N L A M F G S
CCCTCGACAAATCCGTTAAGAAGGAGTCAGCCTTGAAGGAGGCAGCCTGGAAGGGAGTTGGG
AL D K S V K K E S A L K E A A W K G V G
GAGAAAGTTGGCCTGAAAATCTGGCGCATTGTGAATTTCAAAGTGACTGAATGGCCGGAGAA
E K v G L X I w R I V N F K V T E W P E
AGATTATGGTTCGTTCTTCAGCGGAGACTCCTACATCATCCTCAATACGTACAAGCTGAAGG
K bp ¥y G s F F s 6 b s Yy I I L N T Y K L K
GTAGAGAGGAGCTC

G R E E L
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In der 5-nicht-codierenden Region der langeren Sequenz kommt ein Stop-Codon vor
(TAA), ebenso, wie es fur die erste Isoform beschrieben wurde (Giebing et al., 1994).
Eine Konsensus-Sequenz direkt vor dem Startcodon fur den Start der Trandation
(CC*/cCCATG) nach Kozak (1986) ist nicht vorhanden. Allerdings findet sich ein Purin
(A) in der Position —3 (vom A des Startcodons aus gesehen), das as hochkonserviert und
notwendig fir die Bindung der Ribosomen angesehen wird (Kozak, 1986). 75% der euka-
ryontischen mRNA weisen hier ein A auf, 20% ein G. Nur weniger als 5% verfligen je-
doch Uber eine vollstandige, ideale Sequenz vor dem Starcodon (Kozak, 1986).

Der Vergleich dieser beiden Sequenzen ergibt, dass der Langenunterschied auf eine un-
terschiedlich lange 5'-nicht-codierende Region zuriickzufiihren ist. Daneben sind jedoch
auch Nukleotid-Austausche feststellbar, und zwar drei in der nicht-codierenden Region
und vier in der codierenden Region. Diese Austausche sind in Abb. 3.6 und Abb. 3.7 in
der kirzeren Sequenz durch Fettschreibung hervorgehoben. Aufgrund dieser Austausche
ist es denkbar, dass es sich bei der einen Sequenz um den 5-Terminus der Isoform P2
und bel der anderen Sequenz um den der 1soform P3 handeln konnte.

Abb. 3.7: Vergleich der 5 -nicht-codierenden Regionen (die langere Sequenz oben, die kiirzere Sequenz
unten, Nukleotid-Austausche fett geschrieben):

450bp: GTTCAGGGAAACGTCTGTCTTCATAAATCGGATTCCC
GTTTGAGATCGCAGCTGTTGTTTTGTTCTGTTTAACCTACAGCCGARAAG

430bp:
GTTTGAGACTGCAGCTGTTGTTTTGTTTTGTTTAACCTACAGCCGAAAG

Das Fragment, das mit Hilfe des 3"-RACE mit den P2-spezifischen Primern GREEL und
FENGL erhaten wurde, war nur etwa 250bp lang, es hybridisierte jedoch im Southern-
Blot mit der P2-Sonde. Eventuell hat dort der ,oligo(dT)anchor primer® (Boehringer)
falsch hybridisiert, auch wenn im Nachhinein keine Adenin-reiche Stelle gefunden wer-
den konnte. Die Sequenzierung dieses Amplifikats erbrachte ein Fragment der P2-Se-
guenz, das ungefahr bis Base 680 reichte und Informationen zum Design neuer Primer
brachte (MQYLQ und anti-CPQRL). Auch in der Genbibliothek sollten die Inserts bis
zum poly-A-Schwanz reichen, daher wurde auch ein ,,3-RACE" mit A-Phagen der Gen-
bibliothek statt mit cDNA ausgefuhrt. Auch hierbel wurde ausschliefdlich das kurze, mit
der Sonde hybridisierende Fragment amplifiziert. Um trotzdem das 3'-Ende der Sequenz
zu erhaten, wurde in PCRs mit A-Phagen der Genbibliothek mit mehreren ineinanderge-
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schachtelten nested-PCRs mit jeweils einem sequenz- und einem fUr den pBluescript-
Vektor spezifischen Primer der 3'-Terminus amplifiziert. Da die mit etwa 2kbp recht lan-
gen Fragmente sich nicht durch Reamplifikation verstérken lief3en, wurden sie zur Se-
guenzierung in den pGEM-T Easy-Vektor (Invitrogen) einkloniert. Die Sequenzierung
erbrachte den noch fehlenden 3-Terminus der kodierenden Region. Kurz nach dem Stop-
Codon (TAA) der kodierenden-Region brach die Sequenzierung jeweils ab, so dass keine
poly(A)-Sequenz gefunden werden konnte.

Durch Kombination aller Ergebnisse der Sequenzierungen von PCR-Fragmenten konnte
die gesamte Sequenz von P2 entschliisselt werden. Das 5'-Ende, das durch Amplifikation
mit T3-Primer und anti-GREEL-Primer, und das 3'-Ende, das durch Amplifikation mit
MQYLQ- und T7- Primern mit Hilfe der A-Phagen der Genbibliothek erhalten werden
konnten, sind in Abb. 3.8 durch Kursivschreibung markiert. Alle Fragmente sind minde-
stens zweimal sequenziert worden und werden daher als abgesichert angesehen. In Abb.
3.8 wurde das langere Fragment des 5-Terminus eingesetzt, das das Stop-Codon im
nicht-kodierenden Bereich aufweist.

Abb. 3.8: Vollsténdige Sequenz der zweiten I soform des EWAM

GGCACGAGGTTCAGGGAAACGTCTGTCTTCATAAATCGGATTCCCGTTTGAGATCGCAGCTG

ZAP-Adaptor Stop!
1 TTGTTTTGTTCTGTTTAACCTACAGCCGAAAGATGTCTGGTCTTGTGAAGGCAAAACGCTAC
1 M S G L v. X A K R Y
31 GACTGGAAGGACTCCAACTTGGCTATGTTCGGCTCTGCCCTCGACAAATCCGTTAAGAAGGA
11 b w XK bs NL AMUVF G S A L DK S V K K

93 GTCAGCCTTGAAGGAGGCAGCCTGGAAGGGAGTTGGGGAGAAAGTTGGCCTGAAAATCTGGC
31 E Ss A L K E A A W K G V G E K V G L K I W
155 GCATTGTGAATTTCAAAGTGACTGAATGGCCGGAGAAAGATTATGGTTCGTTCTTCAGCGGA

52 R I v N F K V T E W P E K D Y G S F F S G
217 GACTCCTACATCATCCTCAATACGTACAAGCTGAAGGGTAGAGAGGAGCTCGCCTACGATGT
73 b s Yy I 1 L. ~N T Y K L K G R E E L A Y D

279 TCACTTCTGGATTGGAAGCAAAAGCACTCAGGACGAATATTGCGTGGCAGCTTACAAGACCG
93 vV H F W I G s K s T Q b E Y C vV A A Y K T
341 TTGAGTTGGATGCGTACCTCGACGACGCGGCCATTCAACATCGGGACGCGGAGGGCAACGAA
114 v E L DAY L DDA A ATI Q H R D A E G N E
403 TCCGATCTGTTTTTAAGCTATTTTGAAAACGGATTAACCATCATGGAGGGTGGCGCCGAGAT
135 s bp L F L S Y¥YF ENGILTTIMUE G G A E
465 GGGATTCAATAACGTGAAACCGGAGGAATACAAAGCACGGCTGCTGCACTTCTCCGGACTTA
15 s 6 F N N V K P E E Y K A R L L H F S G L
527 AGAAACACATCGTCGTCAAGGAGGTTCCTCTTTGTCCTCAGCGCCTGAAGTCGGACGACGTC
176 K X H I vvVv K E Vv P L ¢C P Q R L K S D D V
589 TTCATCCTTGACCTTGGCCGGACACTCTACCAGTGGAACGGAACCGGAAGCAACAAGGACGA
197 F I L. D L G R T L Y Q W DN G T G S N K D
651 GAGGTTCAAGGCGATGCAGTATCTGCAGAACCTCAAAGCGGAAAGAGGGGCTGCGACATCGA
217 E R F K A M Q ¥ L. Q N L KX A E R G A A T S
713 AAACCCTTGAAGAGGAACACATTGATAAATCGCATGAGTTTTATACCTCACTGACTGGTGAG
238 K T L E E E H I D K S H E F Y T S L T G E
775 GATGAGGACTTACCCGAAGACCAGACAGACTCAGCAGCCGTAAAGACTCTCCTGCGCGTGTC
259 b E DL P E D Q T D S A A V K T UL L R V
837 TGATGCAGCCGGTCACTTCAAATCAACTGTTGTGAAAACGGGCCACATTGCAGCCTCCGACC
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279 s D A A G H F K s T V Vv K T G H I A A S D

899 TCGACAGCAAAGATGTGTTCATTTTGGATAATGGCAGTACCTGTTTCGTATGGGTCGGAAAT

300 L b s K DV F I L D NGST CUF V W V G N

961 GGAGCTTCAGCCCAGGAAAAGCGCAACGGACTGGGATATGCGCATAGTCATCTGATGAAGAC

321 G A S A Q E K RNGUL G Y A H S H L M K

1023 TCCCCATCCTCTCATCCCCATCTTACGTCATCAAAGAGGGCAGGCCAGCAAGTGTTTCAATG

341 T Pp H P L I P I L R H Q R G Q A S K C F N

1091 CAGCACTCGCCGCCTAA

362 A A L A A -
AAAGTCTATCCGTCTTCGATCCAGCTTCGCTTTGCAGATCTTTGGACGTGACTTTTCAGAGGCTTTTTTGCTGAAAAGCTTNCNTTTTTT
AGACCAATTTTNTAGTTTTGCAACCNNGTTTAGATCTTAANTCTTACTTNGGATTTAATGCTTGTNGNCTTTGCACATTTTNNTTGCAA
CAAAAAAANAATTTTTGNCAANANTTCTTNGTGANAATNTAAGTTTTTTTGGTCCCAAACTTACNCCCCNTAATTTGCAATTNTNTTCC

ANCNTNGGTCAGTNTATTGAAAGAANTTTTTGGGGTGNNNAAAANTAAAANCCAATTNNGAGCCNTTCTNNCGNTTTAGNGGGCCCCCA
ACCCCNATTTTTNNAAAATTTAANAANTNANGGGGGGAA. . . .

3.1.4 Charakteriserung der beiden Isoformen aufgrund ihrer Aminosaure-
sequenzen

Die von der Nukleotidsequenz abgeleitete Aminosduresequenz von EWAM-P1 besteht
aus 367 Aminosauren, die von P2 aus 366. Fir P1 lasst sich eine Masse von 41538,7Da
und fir P2 eine Masse von 40924,1Da berechnen. Die apparente Masse nach der Auftren-
nung im SDS-PAGE wurde hingegen mit 43 und 45kDa angegeben, wobel EWAM-P2
dem Laufverhalten nach die groRere Masse besald (D Haese and Hinssen, 1987). Der
theoretische |EP errechnet sich fir EWAM-PL1 zu 6,18 und fur P2 zu 6,09. D Haese und
Hinssen (1987) hatten mit Hilfe der isoelektrischen Fokussierung IEPs von ungefdhr 6,5
gefunden, wobel die erste Isoform 0,1 pH-Einheiten alkalischer als P2 war. Die berech-
neten | EPs stimmen also relativ gut Gberein.

Die Vertellung geladener Aminosduren ist in beiden Isoformen sehr dhnlich: Die Amino-
sduresequenz von P1 weist 52 und die Sequenz von P2 53 negativ geladene Aminosauren
auf, wahrend in P1 46 und in P2 47 positiv geladene Aminosduren zu finden sind.

Sowohl fur P1 as auch fir P2 lassen sich mit Hilfe der verwendeten Computerprogram-
me (siehe 2.6) keine amino-terminalen Signalsequenzen nachweisen, es sind keine signi-
fikanten Transport- oder Sortierungssinale nachweisbar. Der Aufenthaltsort beider Protei-
ne it aso am wahrscheinlichsten das Cytoplasma. Beide Proteine scheinen diesen Be-
rechnungen nach stabil in Zellen zu sein.
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Anzahl der Aminosauren in P1; 367

Anzahl der Aminosauren in P2; 366

M olekular gewicht von P1: 41538,7

M olekulargewicht von P2: 40924,1

Theoretischer pl von P1: 6,18

Theoretischer pl von P2: 6,09

Aminosiurezusammensetzung von P1

Aminosiur ezusammensetzung von P2

Ala(A) 24 65% Ala(A) 33 9,0%

Arg(R) 9  2,5% Arg(R) 13 3,6%

Asn(N) 13 35% Asn(N) 14 3,8%

Ap(D) 21 57% Ap(D) 26 7,1%

Cys(C) 3 0,8% Cys(C) 4 1,1%
GIn(Q) 19 5,2% Gln(Q) 10 2,7%
Glu(E) 31 8,4% Glu(E) 27 7,4%
Gly (G) 28 7,6% Gly (G) 28 7,7%
His(H) 14  3,8% His(H) 12 3,3%
lle (1) 13 3,5% le () 14  38%
Leu(L) 33 9,0% Leu(L) 35 9,6%
Lys(K) 37 10,1% Lys(K) 34 9,3%
Met (M) 4 1,1% Met (M) 5 1,4%
Phe(F) 16 4,4% Phe(F) 16 4,4%
Pro(P) 14 3,8% Pro(P) 8 2,2%
Ser(S§ 23 6,3% Ser(S 28 7,7%
Thr (T) 21 5,7% Thr(T) 17  4,6%
Trp(W) 7 1,9% Trp(W) 7 1,9%
Tyr(Y) 15 41% Tyr(Y) 14  3,8%
val (V) 22 6,0% va (V) 21 5,7%

Anzahl negativ geladener Reste
(Asp + Glu): 52

Anzahl negativ geladener Reste
(Asp + Glu): 52

Anzahl positiv geladener Reste
(Arg + Lys): 46

Anzahl positiv geladener Reste
(Arg + Lys): 47

3.1.5 Vergleiche der Aminosduresequenzen der EWAM-Isoformen P1 und P2
untereinander und mit anderen Actin-M odulatoren

Die Sequenzierung von PCR-Produkten, die mit EWAM-P1-spezifischen Primern ampli-
fiziert worden waren, deckten in der 5'-terminalen Hélfte mehrere falsch gelesene Nukle-
otide auf. Dies war von Giebing (1994) fir moglich gehalten worden, da dieser Anteil der
Sequenz nicht durch Uberlappende Klone abgesichert werden konnte. Durch mehrfaches

Sequenzieren in sense- und antisense-Richtung kann folgende Sequenz nun als gesichert

gelten:

P1 alt: 204 TGAAGATCTGGCGCATTGTGAATTTCAAGGTGACTGAATGG
Abgd. AS-Sequenz: 49 L x I w R I VvV N F K V T E W
P1 korrigiert: 204 TGAAGATCTGGCGCATTGTGAATTTCAAGGTGACTGAATGG
Abgd. AS-Sequenz: 49 L x I w R I VvV N F K V T E W
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P1 alt: 245 CCACAGAACCAACACGGG AGTTCTACA CG AGATTCTTA
Abgdl. AS-Sequenz: 63 P QO N Q H G S S T R D S
P1 korrigiert: 245 CCACAGAACCAACACGGAAAGTTCTACAACGGAGATTCCTA
Abgdl. AS-Sequenz: 63 P O N Q0 H G K F Y N G D s
P1 alt: 283 CATCATTCTGAACACGTACAAGGCGGACCCGAAGAGCAA

Abgd. ASSequenzs Y I I L N T Y K P D P K S
P1korrigiert: 2866 CATCATTCTAAACACGTACAAGCCGGACCCGAAGAGCAA
Abgd. ASSequenz ¢ Y I I L N T Y K P D P K S

Der Vergleich der beiden von der Nukleotidsequenz abgeleiteten Aminosauresequenzen
von EWAM-P1 (Giebing et a., 1994) und EWAM-P2 zeigt ein Mosaik von kurzen, iden-
tischen Abschnitten, unterbrochen von 1 bis maximal 5 abweichenden Aminosduren
(Abb. 3.9). Die Cluster der identischen Aminosduren sind in der amino-terminalen Hélfte
mit maximal 15 identischen Aminosdauren langer als in der carboxy-terminalen Hélfte mit

maximal 9 identischen Aminosduren in ununterbrochener Folge.

Abb. 3.9: Die komplette Aminosduresequenz von EWAM-P2, abgeleitet von der Nukleotidsequenz der
PCR-Fragmente, im Vergleich mit der Aminosduresequenz von EWAM-P1 (Giebing, 1994, korrigiert).
Dem Vergleich mit ClustalW 1.7 liegt die Matrix Blosum62 (Henikoff und Henikoff, 1992) zugrunde, wo-
nach identische Aminosduren durch Sterne gekennzeichnet, konservative Austausche durch Doppel punkte
und Punkte entsprechend der Bewertung durch die verwendete Aminosdureaustausch-Matrix gekennzeich-
net sind:

EWAM-P2 -MSGLVKAKRYDWKDSNLAMFGSALDKSVKKESALKEAAWKGVGEKVGLKIWRIVNFKVT
EWAM-P1 MATGLIKAKEYDWKDSNLALFGSDTEKQVKKDSAATEPAWKGAGQKEGLKIWRIVNFKVT
ckk o okkk  Kkkkkkkkk o khkk ok kkkokk ok Kkkkk k.k kkkkkkkkkkkkk

EWAM-P2 EWPEKDYGSFFSGDSYIILNTYKLKGRE-ELAYDVHFWIGSKSTQDEYCVAAYKTVELDA
EWAM-P1 EWPONQHGKFYNGDSYIILNTYKPDPKSNELAYDVHFWIGSQSSQDEYGTAAYKTVELDT

dhk ook ko Fhkkkhkhkkhkhkkk s, Khkhkkkkkkkkhkk ok khkkk  kkkhkkhkkkk .

EWAM-P2 YLDDAATIQHRDAEGNESDLFLSYFENGLTIMEGGAESGFNNVKPEEYKARLLHFSGLKKH
EWAM-P1 FLDDKPVQHREVQGYESELFRNYFKQGLTILEGGAETGFHHVKPTEYKPRLLHFSGQKQQ

ckkk | ckkk . sk kkokk kk.okkkkokhkkkkokk. o kkk kkk kkkkkkk k..

EWAM-P2 IVVKEVPLCPQRLKSDDVFILDLGRTLYQWNGTGSNKDERFKAMQYLONLKAERGAATSK
EWAM-P1 IYVHEVPLVKERLDHKDVFILDLGLTLYQWNGKESSKEERFKAMQYLGLMRSERPKAEAE

Kk kakkkk  kk | kkkkkkkk kkkkkkk | ok Kk.kkkkkkkkk . ..kk Kk

EWAM-P2 TLEEEHIDKSHEFYTSLTGEDEDLP-EDQTDSAAVKTLLRVSDAAGHFKSTVVKTGHIAA
EWAM-P1 TLEDESTPESHKFYTSLTGTDE - - PNLVKPLVKEENQLLKVSDAGGHLKTTEVKRGAVNS

*kk oKk ckk o kkkkkkk kk ok .. s okkokkkk kK .kok KKk K

EWAM-P2 SDLDSKDVFILDNGSTCFVWVGNGASAQEKRNGLGYAHSHLMKTPHPLIPILRHQRGQAS
EWAM-P1 KDFSSNDVFILDTGDQCFVWVGKGASQSEKQSGLGYAHAHLMKTCHPLAPTHVIKEGQLC

Lk kakkkkkk k| kkkkkk o kkk _kk. kkkkkk . kkkkk kkKk kK Lk %

EWAM-P2 KCFNAALAA
EWAM-P1 KAFNVAIAA

Kk kK kokk
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233 von 366 Aminosduren der zweiten Isoform sind identisch mit P1, was einer [dentitét
von 63,66% entspricht. Das erste Segment weist mit 69,42% (109 von 157 Aminosauren)
die grofdte Identitdt auf, gefolgt vom zweiten Segment mit 60,36% (67 von 111 Amino-
sauren) und dem dritten Segment mit 58,16% (57 von 98 Aminosauren) ldentitét. Es ist
also eine starke Abnahme der Identitdt der beiden EWAM-Isoformen vom amino- zum
carboxy-Terminus feststellbar.

Gelsolin-verwandte Proteine zeichnen sich durch den Besitz eines Satzes von konser-
vierten Sequenzen auf, die B, A und C genannt werden (Way und Weeds, 1988), die drei-
fach (40kDa-Modulatoren) oder sechsfach (80kDa-Modulatoren), entsprechend der An-
zahl der Segmente, wiederholt werden. Durch Sequenzvergleich mit Hilfe von ClustaW
(siehe 2.5.7) lassen sich auch in den beiden EWAM-Isoformen die Motive B, A und C
identifizieren, die dreifach wiederholt werden (Abb. 3.10).

Abb. 3.10: Vergleich der Aminosduresequenzen der drei Segmente der beiden EWAM-Isoformen. Die drei
Motive B, A und C sind hierdurch identifizierbar. Die konservierten Aminosiuren der Motive B, A und C
(Way und Weeds, 1988) sind fett hervorgehoben. Identische Aminosduren sind durch Sterne, konservative

Austausche durch Doppel punkte und Punkte markiert:

EWAM-P1/S1
EWAM-P2/S1
EWAM-P1/S2
EWAM-P2/S2
EWAM-P1/S3
EWAM-P2/S3

EWAM-P1/S1
EWAM-P2/S1
EWAM-P1/S2
EWAM-P2/S2
EWAM-P1/S3
EWAM-P2/S3

EWAM-P1/S1
EWAM-P2/S1
EWAM-P1/S2
EWAM-P2/S2
EWAM-P1/S3
EWAM-P2/S3

MATGLIKAKEYDWKDSNLALFGSDTEKQVKKDSAATEPAWKGAGQKEGLKIWRIVNEKVT
MS-GLVKAKRYDWKDSNLAMFGSALDKSVKKESALKEAAWKGVGEKVGLKIWRIVNEKVT

-------------------------- HHVKP - TEYKPRLLHFSGQKQ- - - - - - - -QIYVH
-------------------------- NNVKP - EEYKARLLHFSGLKK- - - - - - - -HIVVK
---------------------------- VKE - ENQLLKVSDAGGHLK- - - - - - - -TTEVK
------------------------- SAAVKT- - - -LLRVSDAAGHFK- - - - - - - -STVVK
* % . * *

B A

EWPONQHGSSTR-DSYIILNTYKPDPKSNELAYDVHFWIGSQSSQDEYGTAAYKTVELDT
EWPEKDYGSFFSGDSYIILNTYKLKGRE-ELAYDVHFWIGSKSTQDEYCVAAYKTVELDA

EVPLVKERLDHK-DVFIL------ D----- LGLTLYQWNGKESSKEEGFKAMQYLGLMRS
EVPLCPQRLKSD-DVFIL------ D----- LGRTLYQWNGTGSNKDERFKAMQYLQONLKA
RGAVNSKDFSSN-DVFIL------ D----- TGDQCFVWVGKGRFAVGEAEWTRISHAHLM
TGHIAASDLDSK-DVFIL------ D----- NGSTCFVWVGNGASAQEKRNGLGYAHSHLM
* .k * ok :

C

FLDD-KPVQHREVQGYES--ELFRNY-FK—QGLTILEGGAETGF
YLDD-AATQHRDAEGNES - -DLFLSY -FE-NGLTIMEGGAESGF
ERPKAEAETLED-ESTPESH-KFYT--SLTGTDEPNLVKPL- - -
ERGAATSKTLE-EEHIDKSH-EFYT--SLTGEDEDLPEDQTD- -
KTCHPLAPI--HVIKEGQLCKAFNVAIAA--------------~
KTPHPLIPILRHQRGTGQASKCFNAALAA------------- -~
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Abb. 3.11: Gegenuberstellung der EWAM-Isoformen mit Severin aus Dictyostelium discoideum (André et

al., 1988), Fragmin aus Physarum polycephalum (Ampe and Vandekerckhove, 1987, T Jampens €t al.,

1997) und der amino-terminalen Halfte von humanem Plasmagel solin (Kwiatkowski et al., 1986). Legende

wie oben. Erlauterungen im Text.

EWAM-P2
EWAM-P1
severin
fragmin
gelsolin

EWAM-P2
EWAM-P1
Severin
Fragmin
Gelsolin

EWAM-P2
EWAM-P1
Severin
Fragmin
Gelsolin

EWAM-P2
EWAM-P1
Severin
Fragmin
Gelsolin

EWAM-P2
EWAM-P1
Severin
Fragmin
Gelsolin

EWAM-P2
EWAM-P1
Severin
Fragmin
Gelsolin

EWAM-P2
EWAM-P1
Severin
Fragmin
Gelsolin

1 -MSGLVKAKRYDWKDSNLAMFGSALDKSVKKESALKE - AAWKGVGEKVGLKIWRIVNFKV 58
1 MATGLIKAKEYDWKDSNLALFGSDTEKQVKKDSAATE - PAWKGAGQKEGLKIWRIVNFKV 59
1 ----MIKNRKLDITSTNVAGIGTDLDKKCRLDAASTE-AQWKGVGQAPGLKIWRIENFKV 55
1 - ---MQKQKEYNIADSNIANLGTELEKKVKLEASQHE -DAWKGAGKQVGVEIWRIQQFKV 55
1 -ATAS-------- RGASQAGAPQGRVPEARPNSMVVEHPEFLKAGKEPGLQIWRVEKFDL 51
: * L. : * : Lk kookkk ook
G-Actin bindende a-Helix
59 TEWPEKDYGSFFSGDSYIILNTYKLK-GREELAYDVHFWIGSKSTQDEYCVAAYKTVELD (117
60 TEWPQNQHGSSTR-DSYIILNTYKPDPKSNELAYDVHFWIGSQSSQDEYGTAAYKTVELD (118
56 VPVPESSYGKFYDGDSYIILHTFK---EGNSLKHDIHFFLGTFTTQDEAGTAAYKTVELD (112
56 VPVPKKHHGSFYTGDSYIVLSTYHPKTNPDKLAYDVHFWLGAFTTQDEAGTAAYKTVELD (115
52 VPVPTNLYGDFFTGDAYVILKTVQLR-NGN-LQYDLHYWLGNECSQDESGAAAIFTVQLD (109
* . :'k' *:*::* * . . * :*:*:::* :*** '** **:**
PIP,-Bindung F-Actin-Bindung PIP,-Bindung
118 | AYLDDAAIPHRDAEGNESDLFLSYF-ENGLTIMEGGAESGFNNVKPEEYKARLLHFSGL |175
119 | TFLDDKPVRHREVQGYESELFRNYF - KQGLTILEGGAETGFHHVKPTEYKP{RLLHFSGQ |176
113 | DFLGGAPIRYRQCQSYESPSFLSLFPK--YFILSGGVESGHNHVKPTEYKP{RLLHISG- (169
116 | DYLGGLPVRYREVQGYESERFLSLFPKGGLRILDGGVETGFHHVEADKYRT{RLLHLGK- |173
110 | DYLNGRAVRHREVQGFESATFLGYF - KSGLKYKKGGVASGFKHVVPNEVVVQRLFQVKG- |167
L S T I A S LEE L akk ok * %k
F-Actin-Bindung F-Actin-Bindung
175 | KKHIVVKEVPLCPQRLKSDDVFILDLGRTILYQWNGTGSNKDERFKAMQYLONLK-AER— 233
176 | KQQIYVHEVPLVKERLDHKDVFILDLGLTLYQWNGKESSKEEGFKAMQYLGLMR-SER— 234
170 | DKNAKVAEVPLATSSLNSGDCFLLDAGLTIIYQFNGSKSSPQEKNKAAEVARAID-AERKG 228
174 | KKHIRVHEVPKTYKSLNSGDVFVLDAGKTIVIQWNGAKAGLLEKVKAAELLQAIE-GEREl 231
168 | RRVVRATEVPVSWESFNNGDCFILDLGNNIHQWCGSNSNRYERLKATQVSKGIRDNERS| 226
* % %k Lo * kokk k. k. ok .. *  kx . . **
234 -GAATSKTLEEEHIDKSHEFYTSLT----- GEDEDLPEDQTDSAAVK- - - - - TLLRVSDA 281
235 -PKAEAETLEDESTPESHKFYTSLT----- GTDE - PNLVKPLVKEEN- - - - - QLLKVSDA 282
229 LPKVEVFCETDSDIPAEFWKLLGGK----- GATIA-AKHETAPTKSEK----- VLYKLSDA 276
232 -GIASGRVVAEADNDTEFFTLLGDK----- GPIADAAAGGSDLEADKKDQPAVLLRLSDA 285
227 -GRARVHVSEEGTEPEAMLQVLGPKPALPAGTEDTAKEDAANRKLAK------ LYKVSNG 279
. * . * e ok .
282 AGHFKSTVVKTG-HIAASDLDSKDVFILDNG--STCFVWVGNGASAQEKRNGLGYAHS—- 336
283 GGHLKTTEVKRG-AVNSKDFSSNDVFILDTG--DQCFVWVGKGRFAVGEAEWTRISHA— 337
277 SGSLKFSEVSRG-KINKSSLKSEDVFIIDLG--NEIYTWIG-SKSSPNEKK-TAFSHATQ 331
286 SGKFEFTEVARGLKVKRNLLDSNDVFVLYTG--AEVFAWVGKHASVGEKKKALSFAQE-- 341
280 AGTMSVSLVADENPFAQGALKSEDCFILDHGKDGKIFVWKGKQANTEERKAALKTASD-- 337
A . HL R * : * % . :
337 HLM--KTPHPLIPILRHQRGQASKCFNAALAA--- 366
338 HLM--KTCHPLAPIHVIKEGQLCKAFNVAIAA--- 367
334 YLVNNKRCEYTPIVRVLENGTNQSFETLLSA---- 362
344 YVQKAGLPIHTPVARILEGGENEVFEDFFD----- 371
338

FITKMDYPKQTQVSVLPEGGE-TPLFKQFFKNWRD 371

*
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Die zwel bekannten Sequenzen fur Actin-Modulatoren des Regenwurmes werden im Fol-
genden mit den Sequenzen anderer Modulatoren verglichen. Diese Vergleiche machen es
unter Umstanden moglich, Aussagen Uber die dreidimensionale Gestalt des EWAM sowie
uber die Lokalisierung funktionell wichtiger Sequenzen zu machen.

Vergleicht man die Sequenzen der EWAM-Isoformen mit denen der Modulatoren Seve-
rin, Fragmin und der N-terminalen H&lfte von humanem Gelsolin, dann weist das erste
Segment die groRte Ahnlichkeit in allen Modulatoren auf. Es besitzt die meisten konser-
vierten Aminosauren, da es wichtige Funktionen im kompletten Protein zu erfillen hat
(McLaughlin et al., 1993, Burtnick et al., 1997), was dazu fihrt, dass Mutationen nicht
tolerierbar sind (Mannherz et a., 1992). Das erste Segment ist an der G-Actin-Bindung,
am Schneiden, Cappen und der Bindung von ein bis zwei Ca?* beteiligt.

Das erste Segment von Gelsolin ist globulér gebaut. Es besteht aus zentralen vierstrangi-
gen B-Fatblétern. Diese werden eingerahmt von einer vier Umdrehungen umfassenden
o-Helix und einer zu ihr parallel verlaufenden kirzeren, beinahe rechtwinkelig zu den
Faltbléttern angeordneten a-Helix (Burtnick et al., 1997, McLaughlin et a., 1993). Die
anderen Segmente des Vertebraten-Gelsolins enthalten entweder ebenfalls vier oder auch
drel B-Faltblétter, die wichtig sind bei der Aushildung eines hydrophoben Kerns der Seg-
mente (Burtnick et a., 1997). In Abb. 3.11 sind die hydrophoben Aminosduren des ersten
Segments, die die Aushildung des hydrophoben Kerns mdglich machen (Matsudaira und
Janmey, 1988, McLaughlin et a., 1993), und die korrespondierenden Aminosauren in den
anderen Modulatoren fett hervorgehoben. Auch in den 40kDa-Proteinen zeigen diese
Aminosauren einen hohen Grad an Konservierung, was auf eine dhnliche dreidimensio-
nale Struktur der Segmente dieser Proteine hindeutet. McLaughlin et a. (1993) postulie-
ren, dass die Faltung des Segments 1 von Gelsolin Giltigkeit fur alle Segmente der Pro-
teine der Gelsolin-Familie besitzt. Schnuchel et a. (1995) konnten durch NMR-Spektro-
skopie eine ahnliche dreidimensionale Faltung des zweiten Segments von Severin nach-
weisen. Auch Profilin (Vinson et al., 1993) und das erste Segment von Villin (Markus et
a., 1994) besitzen die apolare Kernregion, eine identische Topologie und dhnliche Di-
mensionen (Burtnick et a., 1997).

Mit Hilfe der gewonnenen Sequenzinformationen wird nun versucht, bestimmte Funktio-
nen des EWAM, fir deren Ausfiihrung die Bindung bestimmter Liganden notwendig ist,
im Protein zu lokalisieren. Weiterhin kénnen mdglicherweise durch den Vergleich mit
dem N-Terminus von Gelsolin und Gelsolin-verwandten Proteinen des 40kDa-Typs, fur

die z. T. detaillierte Kenntnisse der funktionellen Doménen vorliegen, Unterschiede zwi-
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schen P1 und P2/P3 herausgestellt werden, die von struktureller oder funktioneller Be-
deutung sein konnten.

Allen Actin-Modulatoren sind folgende Eigenschaften gemeinsam:

- Sie sind nur aktiv in der Gegenwart von mikromolaren Ca?*-Konzentrationen.

- Sie Uben einen nukleationsfordernden Effekt auf G-Actin aus.

- Sie fragmentieren Actin und binden an das schnellwachsende Ende von Actin.

- Fur Vertebraten-Gelsolin, fur Fragmin und Severin konnte eine Inhibierung der Bindung
an Actin durch PIP, gezeigt werden (Yin und Stossel., 1979 und 1980, Gettemans et al.,
1995), fur EWAM ist sie sehr wahrscheinlich.

- Die Actin-Bindung von Gelsolin ist nicht vollsténdig reversibel in EGTA, da ein Ca?*
unerreichbar zwischen Actin und Gelsolin gefangen ist (McLaughlin et al., 1993). Auch
bei Fragmin bleibt ein Actin auch in Gegenwart von EGTA gebunden (T Jampens et 4.,
1997 und 1999). Ebenso ist beim EWAM die Actin-Bindung in EGTA nicht vollstéandig
reversibel (D Haese und Hinssen, 1987).

Daneben unterscheiden sich die Actin-Modulatoren aber in einigen Eigenschaften des
Gesamtproteins oder der durch Proteolyse oder durch Deletionsmutanten hergestellten
Proteinfragmente. Zum Beispiel enthélt Severin drei Actin-Bindungsstellen, eine in jedem
Segment (Eichinger und Schleicher, 1992), anders als die anderen beiden kleinen Modu-
latoren Fragmin und EWAM, die nur zwei Actin-Bindungsstellen besitzen.

Im Folgenden werden ausgehend von den genauer bekannten Bindungsstellen des Gelso-
lins fir die Liganden Actin, PIP, und C&?* die entsprechenden Aminosiuresequenzen des
EWAM betrachtet. Die bindenden Doménen des Gelsolins und die entsprechenden, durch
das Sequenzvergleichsprogramm  gegenibergestellten, Aminosauresequenzen von
EWAM-P1 und —P2, Fragmin und Severin sind in Abb. 3.11 eingezeichnet. Ein Ver-
gleich dieser Sequenzen mit den Sequenzen der EWAM-Isoformen wird durchgefihrt
und die Gegenliberstellung bewertet. Eine deutliche Ubereinstimmung in den fur die Bin-
dung verantwortlichen Domanen wird als Hinweis auf eine funktionelle Ahnlichkeit ge-
wertet.

Vergleicht man die Actin-bindende o-Helix des ersten Segments von humanem Plasma-
gelsolin (McLaughlin et a., 1993) mit den korrespondierenden Sequenzen in anderen
Mitgliedern der Gelsolin-Familie, dann féllt die grolRe Ahnlichkeit der Sequenzen sofort
auf (Abb. 3.11 und 3.12). Aufgrund der Sequenzadhnlichkeit kann diese Stelle auch as
relevant fir EWAM gehalten werden (siehe auch Giebing et al., 1994). Vier von sieben
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Aminosauren, die an der Bindung von G-Actin beteiligt snd (McLaughlin et al., 1993),
sind identisch und eineist konservativ ersetzt (Abb. 3.11).

Abb. 3.12: Erste G-Actin-Bindungsstelle (McLaughlin et al., 1993), HGS= humanes Plasmagelsolin. Die
apolaren Aminosduren, die an der Aushildung der a-Helix beteiligt sind, sind durch Fettschreibung hervor-
gehoben. Die Aminosauren, die an der Bindung von G-Actin beteiligt sind, sind durch Sterne gekennzeich-
net:

HGS 86 HYWLGNECSQDESGAAATFTVQLDDYLNGRAV 117
EWAM-P1 92 HFWIGSQSSQDEYGTAAYKTVELDTFLDDKPV 123
EWAM-P2 90 HFWIGSKSTQDEYCVAAYKTVELDAYLDDAATI 121

* % ** k% *

Bemerkenswerterweise findet jedoch in beiden EWAM-Isoformen und ebenfalls in den
anderen 40k-Modulatoren Severin und Fragmin ein Austausch des Phenylalanins in Posi-
tion 104 des humanen Gelsolins durch Lysin, eine geladene Aminosaure, statt (markiert
durch ein Ausrufezeichen in Abb. 3.12). Das Phenylalanin ist als unpolare Aminosdure an
der Ausbildung der o-Helix betelligt, deren Struktur in den kleinen Actin-Modulatoren

also moglicherweise gestort ist.

Durch die Untersuchung proteolytischer Spaltprodukte erhielt Bryan (1988) die Informa-
tion, dass zwei Actin-Bindungsstellen in der N-teminalen und eine in der C-terminalen
Hélfte von Gelsolin liegen. Spéter konnten diese Bindungsstellen durch die Untersuchung
von Deletionsmutanten genauer lokalisiert werden: Aminosduren, die F-Actin binden und
die am Schneiden von F-Actin beteiligt sind, liegen zwischen Aminosdure 161 und 172
(Sun et al., 1994) und zwischen Aminosdure 197 und 226 (Van Troys et al., 1996) im
zweiten Segment von humanem Gelsolin. Weiterhin wurden die Aminosduren 150 bis 160
im zweiten Segment aufgrund von Untersuchungen an proteolytischen Spaltprodukten mit
dem Schneiden in Verbindung gebracht (Kwiatkowski et a., 1989). Die Krigtallisation
von Gelsolin in Abwesenheit von Ca?* schliefllich zeigte, dass ale diese Stellen zusam-
men eine exponierte Bindungsstelle im Protein bilden (Burtnick et al., 1997). Vergleicht
man die Sequenzen der N-terminalen Hélfte von Gelsolin mit denen von EWAM-P1,
EWAM-P2, Severin und Fragmin miteinander, dann erscheint der erste Teil der F-Actin-
Bindungsstelle nicht sehr konserviert zu sein. In dieser Bindungsstelle mit 10/11 Amino-
sduren Lange, die direkt am N-Terminus des zweiten Segments lokalisiert ist, ist nur eine
Aminosaure identisch bei alen verglichenen Modulatoren, und vier sind konservativ er-
setzt (Abb. 3.11). Fur Fragmin konnte eine Actin-Bindung erst C-terminal von AS 169

gezeigt werden (T Jampens et al., 1997), so dass diese Stelle eventuell auch fir EWAM
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nicht bei der Bindung von Actin wichtig ist. Nur 2 von 12/13 Aminosduren sind identisch
zwischen dem zweiten Tell der F-Actin-Bindungsstelle und den korrespondierenden
Aminosauren in den anderen Modulatoren. Diese Stelle wird auch mit einer PIP,-Bindung
in Zusammenhang gebracht (s. u.) (Abb. 3.11). Vergleicht man nur die entsprechenden
Aminosiuren der 40kDa Proteine untereinander, so ist die Ahnlichkeit groRer, die Abfol-
ge der Aminosduren z. B. RLLH tritt bei allen auf, so dass eine, alerdings unbekannte,
Funktion dieser Stelle vermutet werden kann. Im EWAM, Severin und Fragmin bindet
diese Stelle wahrscheinlich kein Actin aufgrund der fehlenden Sequenzdhnlichkeiten zum
Gelsolin. Allerdings muss dann die PIP,-Sengitivitdt der Actin-Bindung anders zustande
kommen als durch Konkurrenz der beiden Liganden um die gleiche Bindungsstelle, wie es
beim Gelsolin diskutiert wird. Der dritte Teil der F-Actin-Bindungsstelle scheint stérker
konserviert zu sein. 7 Aminosduren von 30 sind identisch und 5 zeigen einen konser-
vativen Austausch. Fir diese Stelle wird die Doppelfunktion der F- und G-Actin-Bindung
bel EWAM vorgeschlagen (s. u.).

Zum Nukleieren und zum Schneiden ist jeweils die Kooperation von zwei Actin-Bin-
dungsstellen notwendig. Die Aufgaben des Schneidens und Nukleierens sind also mit mi-
nimal zwel Actin-Bindungsstellen insgesamt erfillbar, denn F-Actin-Bindungstellen sind
in der Lage, aternativ auch G-Actin zu binden. Nur die Bindungsstelle im zweiten Seg-
ment von Severin soll ausschliefdlich F-Actin binden kénnen (Schnuchel et a., 1995). Fir
die zweite Actin-Bindungsstelle von EWAM, der ja sowohl nukleieren als auch fragmen-
tieren kann, dabel aber mit zwei Bindungsstellen auskommt, muss eine solche Doppel-
funktion gefordert werden.

Fur Gelsolin konnte die Bindung eines zweiten G-Actin-Molekils im vierten Segment
durch die Untersuchung von Deletionsmutanten gezeigt werden (Pope et al., 1995). We-
gen der Sequenzhomologien zwischen S1 und $4 und dhnlicher Oberflachencharakteristi-
ken dieser Segmente ist eine dhnliche Art der Bindung von G-Actin mit S1 und $4 ange-
nommen worden (Burtnick et al., 1997). Fir die korrespondierenden Aminosduren in $4
im Vergleich mit jenen, die G-Actin in S1 binden, konnte eine Ahnlichkeit gezeigt wer-
den. Sie sind zwischen GIn473 and Arg498 lokalisiert (Burtnick et al., 1997).

Fragmin besitzt, wie EWAM, insgesamt nur zwei Actin-Bindungsstellen. Die zweite,
Ca’*-abhéngige Bindungsstelle wird C-terminal von Leu169 angenommen (T Jampens et
al., 1997).
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In Severin, das drei Actin-Bindungsstellen besitzt, wird die zweite G-Actin-Bindungsstel-
le aufgrund von NMR-spektroskopischen Untersuchungen des zweiten Segments nahe
dem N-Terminus im zweiten Segment zwischen Asn152 und Lys160 vermutet (Schnu-
chel et al., 1995).

Fur EWAM-P1 konnte durch die Untersuchung von Deletionsmutanten gezeigt werden,
dass die zweite G-Actin-Bindungsstelle im zweiten Segment lokalisiert ist (Giebing et al.,
1997). Die ersten 27 Aminosauren von S2 (also bis Aminosaure 185 des Gesamtproteins)
reichen jedoch, anders als bei Severin, nicht aus, um das zweite G-Actin-Molekdl zu bin-
den.

Um die zweite Bindungsstelle zu lokalisieren, erschien es also sinnvoll, das zweite Seg-
ment von 40kDa-Modulatoren (ohne das offensichtlich abweichende Severin) mit dem
vierten Segment von Gelsolin zu vergleichen. Bei dem Alignment des zweiten Segments
von EWAM-P1 und -P2 und Fragmin mit dem vierten Segment von Gelsolin wird ein
Cluster von ahnlichen Aminosauren erkennbar (Abb. 3.13, links), der vielleicht an der
Bindung des zweiten G-Actins bei der Nukleation beteiligt ist. Unterstitzt wird diese Hy-
pothese dadurch, dass die Stelle C-terminal von AS 185 von P1 und AS 169 von Fragmin
lokalisiert sind, wie es von T Jampens et a. (1997) gefordert wird. Ohne Berticksichti-
gung von Fragmin ist die Ahnlichkeit sogar noch groRer (Abb. 3.13, rechts). Die gréRere
Ahnlichkeit zum Gelsolin als zum Fragmin konnte die relativ groRe nukleationsférdernde
Wirkung von EWAM im Vergleich zu anderen 40kDa-Modulatoren (Giebing et a., 1994)
bewirken. Die Tatsache, dass die gefundene Stelle in der F-Actin-Bindungsstelle (s. o.
und Abb. 3.11) liegt, erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass es sich tatsichlich um die
zweite G-Actin-Bindungsstelle handelt, die wahrend des Schneidens auch F-Actin binden

kann.

Abb. 3.13: Potentielle zweite G-Actin-Bindungsstelle, mit und ohne Beriicksichtigung von Fragmin. Le-
gendewie Abb. 3.11:

HGS 461 GQIIYNWQGAQSTQDE 476 HGS 461 GQIIYNWQGAQSTQDE 476
EWAM-P1 202 GLTLYQWNGKESSKEE 217 EWAM-P1 202 GLTLYQWNGKESSKEE 217
EWAM-P2 201 GRTLYQWNGTGSNKDE 216 EWAM- P2 201 GRTLYQWNGTGSNKDE 216
Fragmin 200 GKTVIQWNGAKAGLLE 215 ko ikikik kLo

* . ek .k . *

Zwei PIP,-Bindungsstellen sind im Gelsolin identifiziert worden (Yu et a., 1992), die den

auf der flachen, Losungsmittel-exponierten Oberflache von S2 lokalisierten Arginin- und
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Lysinresten zugeordnet werden konnten (Burtnick et al., 1997). Nach Yu et a. (1992)
zeichnet sich eine PIP,-Bindungsstelle durch das Auftreten von Aminosiuren mit basi-
schem Charakter aus, die mit den Phosphatresten des PIP; interagieren. In Abb. 3.11 sind
die Arginine und Lysine rot hervorgehoben. Besonders bezlglich der ersten PIP,-Bin-
dungsstelle finden sich aber bei EWAM, Fragmin und Severin nur wenige Arginine und
Lysine an der korrespondierenden Stelle: EWAM-P2 besitzt hier gar kein Lysin oder Ar-
ginin, Fragmin weist mit zwel basischen Aminosauren die meisten auf, wahrend Gelsolin
hier vier besitzt. T Jampens et a. (1997) hdten diese Bindungsstelle auch fir das Frag-
min fir wenig konserviert und bezweifeln daher hier eine PIP,-Bindung. Die vorliegen-
den Vergleichsergebnisse lassen es fraglich erscheinen, ob eine PIP,-Bindung an dieser
Stelle bei EWAM tattfindet. Fragmin weist dagegen hinsichtlich der korrespondierenden
Aminosiuren der zweiten PIP,-Bindungsdoméne eine groRe Ahnlichkeit mit Gelsolin auf
(T Jampens et al., 1997). Da die zweite PIP,-Bindungsstelle des Gelsolins identisch ist
mit einem Teil der ersten F-Actin-Bindungsstelle (Aminosauren 161-172), konnte die Be-
obachtung, dass die F-Actin-Bindung von Fragmin durch PIP, gehemmt wird (Gettemans
et al., 1995), durch eine Verdrangung des Actins durch das PIP, erfolgen. Fir EWAM
wurde die Hemmung der Actin-Bindung durch PIP; bis jetzt noch nicht gezeigt, ist aber
anzunehmen ist. Die potentielle zweite PIP,-Bindungsstelle ist auch im EWAM stérker
konserviert, obwohl die PIP,-Bindungs-Konsensussequenz nicht klar zu erkennen ist
(Abb. 3.11) (T Jampens €t al., 1997) (K/RX4;K/RXK/RK/R, wobei X eine beliebige Ami-
nosaure darstellt). Vermutlich ist also bei EWAM nur diese PIP,-Bindungsstelle funktio-
nell aktiv. Ein anderer auffdliger Cluster basischer Aminosduren lasst sich in den Se-
guenzen der EWAM-Isoformen nicht identifizieren.

Hinsichtlich der Ca**-Bindung sind die vorliegenden Ergebnisse etwas uneinheitlich.
Fragmente des Gelsolins kénnen evtl. Ca®* binden, ohne dass dies Relevanz im Gesamt-
protein hat. Dies wird von Sun et al. (1999) beziglich der von Pope et a. (1995) beob-
achteten Fahigkeit von isolierten Segmenten, jeweils mindestens drei Ca®*-Bindungsstel-
len zu besitzen, angemerkt. Die Kristallisation von G-Actin/S1 (McLaughlin et al., 1993)
zeigte die Bindung von zwei Ca’*-lonen, wobei ein lon von Liganden gebunden wird, die
sowohl von Gelsolin als auch vom Actin gestellt werden (intermolekulare Bindung).
Diese Bindungsstelle weist nur eine niedrige Affinitdt auf und ist mdglicherweise phy-
siologisch nicht von Bedeutung (Weeds et al., 1995). Andererseits wird die Bindung die-
ses Ca?*-lons in einer Art Falle zwischen den beiden Proteinen dafiir verantwortlich ge-
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macht, dass ein Actin auch durch Zugabe von EGTA nicht vom Gelsolin getrennt werden
kann (McLaughlin et al., 1993). Die andere Bindungsstelle wird durch Liganden gebildet,
die alein vom Gelsolin gestellt werden (intramolekulare Bindung). In Abb. 3.11 sind die
intermolekulare Ca?*-Bindungsstelle und die korrespondierenden Aminoséuren der ande-
ren Proteine griin hervorgehoben, wahrend die Aminosduren der intramolekularen Bin-
dungsstelle blau markiert sind. Das Gly114 des Gelsolins der intermolekularen Ca?*-Bin-
dungsstelle ist durch ein Asp in alen anderen aufgefihrten Modulatoren ersetzt, das
Alall6 ist nur in EWAM-P2 erhalten, wahrend die anderen 40kDa-Proteine hier ein Pro
besitzen. Die intramolekulare Bindungsstelle ist hingegen dhnlicher in allen betrachteten
Proteinen. Nur in EWAM-P1 fehlt eine Aminosaure, die mit Gly65 in Gelsolin korres-
pondiert.

Die Ca**-Bindungsstelle, die fir die eine Aktivierung des Modulators im millimolaren
Bereich verantwortlich ist, lasst sich durch Sequenzvergleich nicht identifizieren. Sie
muss auf jeden Fall an einer anderen Stelle zu finden sein as bel Gelsolin, denn dort wird
eine Ca®*-Bindung im Segment 6 fiir die Regulation verantwortlich gemacht (Pope et .,
1995, Sun et a., 1999). Wahrscheinlich befindet sich die rgulatorische Ca?*-Bindungs-
stelle im dritten Segment des EWAM, da das erste und zweite Segment Ca?*-insensitiv
mit Actin interagieren (Giebing et al., 1997). Die Konformation des Gesamtmolekdils bel
Abwesenheit von Ca?* bewirkt nach dem Pseudosubstrat- oder der Tail-Latch-Hypothese
eine Bindung des Segments 6 an die Actin-Bindungsstelle von Segment 2. Fir Severin ist
aufgrund der Untersuchung von Deletionsmutanten bekannt, dass das Protein mindestens
zwei Ca?*-Bindungsstellen besitzt, wovon sich eine im ersten Segment befindet (Eichin-
ger und Schleicher, 1992). Die regulatorische Stelle befindet sich wahrscheinlich inner-
halb der letzten 85 Aminosauren, die andere, im ersten Segment lokalisierte, innerhalb der
ersten 111 Aminosduren (Eichinger et al., 1991). Die Untersuchung des zweiten Seg-
ments von Severin mit NMR-Spektroskopie dagegen identifizierte zwei Stellen im zwel-
ten Segment, eine weiter N-terminal gelegen (Ser168, Aspl70, Ser208, Glu21l), die an-
dere weiter C-termina gelegen (Asp223, Lys227, Gly228, Leu229). Auch hier gilt wie-
der, wie bei der Betrachtung von isolierten Segmenten des Gelsolins, dass eine physiolo-
gische Relevanz dieser Stellen nicht sicher ist. Die genannten Aminosduren sind nicht
konserviert in den anderen 40kDa-Proteinen, wie eine Gegenuiberstellung der entspre-
chenden Aminosduren zeigt. Haufig sind saure Aminsauren durch basische Aminoséauren
ersetzt (Asp gegen Arg), die mit ihrer positiv geladenen Seitenkette kein Ca?* komplexie-
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ren konnen. In der zweiten Bindungsstelle werden drei von vier Aminosduren beim

Alignment keine Partner gegenlibergestellt:

Severin | Serl68 |Aspl70 |Ser208 |Glu21l |Asp223 |Lys227 |Gly228 |Leu229
P1 Serl74 |Lysl76 |Ser214 |Glu2l7 |Arg229 | -------mmm | smmmmmmmmen | momeoeeen
P2 Ser173 |Lysl75 |Asn213 |Glu216 |LyS228 | -----eemmen | <=mmmmmmmme | mmmmmmmnee
Fragmin |Glyl72 |Lysl74 |Gly212 |Glu215 |Glu227 |Glu231 |-----------|-====-=----
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3.2 Gelsolin-verwandte Proteineim Kaumagen

Hinsichtlich der Enzymausstattung und der Mengenverteilung der Proteine des kontrakti-
len Apparates unterscheidet sich der Kaumagen vom Hautmuskelschlauch (Carlhoff,
1988). Im folgenden Kapitel wird untersucht, inwieweit auch die Expression der EWAM-
Isoformen in den beiden muskuldsen Organen Hautmuskelschlauch und Kaumagen von-
einander abweicht.

3.21 Aufreinigung der EWAM -Fraktionen aus dem Kaumagen

Zunéchst wurde der Rohextrakt des Kaumagens nach Dialyse und Ultrazentrifugation
chromatographisch aufgetrennt, um die potentiell verschiedenen EWAM-1soformen von-
einander zu trennen. Exemplarisch wird in Abb. 3.14 eine chromatographische Auftren-
nung dargestellt. Der Extrakt der Kaumégen von 100 Wirmern wies 66mg Protein auf
und besal3 eine Aktivitét von 79% mit 0,9mg Protein. Aus dieser Aktivité und der einge-
setzten Proteinmenge lasst sich abschétzen, dass der Gehalt an Gelsolin-verwandten Pro-
teinen im Kaumagen in einem vergleichbaren Bereich liegt wie der des Hautmuskel-
schlauchs (dort z. B.: 89% Aktivitdt mit 2mg Protein). Zundchst wurde mit 4 Séulenvo-
lumen bei 40mM KCI eluiert, anschlief3end mit einem Gradienten bis 250mM KCl inner-
halb von 10 Saulenvolumen. Auf diese Weise konnten zwei Aktivitatspeaks vollstéandig
getrennt werden, wobei der erste mit etwa 90mM KCl und der zweite mit etwa 200mM
KCL eluierte (Abb. 3.14). Die Peaks besal3en eine maximale Aktivité von etwa 40 bzw.
30% mit 0,44 bzw. 0,48mg Protein. Diese beiden EWAM-Varianten scheinen in etwa der
gleichen Menge im Kaumagen vorzuliegen, da die Fl&chen der beiden Aktivitdtspeaks
ungefahr die gleiche Grol3e besitzen.

Beide Proteinfraktionen weisen im SDS-Gel das gleiche Laufverhaten wie EWAM-P2
und EWAM-P3 des Hautmuskelschlauchs auf. Auch immunologisch verhalten sie sich
gleich: Beide lassen sich mit anti-Fragmin- und monoklonalem anti-P2-Antikorper anfér-
ben (Abb. 3.15).
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Abb. 3.14: Elutionsprofil der Anionenaustauscherchromatographie an DEAE-Sepharose Cl-6B (Saule:
5,3cm? x 5,8cm) des Extrakts aus den Kaumégen von 100 Regenwiirmern zur Isolierung der 1soformen des
Gelsolin-artigen Proteins. Zwel unterschiedliche Modulatorfraktionen konnten eluiert werden mit ca. 400ml
eines KCI-Gradienten von 40 bis 250mM bel einer Durchfluf3rate von 0,5ml/min. Je 200pl der Fraktionen
wurden auf ihre Aktivitat, d. h. auf ihre Fahigkeit, die Viskositét von F-Actin zu erniedrigen, getestet. Die
aktiven Fraktionen (Fraktionsgrofde 5ml) wurden vereinigt.

g5 I8 SFITFE W uls 16517

»~

21 - s v‘! A i
12,5 & » . , -w | b

Abb. 3.15: SDS-PAGE und immunologische Charakterisierung der beiden Aktivitétspeaks des
Kaumagens. (M): Molekulargewichtsstandard, (1): Kaumagen-Extrakt, Coomassie-Farbung, (2):
Blot von (1), anti-Fragmin-gefarbt, (3): Blot von (1), anti-P2-geféarbt, (4): 80%-AMS-Pdlet des
Kaumagen-Extrakts, Coomassie-Farbung, (5): Blot von (4), anti-Fragmin-gefarbt, (6): erster Peak
der DEAE-Elution (Kaumagen), Coomassie-Farbung, (7): Blot von (6), anti-Fragmin-gefarbt, (8):
erster Peak der DEAE-Elution (Kaumagen) nach Gdfiltration, Coomassie-Farbung, (9): Blot von
(8), anti-Fragmin-gefarbt, (10): zweiter Peak der DEAE-Elution (Kaumagen), Coomassie-
Farbung, (11): Blot von (10), anti-Fragmin-gefarbt, (12): zweter Peak der DEAE-Elution
(Kaumagen) nach Gdfiltration, Coomassie-Farbung, (13): Blot von (12), anti-Fragmin-gefarbt,
(14): P1 (Hautmuskelschlauch), Coomassie-Farbung, (15): P2 (Hautmuske schlauch), Coomassie-
Farbung, (16): Blot ener Mischung von P1 und P2, anti-Fragmin-geféarbt, (17): Blot wie (16),
anti-P2-gefarbt
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3.2.2 Zuordnung der isolierten EWAM -Fraktion zu den Aktivitatspeaks des Haut-
muskelschlauchs

Die Modulator-Isoformen im Kaumagen lassen sich, wie dargestellt, weder im SDS-Gel
noch immunologisch von EWAM-P2 und P3 des Hautmuskelschlauches unterscheiden.
Die einzige Unterscheidungsmoglichkeit mit den vorhandenen Untersuchungsmethoden
ist also das verschiedene Elutionsverhalten in der lonenaustauscher-Chromatographie.
Aus diesem Grunde wurden DEAE Cl-6B-Saulen mit nur 3ml Volumen nacheinander
unter Einhaltung identischer Versuchsbedingungen und derselben Elutionsbedingungen
mit gereinigtem EWAM-P2 und —P3 aus Hautmuskelschlauch und den gesammelten
Fraktionen der Kaumagen-Aktivitdtspeaks aus der ersten DEAE-Chromatographie bela-
den (Abb. 3.16). Der erste Kaumagen-Peak entspricht dem dritten Hautmuskelschlauch-
Aktivitatspeak, also EWAM-P3: Sie eluieren beide zwischen 80-90mM KCI (Abb. 3.16
(&) und (b)), wahrend P2 sehr viel friher, bei etwa 40mM KCI eluiert (Abb. 3.16 (a)).
Wenn, in einem anderen Versuch, der P2 des Hautmuskelschlauchs mit dem Extrakt aus
dem Kaumagen gemischt wird, eluieren die Aktivitétsspeaks voneinander getrennt (Abb.
3.16 (c)). Abb. 3.16 (c) zeigt, dass der zweite Kaumagen-Aktivitétspeak eine bis jetzt un-
bekannte Variante des EWAM darstellt, die EWAM-P4 genannt werden soll. Sie eluiert
Klar getrennt von den anderen erst sehr spét, bei hohen KCI-Konzentrationen.
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Abb. 3.16: Zuordnung der Kaumagen-EWAM-Fraktionen zu den Isoformen des Hautmuskel schlauchs
EWAM-P2 und EWAM-P3 durch Verwendung einer 3ml DEAE-Sepharose Cl-6B-Saule und Einhaltung
identischer Versuchsbedingungen. Gradient: 3 Sdulenvolumen (incl. Probenvolumen) konstant 40mM KCl,
10 Saulenvolumen bis 160mM, 5 Saulenvolumen mit 400mM, dann Spilen mit 5 Saulenvolumen 40mM
KCl als Vorbereitung fur den néchsten Lauf; Durchfluss: 0,4ml/min, Fraktionsgrofie: 1,2ml. (a): Eich-Lauf
mit einer Mischung aus je 150ug EWAM-P2 und EWAM-P3. (b): 0,5mg des ersten Aktivitétspeaks des
Kaumagens: Das Elutionsverhalten entspricht EWAM-P3. (c) Mischung aus je 0,5mg EWAM-P2 des
Hautmuskel schlauchs, des ersten und des zweiten Kaumagen-Aktivitétspeaks: Alledrel 1soformen eluieren
getrennt voneinander.

3.2.3 RT-PCR mit Kaumagen-RNA
Mit Hilfe der RT-PCR kdnnen Aussagen dartiber gemacht werden, welche RNA in einem
Gewebe zu einem bestimmten Zeitpunkt transkribiert wird und in begrenztem Mal3e auch
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Uber die Menge dieser RNA. Die auf Proteinebene gewonnenen Ergebnisse lassen sich
also auf Nukleotidebene kontrollieren. Durch das Design von Primern, die ausschlief3lich
an cDNA, die fur P1 oder P2 codiert, hybridisieren kann, aber nicht an die der jeweils an-
deren Isoform, sollte also eine getrennte Amplifikation von P1- oder P2-Fragmenten
madglich sein. Bel der RT-PCR mit Kaumagen-cDNA mit Primern, die eigentlich fir die
zweite Isoform des EWAM hergestellt worden waren, konnten jeweils Fragmente mit
Langen amplifiziert werden, die fur P2-Produkte zu erwarten gewesen wéren (Abb. 3.17,
Spuren (1) bis (10)). RNA fur P2 ist aber im Kaumagen gar nicht zu erwarten, wie die
Versuche auf Proteinebene gezeigt haben. Es ist also anzunehmen, dass alle Primer mit
der cDNA von P3 hybridisieren konnen. Das bedeutet, dass EWAM-P2 und die Modula-
toren des Kaumagens neben ihrer immunologischen Ahnlichkeit auch auf der Nukleotid-
ebene sehr dhnlich sein mussen, worauf auch die Hybridiserung der P2-Sonde im Nor-
thern-Blot hinweist (s. u.). Die RT-PCR mit P1-spezifischen Primern hingegen liefert
kein Amplifikat (Abb. 3.17, Spur (11)).

M 1.2 3.8 586 8 .9 .10 11 12

bp

Abb. 3.17: RT-PCR mit Kaumagen-cDNA, (1) bis (10) mit P2-spezifischen Primern. M = 100bp-Leiter.
Amplifikation mit folgenden Primern: (1): SenseP2S1- und anti-FILD-Primer; (2): SenseP2S1- und anti-
GREEL-Primer; (3): SenseP2S1- und anti-FENGL-Primer; (4): SenseP2S1- und RevP2S2-Primer; (5):
SenseP2S1- und RevP2S3-Primer; (6): KIWRI- und anti-GREEL-Primer; (7): KIWRI- und anti-FENGL-
Primer; (8): KIWRI- und anti-FILD-Primer; (9): KIWRI- und REVP2S2-Primer; (10): GREEL- und anti-
FILD-Primer; (11): P1-spezifische Primer 40p und 43p; (12): Actin-spezifische Primer ACT U235 und
ACT L 667 (Sequenzen der Primer: siehe Kapitel 2.4.3).
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3.2.4 Gelsolin-verwandte Proteinein Spermienstadien

Um Nicht-Muskelzellen hinsichtlich ihrer 1soformen zu untersuchen, wurden Spermien-
stadien ausgewahlt. Spermienstadien wurden eingesetzt, da sie zum einen recht leicht aus
dem Wurm zu isolieren sind, besser als beispielsweise Bauchmark oder Chloragog. Zum
anderen sind die Stadien der Spermatogenese interessant, da sie im Laufe ihrer Entwick-
lung einen starken Formenwechsel durchmachen. Wie in amtboid beweglichen Zellen ist
auch hier eine wichtige Funktion des Actin-Cytoskeletts zu erwarten und damit eine Be-
teiligung des Actin-bindenden Proteins EWAM.

3.25 Aufreinigung von EWAM aus den Samenblasen des Regenwurms

Wie bei der Praparation des Hautmuskelschlauchs und des Kaumagens wird zunéchst ein
Uberblick tber die Vielfat der EWAM-Isoformen mit Hilfe einer chromatographischen
Auftrennung erreicht.

Es wurden jeweils die Samenblasen von 100 Tieren prapariert. Die Organe besal3en ein
Nassgewicht von ca. 6g. Das Protein des Rohextrakts wurde wie Ublich geféllt, indem die
Losung durch Zugabe von Ammoniunsulfat auf eine Sattigung von 80% gebracht wurde.
Dies gelang stets nur unzureichend, da der Uberstand stark getriibt blieb. Abb. 3.18 gibt
das Elutionsprofil der Chromatographie einer Préparation sowie tberlagert die Aktivitéten
der Fraktionen exemplarisch wieder. Nach der Dialyse und Ultrazentrifugation konnten
34mg Protein gewonnen werden, die auf eine DEAE Cl-6B-Saule mit 10ml Volumen
aufgetragen wurden. Der Extrakt besal? eine Aktivitét von 10,8% mit 0,95mg Protein.
Eine einzige Isoform des EWAM eluierte mit ca. 40mM KCI. Die maximae Aktivitat
dieses Peaks betrug 11,7% mit 45ug Protein. Es konnten aus den aktiven Fraktionen ca.
0,9mg Protein nach Fallung mit Ammoniumsulfat gewonnen werden.
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Je 200l der Fraktionen wurden auf ihre Aktivitét, d. h. auf ihre Féhigkeit, die Viskositét von F-Actin zu
erniedrigen, getestet. Aktive Fraktionen (Fraktionsgrofie 2,4ml) wurden vereinigt.

3.2.6 Die hauptsachlich in den Samenblasen vorkommende EWAM-Isoform ist
EWAM-P1
Zur weiteren Charakterisierung wurden verschiedene Fraktionen elektrophoretisch aufge-
trennt und ihr Laufverhaten und ihre Anfarbbarkeit mit Antikbrpern mit denen der
EWAM-Isoformen des Hautmuskelschlauchs verglichen. In Immunoblots des Rohex-
trakts der Samenblasen und der aktiven Fraktionen der lonenaustauscher-Chromatogra-
phie lasst sich mit dem anti-Fragmin-Antikorper eine Bande anférben, die auf der glei-
chen Hohe lauft wie EWAM-P1 des Hautmuskelschlauchs (Abb. 3.19, Spur (2), (5)). Der
anti-P2-Antikorper farbt diese Bande nicht an (Abb. 3.19, Spur (3), (6)). In einer Frak-
tion ohne messhare Aktivitét |&sst sich hingegen mit dem anti-P2-Antikorper, wenn auch
nur sehr schwach, eine Bande auf Hohe des EWAM-P2 des Hautmuskelschlauchs anféar-
ben (Abb. 3.19, Spur (9)).
Wie schon bei der Untersuchung der EWAM-1soformen des Kaumagens wird durch Ver-
gleich des Elutionsverhatens eine Aussage Uber die Identitét der isolierten EWAM-1so-
form ermoglicht. Als Eichung wurden 0,5mg P1 aus dem Hautmuskelschlauch tber die
kleine DEAE-Saule eluiert. Diese Proteinfraktion war gemeinsam mit dem Samenblasen-
EWAM dialysiert worden und wurde in dem selben Volumen aufgenommen (0,7ml
Startpuffer). Anschlief3end wurden auf die gleiche Saule 0,9mg des Samenblasen-EWAM
aufgetragen. Der Modulator der Samenblasen zeigte hierbei das gleiche Elutionsverhalten
wie P1 des Hautmuskelschlauchs (Abb. 3.20). Der eigenartige Verlauf der Aktivitdts-
kurve ist wahrscheinlich auf Messungenauigkeiten zurtckzufihren.
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Abb. 3.20: Zuordnung der Samenblasen-EWAM-Fraktion zu der Isoform des Hautmuske schlauchs
EWAM-P1 durch Verwendung einer 3ml DEAE-Sepharose-Cl-6B-Sdule und Einhaltung identischer Ver-
suchsbedingungen. Gradient: 3 Saulenvolumen (incl. Probenvolumen) konstant 30mM KCl, 10 Sdulenvo-
lumen bis 150mM, dann Spilen mit 5 Saulenvolumen 10mM KCI als Vorbereitung fur den néchsten Lauf;
Durchfluss: 0,4ml/min, Fraktionsgrof3e: 1,2ml. (a): Eich-Lauf mit 0,5mg EWAM-P1 aus dem Hautmuskel -
schlauch. (b): 0,9mg des Aktivitatspeaks der Samenblasen: Das Elutionsverhalten entspricht EWAM-PL.
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3.2.7 RT-PCR mit Samenblasen-RNA

Analog zu den Versuchen mit Kaumagen-RNA wurden auch mit RNA der Samenblasen
RT-PCRs durchgefihrt, um Aussagen Uber die Expression der RNA, die fur P1 oder P2
(und P3, P4) codiert, machen zu kdnnen. Aus Samenblasen isolierte RNA diente in RT-
PCRs mit P1- und P2-spezifischen Primern als Template. Mit den P1-spezifischen Pri-
mern lield sich ein starkes Amplifikat produzieren, wogegen die PCR-Produkte der P2-
spezifischen Primer nur sehr schwach im Agarosegel sichtbar ist (Abb. 3.21). Es entste-
hen jeweils Doppelbanden, da der anti-FILD-Primer zweimal in beiden Sequenzen hybri-

disiert.

bp
Abb. 3.21: RT-PCR mit Samenblasen-cDNA. (1) mit
P1-spezifischen Primern 40p und anti-FILD, (2) mit P2-
spezifischen Primern GREEL und anti-FILD, (3) mit
Actin-spezifischen Primern ACT U235 und ACT L 667,
(M) 100bp-Leiter.

1000
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3.2.8 Die Sequenzierung eines RT-PCR-Fragments bestétigt die Identitat des Sa-
menblasen-EWAM mit P1

Die Identitdt des isolierten Proteins lasst sich durch die Sequenzierung des vorherrschen-
den Actin-Modulators oder der vorherrschenden mRNA absichern. Ein DNA-Fragment,
das durch RT-PCR mit den P1-spezifischen Primern 40p und anti-FILD amplifiziert wor-
den war, wurde daher sequenziert. Das sequenzierte Fragment war vollkommen identisch
mit der Sequenz, die fir EWAM-P1 des Hautmuskelschlauchs bekannt ist und entsprach
dort Base 163 bis Base 504.
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3.2.9 Northern-Blotsder Gesamt-RNA der untersuchten Gewebe

Ahnlich wie mit Hilfe der RT-PCR lasst sich durch Hybridisierung eines Northern-Blots
mit spezifischen Sonden eine Aussage Uber die Menge der transkribierten mRNA zu e-
nem Zeitpunkt in eéinem Gewebe machen. Von der Stérke der Reaktion kann jedoch nicht
direkt auf die Menge an zu erwartendem Protein geschlossen werden, denn die Protein-
menge wird durch weitere Faktoren, wie z. B. der Stabilitét der mRNA, beeinflusst. Eine
Untersuchung der RNA-Verteilung in den drel untersuchten Geweben stellt also eine Er-
ganzung der biochemischen Ergebnisse dar. Weiterhin kdnnen Hinweise erhalten werden,
ob das Auftreten von zwel Proteinvarianten artifiziell zustande kam, denn dann ist nur die
Anfarbung einer mRNA zu erwarten. Werden allerdings zwei mRNA-Populationen mar-
kiert, dann kann auch mit zwei unterscheidbaren Proteinvarianten gerechnet werden.

Fur die Untersuchung der Gewebe-spezifischen Expression der EWAM-Isoformen auf
RNA-Ebene wurde die Gesamt-RNA von Hautmuskelschlauch, Kaumagen und Samen-
blasen wie in Material und Methoden beschrieben isoliert. Es wurden jeweils 20ug Ge-
samt-RNA pro Spur aufgetrennt und nach dem Transfer auf der Nylon-Membran fixiert.
Die Northern Blots wurden mit **P-Cytosin-markierten DNA-Sonden, die durch PCRs
mit entweder EWAM-P1- oder EWAM-P2-spezifischen Primern hergestellt worden wa-
ren, hybridisiert. Die resultierenden Amplifikate waren fir P1 ca. 1050bp und fir P2 ca.
600bp lang und wurden im random-primed-V erfahren markiert. Die Abb. 3.22 zeigt die
Ethidiumbromid-Farbung des Gels und die Autoradiographie. Das Ethidiumbromid-
geféarbte Gel zeigt deutlich die 18S Bande der ribosomalen RNA und lasst daher auf die
Integritdt der RNA schlief3en. Wie fur viele Wirbellose beschrieben (Herlan et al., 1981,
Khandjian und Meric, 1986) ist offenbar auch beim Regenwurm die 28S rRNA im
zentralen Bereich entweder bereits in vivo oder erst durch die Préparation verursacht in
zwel Teile zerbrochen. Bei der Denaturierung der RNA werden die Teilstiicke
voneinander getrennt, und ihr Laufverhalten gleicht dann der der 18S rRNA so sehr, dass
nur eine Bande im Gel erkennbar ist. Ebenfalls l&sst sich eine ungeféhr mengengleiche
Auftragung der drei Gesamt-RNA-Fraktionen erkennen. Die Sonden sind sehr Isoform-
spezifisch, denn sie zeigen kaum Kreuzreaktionen mit der jeweils anderen Isoform. Sie
sind daher als Sonden zur Detektion der Expresson der verschiedenen Isoformen
geeignet. Es zeigt sich, dass auch auf mRNA-Ebene eine deutliche gewebespezifische
Expression der EWAM-Isoformen stattfindet.

Bel der Hybridisierung der RNA des Hautmuskelschlauchs mit der P1-Sonde farbte sich in

der Spur der Gesamt-RNA des Hautmuskelschlauchs eine starke Bande an, die etwas Uber
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der 2027 Nukleotid-Bande des Markers liegt (Abb. 3.22). Mit der Sonde, die durch
Amplifikation mit fur EWAM-P2 spezifischen Primern erhalten worden war, farben sich in
der Spur der Hautmuskelschlauch-RNA zwel Banden an. Die im Agarosegel weiter
laufende und stérker gefarbte RNA-Bande ist etwa 1300 Nukleotide lang, die groRRere
MRNA ist etwa 1500 Nukleotide lang. Es ist zu beachten, dass diese Grof3enangaben re-
lativ ungenau sind, da die rRNA an dhnlicher Stelle im Gel zu finden ist, wie ein Vergleich
mit dem Ethidiumbromid-gefarbten RNA-Gel in Abb. 3.22 zeigt. Die in weitaus grofRerer
Menge vorkommende rRNA verdrangt und verschiebt die mRNA.

Bel der Hybridisierung des Northern-Blots der RNA des Kaumagens mit der EWAM-P1-
Sonde férbte sich keine RNA-Bande an (Abb. 3.22). Mit der EWAM-P2-spezifischen
Sonde konnten jedoch zwei Banden angeférbt werden, wobei eine auf der gleichen Hohe
wie die untere auf die gleiche Weise angeférbte Hautmuskelschlauch-Bande lauft (mit ca.
1300 Nukleotiden Lénge), wahrend die zweite eine nicht im Hautmuskelschlauch zu fin-
dende Bande darstellt mit etwa 1700 Nukleotiden Lange. Es |&f3t sich also bei gemeinsamer
Betrachtung der Ergebnisse auf Protein- und RNA-Ebene schlief3en, dass die unterste
angefarbte Bande des Northern-Blots (1300 Nukleotide) die mRNA fur EWAM-P3 dar-
stellt, da beide, sowohl Protein als auch mRNA, sowohl im Hautmuskelschlauch als auch
im Kaumagen vorkommen. Die mRNA von EWAM-P2 misste dann folglich in der mitt-
leren Bande der mit der P2-Sonde anfarbbaren RNA zu finden sein (1500 Nukleotide),
wahrend EWAM-P4 die langste mRNA besitzt (1700 Nukleotide).

Diese Folgerung setzt wiederum voraus, dass die P2-Sonde nicht zwischen den mRNAs fiir
EWAM-P2, -P3 und -P4 unterscheiden kann sondern mit allen reagiert. Das ist plausibel,
da bereits eine groRe Ahnlichkeit der Proteine und mRNAS gezeigt werden konnte: Es
konnten 1.) immunologisch keine Unterschiede zwischen den Proteinen festgestellt werden
und 2.) konnten die eigentlich fir P2 hergestellten spezifischen Primer mit der cDNA des
Kaumagens, der janur P3 und P4 enthélt, hybridisieren.

Merkwurdig und nicht mit den auf Proteinebene und durch RT-PCR erhaltenen Ergebnis-
sen in Einklang zu bringen sind die Ergebnisse der Hybridisierung der RNA aus den Sa-
menblasen, die alerdings, im Gegensatz zu den anderen Hybridisierungen, nur einmal
vorgenommen worden ist. Im Northern-Blot mit Samenblasen-Gesamt-RNA (Abb. 3.22)
l&sst sich durch Hybridisierung mit der anti-P1-Sonde nur eine schwache, mit der anti-P2-
Sonde jedoch eine starke Markierung erreichen. Das bedeutet, dass mehr P2(-P3, -P4)-
MRNA gegenuber P1-mRNA in den Spermienstadien vorhanden war. Dies widerspricht
den Ergebnissen auf Proteinebene und auch den Ergebnissen der RT-PCR, bei der auch,
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wie bei der Hybridisierung des Northern-Blots, die Mengenverhdtnisse der RNA-Popu-
lationen untersucht werden. Etwas scheint also bei der Isolierung der RNA, bei der Tren-
nung im Gel oder bel der Hybridiserung nicht ordnungsgemél verlaufen zu sein. Ein
Hinweis hierauf konnte die starke Farbung der Geltasche des Ethidiumbromid-geféarbten
Gels sein. Es ist jedoch nicht einzusehen, warum ausgerechnet bevorzugt die mRNA, die
fur P1 codiert, in der Tasche zurlickgeblieben sein sollte. Die Hybridisierung mit der
EWAM-P2-Sonde lasst sich so interpretieren, dass mehr EWAM-P3- ds EWAM-P2-
MRNA in den Samenblasen vorkommt und die mRNA fir EWAM-P4 beinahe Uberhaupt

nicht exprimiert wird.

Gesamt-RNA
Ethidiumbromid P1-Sonde P2-Sonde
M HMS KM SB HMS KM SB HMS KM SB

Basen

21226

Abb. 3.22: Hybridisierung des Northern Blots der Gesamt-RNA von Hautmuskelschlauch (HMS), Kauma-
gen (KM) und Samenblase (SB) mit EWAM-P1- (mittlere drei Spuren) und -P2-spezifischen (rechte drei
Spuren), ¥*P-Cytosin-markierten Sonden. M = Marker, A-DNA (gedaut mit EcoRI und HindlI1)
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3.3 Untersuchungen mit genomischer DNA:

P1 und P2 werden von verschiedenen Genen codiert
Die bishen bekannten Varianten der Vertebraten-Gelsoline (Kwiatkowski et al., 1986,
Vouyiouklis und Brophy, 1997) und des Gelsolins aus Drosophila (Heintzelman et al.,
1993, Stella et al., 1994) werden von einem einzigen Gen codiert, die jewellige MRNA
wird durch die Benutzung unterschiedlicher Transkriptions-Initiations-Stellen und Splei-
Ren hergestellt. Nur fir Fragmin, das in den Isoformen FragminA und FragminP ent-
wicklungsabhéngig exprimiert wird, ist die Existenz von zwei verschiedenen Genen be-
kannt, die dann eine Gen-Familie darstellen (T Jampens et a., 1997). Bereits aufgrund
der sehr kleinrdumigen Verteilung der identischen und nicht identischen Aminosauren der
beiden EWAM-Isoformen ist ihre Entstehung durch Spleil3en einer mRNA, die von einem
einzigen Gen abgelesenen wird, sehr unwahrscheinlich. Eine Bestétigung der Vermutung,
dass P1 von einem anderen Gen codiert wird als P2, wurde mit Hilfe der PCR mit geno-
mischer DNA erbracht.
Ist das Produkt der PCR mit genomischer DNA ebenso so lang, als wenn cDNA als Tem-
plate eingesetzt worden wére, dann kann die DNA des Gens kein Intron enthalten. Es war
jedoch zu erwarten, dass das Gen oder die Gene Introns enthalten, denn auch das Gen des
Vertebraten-Gelsolins ist in Exons und Introns aufgebaut (Kwiatkowski et a., 1988).
Durch PCR mit genomischer DNA des Regenwurms mit P1- und P2-spezifischen Primern
konnte ermittelt werden, dass die Gesamtlange der codierenden Region auf DNA-Ebene
von P1 ca. 2,1 kbp betragt, wahrend man eine Bande mit den P2-Primern erhélt, die nur
etwas langer als 1 kbp ist (Abb. 3.23, Spuren (4) und (8)). Das bedeutet, dass der fur P1
codierende DNA-Abschnitt mindestens ein langeres Intron enthdt, wahrend ein DNA-
Abschnitt, der fir P2 (oder P3, oder P4) codiert, kein Intron enthét. Diesist nur moglich,
wenn P1 und P2 von verschiedenen Genen codiert werden. Mit semi-nested PCRs mit
dem Voll-Langen-DNA-Abschnitt von P1 als Template und einem antisense-Primer, der
3-saitig ndher hybridisiert (anti-TEYK), liefd sich ein ebenso langes Fragment amplifizie-
ren, als wenn cDNA als Template verwendet worden wéare (Abb. 3.23, Spur (1)). Wurde
als Antisense-Primer jedoch anti-FILD verwendet, der 100bp 3'-seitig von anti-TEY K
hybridisiert, ergaben sich Amplifikate (zwel, da anti-FILD zweima hybridisiert), die je-
weils etwa 550bp langer als erwartet waren (Abb. 3.23, Spur (2)). Ein Intron oder Introns
muissen sich also zwischen Base 560 und 660 der cDNA befinden.
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Neben den erwarteten Banden lassen mit den P2-Primern noch mehrere welitere, langere
Banden ampifizieren (Abb. 3.23, Spur (5)). Es handelt sich hierbel vermutlich um PCR-
Produkte der DNA-Abschnitte, die fir die anderen P2-dhnlichen EWAM-Isoformen co-
dieren. Eine Verstarkung durch Reamplifikation oder durch Einklonieren und eine an-
schliefRende Sequenzierung wéren sehr lohnenswert, denn auf diese Weise lief3en sich In-
formationen tber die P2-ghnlichen Isoformen des EWAM gewinnen.

1 2 3 4 5 6 7 8
Abb. 3.23: PCR mit genomischer DNA. Spuren 1-4: Pl-spezifische Primer, Spuren 5-8: P2-spezifische
Primer. Angegeben werden jewells die zur Amplifikation verwendeten Primer. In Klammern: erwartete
Bande fir DNA ohne Intron/tatséchlich Lange der Bande. M: 100bp-Marker, (1): P1(340Bp) und anti-
TEYK (250bp/250bp), (2): P1(340Bp) und anti-FILD (FILD bindet zweimal, ca. 350bp und 680bp/900bp
und 1250bp), (3): P1(340Bp) und 43p (850bp/1800bp) , (4): 40p und 43p (1200bp/2100bp), (5): GREEL
und anti —CPQRL als Beispiel fur multiple Banden (330bp/ unterste Bande: 330bp), (6): FENGL und anti-

CPQRL (160bp/160bp), (7): GREEL und RevP2S3 (900bp/900bp), (8): SenseP2S1 und RevP2S3
(12000p/1200bp)

bp

3000

2()00\
1500 N

1200

1031 \
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3.4 Lokalisation Gelsolin-verwandter Proteine durch indirekte Immunfluoreszenz
Um Informationen Uber die Funktion von EWAM zu erhalten, wurden Gefrierschnitte
oder auch Ausstriche mit Antikorpern gegen EWAM-P2 und Fragmin geférbt. Eine Ge-
genfarbung mit anti-P1-Antikdrpern war leider aufgrund starker Kreuzreaktionen auch
des affinitétsgereinigten Antikdrpers mit anderen Zellproteinen am Schnitt nicht moglich.
Die Fixierung des Gewebes nach der Kryomikrotomie oder der Samenblasen-Ausstriche
mit 4% Formaldehyd oder 2% Glutaraldehyd fihrte zum Verlust der Antigenitét des Mo-
dulators. Die Férbung mit dem anti-P2-Antikorper ergab in solchen Féllen eine ganz
gleichmaliige Farbung des ganzen Gewebes oder der Spermienstadien. Eine Fixierung mit
eiskaltem Aceton/Methanol hingegen flhrte zu einer besseren Haftung an den Objekttra
gern bel gleichzeitiger Erhaltung der Antigenitét und damit der Anfarbungsmuster.

Bel enigen Praparaten wurde durch die zusétzliche Darstellung des Actins versucht zu
prifen, ob eine Kolokalisation von Modulator und Actin lichtmikroskopisch moglich ist,
um eventuell Ruckschlisse auf die Funktionen des Modulators ziehen zu konnen. An den
Anfang jedes Kapitels wird zunichst eine kurze histologische Ubersicht tiber das Unter-
suchungsobjekt gegeben, um eine Beurteilung der Bilder zu vereinfachen.

3.4.1 Lokalisation von P2/P3 im Hautmuskelschlauch

Der Hautmuskelschlauch des Regenwurms besteht aus zwei Lagen von konzentrisch an-
geordneten Muskelschichten, denen nach auf3en eine Epidermis und die von ihr produ-
zierte Kutikula aufgelagert ist. Die &ul3ere Muskellage, die Ringmuskelschicht, ist dinn
und besteht aus Muskelzellen, die tangential zur Langsachse des Wurms verlaufen. In der
inneren, dickeren Muskelschicht, der Langsmuskelschicht, sind die Muskelzellen in
Langsrichtung angeordnet. Nach innen schlief?t sich der Célomraum an (Peters und Wall-
dorf, 1986a, D Haese, 1992). Die Muskelzellen sind mit ihrer Langsseite an bindegewe-
bigen Septen fixiert, so dass im Querschnitt Bindegewebe-umgebene Rechtecke oder
Késtchen sichtbar werden mit federartig angeordneten Muskelzellen. Antagonisten der
Muskulatur des Hautmuskelschlauchs sind als Hydroskelett die Colomflissigkeit und die
Kutikula. Peristaltische Bewegungen in Zusammenarbeit mit den Borsten ermoglichen
die Fortbewegung und das Eingraben des Tieres.

Gefrierschnitte des Hautmuskelschlauchs wurden mit anti-P2-Antikdrpern eine Stunde
oder Uber Nacht inkubiert. ES ergab sich stets ein charakteristisches Farbungsmuster:
Monoklonale anti-P2-Antikorper farben bei Gefrierschnitten des Hautmuskelschlauchs
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bevorzugt die peripheren Bereiche des Ring- und Langsmuskels (Abb. 3.24, (a)-(d)). Bel
einer stérkeren Vergrol3erung der stark angeférbten Bereiche zeigt sich, dass die periphe-
ren Muskelzellen nicht gleichmél3ig stark angeférbt werden, sondern es ergibt sich ein
Mosaik von unterschiedlich stark angeférbten Zellen. Einige Zellen bleiben sogar voll-
kommen ungeférbt (Abb. 3.24, (c) und (d)). Eine Inkubation mit anti-Fragmin-Antikor-
pern fuhrte zu einer homogenen Farbung des gesamten Hautmuskelschlauchs ohne Be-
vorzugung spezieller Regionen. P2 ist aber nicht auf die peripheren Bereiche beschrankt.
Immer ist auch eine, alerdins schwachere, Anfarbung der anderen Partien zu beobachten.
Weiterhin lief3en sich in RT-PCR-Experimenten mit P2-spezifischen Primern und mit der
RNA der Muskelzellen aus dem proximalen Bereich Amplifikate produzieren (nicht ab-
gebildet).
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Abb. 3.24: Immunologische Farbung von
Gefrierschnitten des  Hautmuske -
schlauchs mit anti-P2-Antikdrpern. (a)
Querschnitt des Hautmuskelschlauchs,
200x (b) Langsschnitt des Ringmuskels,
300x (c) stérkere Vergroferung eines
langs geschnittenen Ringmuskds, die
mosaikartige stérkere Férbung einzelner
Zelen wird sichtbar, 900x (d) Quer-
schnitt des Langsmuskels mit mosaikar-
tiger Farbung der peripheren Zdlen,
350x. cm = Ringmuskel, e = Epidermis,
Im = Léngsmuskel
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3.6.2 Enzymhistochemische Farbung von Gefrierschnitten des Hautmuskel-
schlauchs

Bereits D'Haese und Carlhoff (1987) konnten zeigen, dass die Inkubation der Gefrier-
schnitte des Hautmuskelschlauchs zum Nachweis der Succinatdehydrogenase eine Far-
bung besonders der peripheren oder distalen Zellen sowohl der Ring- als auch der
Langsmuskelzellen (Abb. 3.25 (a)) bewirkt. Diese Zellen zeichnen sich folglich durch ei-
nen hoheren Mitochondriengehalt aus, sie decken ihren Energiehaushalt also tberwiegend
Uber den Weg des Citratcyclus. Ein histochemischer Nachweis der Myosin- und Acto-
myosin-ATPase zeigte aul3erdem, dass diese Zellen vergleichsweise deutlich geringere
Aktivitéten aufweisen. Sie sind daher sehr wahrscheinlich langsam kontrahierenden Zel-
len. Die zweite Isoform des EWAM ist aso —zumindest im Hautmuskelschlauch- bevor-
zugt in langsam kontrahierenden Muskelzellen vorhanden (Abb. 3.25 (b)).

Abb. 3.25: Vergleich der immunologischen Féarbung (a) des Hautmuskel schlauchs mit monoklonalen anti-
P2-Antikérpern (ca. 150x) und (b) der enzymhistochemischen Férbung der Succinatdehydrogenase (ca.
200x)
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3.6.3 Anférbung von Gefrierschnitten des Kaumagens mit anti-P2-Antikorpern

Der Muskel- oder Kaumagen besteht aus einer diinnen aulReren Langsmuskelschicht, einer
méachtigeren Ringmuskelschicht und einem Epithel, das zum Darmlumen hin von einer
Kutikula begrenzt wird, die sténdig vom Epithel sezerniert wird (Carlhoff, 1988, Peters
und Walldorf, 1986 b). Der Kaumagen folgt als Sonderbildung des Darms auf den Kropf,
der néchste Darmabschnitt ist der Mitteldarm. Mit der kréftigen Muskulatur wir die Nah-
rung durchmischt und zerrieben (Peters und Walldorf, 1986 a).

Bereits Carlhoff und D Haese (1987) zeigten eine ahnliche Enzymausstattung und das
Vorkommen der gleichen leichten Kette des Myosins im Kaumagen und in den periphe-
ren Bereichen des Hautmuskelschlauchs. Da die Zuordnung der isolierten Gelsolin-ver-
wandten Proteine zur Gruppe der P2-dhnlichen Isoformen bereits erfolgt war, sollte sich
der gesamte Kaumagen mit anti-P2-Antikérpern stark anférben lassen und wére eine Be-
stétigung dafir, dass der Kaumagen auch hinsichtlich der Expression der EWAM-Isofor-
men den peripheren Bereichen des Hautmuskelschlauchs ahnlich ist.

Auf Gefrierschnitten, auf denen sowohl der Kaumagen als auch der Hautmuskelschlauch
zu sehen ist, wird bel der Markierung mit dem monoklonalen anti-P2-Antikorper erkenn-
bar, dass die Farbungsintensitdt des Kaumagens vergleichbar ist mit den peripheren Be-
reichen des Hautmuskelschlauchs (Abb. 3.26 (a), (b)). Auf manchen Schnitten war die
gesamte aul3ere Langsmuskulatur sogar noch stérker angeférbt als die Ringmuskulatur des
Kaumagens. Auch die Ring- und Langsmuskulatur des Mitteldarms, die weitaus schwé-
cher ausgepragt ist als die des Kaumagens, ist stark mit dem anti-P2-Antikorper anfarbbar
(Abb. 3.26 (d)).
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Abb. 3.26: Farbung von Gefrierschnitten des Kau-
magens mit monoklonalen anti-P2-Antikorpern; (a):
Vergleich der Farbung des Kaumagens mit der des
Hautmuskelschlauchs  (200x); (b): Léngs und
Ringmuskel schicht des Kaumagens (400x);

bc= Ringmuskeschicht des Hautmuske schlauchs
(far circular muscle of the body wall), bl= Langs-
muskelschicht des Hautmuskel schlauchs (fur longi-
tudinal muscle of the body wall), g= Kaumagen (fur
gizzard), gc= Ringmuskelschicht (fur circular mu-
scle of the gizzard), gl= Langsmuskelschicht (fur
longitudinal muscle of the gizzard), ge= Epithel des
Kaumagens mit aufgelagerter Kutikula (fur epithel
of the gizzard)

3.6.4 EWAM in anderen Geweben des Regenwurms

Die Inkubation von Gefrierschnitten des Regenwurmquerschnitts mit anti-P2-Antikorpern
(Abb. 3.27) ergab fir die Ring- und Langsmuskulatur des Darms, die Dissepimente und
die muskelzellhaltige Hille des Bauchmarks eine ebenso starke Farbung wie fur die peri-
pheren Bereiche des Langs- und Ringmuskels des Hautmuskelschlauchs und den Kauma-
gen.
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Abb. 3.27: Inkubation von Gefrierschnitten unterschiedlicher Gewebe mit anti-P2-Antikorpern: (a) An-
schnitt einer Falte des Dissepiments, 200x; (b): Bauchmark, 350x; (¢): Dorsalgefél? mit ableitendem Blutge-
fal, 200x; (d): aul¥ere Langs- und innere Ringmuskel schicht des Darms, 950x;

Cl= Ringmuskel des Darms (fur circular muscle of intstine), CM= Ringmuskelschicht des Hautmuskel -
schlauchs, D= Dorsalgefal3, Di= Dissepiment, E= Darmepithd, GF= Riesenfasern (fur giant fibres), LI=

Langsmuske des Darms (fur longitudinal muscle of intestine), LM= L&ngsmuskel schicht des Hautmuskel -
schlauchs, P= dreischichtige perineurale Hille, SV= Subneuralgefai (fir subneural vessd), Ty= Typhloso-
lis, VN= Bauchmark (fur ventral nerve cord),
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3.6.5 Lokaliserungvon P2innerhalb der Muskelzellen des Kaumagens

Wie auch bel anderen Tieren mit Hydroskelett gehdren die Muskelzellen des Regenwur-
mes zur Klasse der schréggestreiften Muskulatur. Die Muskulatur des Regenwurmes
zeichnet sich dabel durch einen besonders hohen Ordnungsgrad aus (D Haese, 1992). Die
Sarcomere weisen Z-Elemente auf, die keine Z-Scheiben, sondern Z-Stébe darstellen (Pa-
niagua et a., 1996). Die Schrégstreifung kommt dadurch zustande, dass die Ubereinander
liegenden Myofilamente gestaffelt angeordnet sind, so dass insgesamt schrég zur Zellach-
se verlaufende A- und I-Banden entstehen, die die funktionelle, Sarkomer-ghnlichen Ein-
heiten darstellen (Abb. 3.28 (b)). Die Muskelzellen sind einkernig und nahezu bandfor-
mig mit einer Breite von ca. 30um und einer Dicke von nur 5pm. Sie erreichen meist eine
Lange zwischen 200 und 600um, die Langsmuskelzellen des Hautmuskelschlauchs sogar

eine Lange von bis zu 3mm.

Abb. 3.28: Elektronenmikroskopische Aufnah-
i men von Muskelzellen des Kaumagens, Einbet-
@ tungin Araldit. (a) Ubersicht, Muskelzellen quer
W geschnitten, 5000x (b) Detailansicht mit Z-St&
K ben (dunkle Strukturen in der hellen I-Zone) und
| tubularen Elementen (mehr oder weniger kreis-
formige Strukturen in der I-Zone), Muskelzelle
langs geschnitten, 17000x. I= I-Zone, A= A-
Zone.
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Abb. 3.29: Lokalisation von EWAM innerhalb der Muskelzelle. () bis(c): Indirekte Immunfluoreszenz mit
Einzelzellen des Kaumagens mit anti-P2-Antikorpern. (a) und (b): Vergleich von Fluoreszenz (jeweilslinks
mit schwarzem Untergrund) und Phasenkontrast (jeweils rechts mit grauem Hintergrund) (1100x); (c) Bin-
del von Zellen (900x) ; an einigen Stellen ist die Schrégstreifung und eine Doppe streifung durch die auf der
Rickseite der Zelle gegensétzlich verlaufende Streifung deutlich sichtbar; (d): Inkubation einesin LR-Gold
eingebetteten Kaumagen-Pr8parates mit anti-P2-Antikdrpern und Gold-markiertem Zweit-Antikorper
(36000x).
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Durch Anlosen der Muskelzellen des auf Holzstdbchen aufgendhten Kaumagens mit
Kollagenase und anschlieffendes vorsichtiges Abzupfen lassen sich Einzelzellen oder
kleinere Bindel von Zellen gewinnen. Nach Inkubation der Zellen mit anti-P2-Antikor-
pern und TRITC-markierten Zweitantikorpern wurden sie fluoreszenzmikroskopisch un-
tersucht. Es wird eine hell angeféarbte Streifung sichtbar, die leicht schrag zur Langsachse
der Zelle verlauft (Abb. 3.29 (c)). Im Phasenkontrast wird deutlich, dass nicht das Myosin
angefarbt wurde. Die nun dunkel erscheinenden, anisotropen Strukturen sind, wie im di-
rekten Vergleich beider Bilder deutlich wird (Abb. 3.29 (a), (b)), auch bei der Fluores-
zenzanregung die dunklen, also unmarkierten Bereiche der Zelle. Markiert wurden folg-
lich die I-Banden. Die schrég verlaufenden hellen Banden stellen also die versetzt zuein-
ander verlaufen 1-Banden vieler Ubereinander liegender Sarcomere dar, die neben den
diinnen Filamenten auch die Z-Stdbe und die Tubuli des sarcoplasmatischen Reticulums
enthalten. Der Streifenabstand betrégt ca. 0,9um.

Die Markierung von Ultradinnschnitten LR-Gold-eingebetteter Kaumagen-Prdparaten
unterstitzt die lichtmikroskopischen Befunde: Die Gold-gekoppelten Zweit-Antikorper
finden sich bevorzugt auf den dinnen Filamenten, wahrend die dunkler erscheinenden
Myosin-Filamente weitgehend unmarkiert bleiben (Abb. 3.29 (d)). Die relativ schlechte
Erhaltung des Gewebes in dem Einbettungsmittel &3t keine Entscheidung dartiber zu, ob
auch die Z-Stébe oder das sarcoplasmatische Reticulum markiert sind.
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3.6.6 Férbung von Spermienstadien des Regenwurms
Die Spermatogenese wird im Folgenden nach der Originalarbeit von Troyer (1980) und
Troyer und Cameron (1980) und nach eigenen Beobachtungen zusammengefasst.

Abb. 3.30: B: cytoplasmatische Briicke, F: Flagellum, G:
Golgi-Vesikd, m: Mitochondrien, die zum Nebenkern aggre-
gieren, mp: Mittelstiick, Mt: Mikrotubuli der Manschette,
Ac, pAc oder P: Proacrosom. Pfeile: (1) und (2): Wanderung
der Golgi-Vesikel und der Mitochondrien in der spéten Telo-
phase der zweiten meiotischen Teilung; (3): Wanderung des
Proacrosoms; (4): Wanderung der Golgi-Vesikel vom Mittel-
stiick in die Region der Briicke und anschliel3end in die
Cytophore; (5): Wanderung der Briicke vom anterioren Ende
des elongierten Kernsin die Region des Mittel stiicks.

(aus: Troyer und Cameron, 1980)
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Alle Stadien der Spermatogenese (ab dem 8-Zellstadium) findet man ohne Ordnung in den
Samenblasen (Abb. 3.31 (1), Peters und Walldorf, 1986a). Die Produkte der mitotischen und
meiotischen Zellteilungen einer individuellen Gonocyte bleiben Gber schlauchférmige
Plasmabriicken wahrend der gesamten Spermatogenese verbunden (Abb. 3.32 (d)). Be
beiden meiotischen Tellungen wird jewells ein Teil des Cytoplasmas zentripetal durch die
Bricken abgegeben, wodurch eine zentrale, kernlose Masse entsteht, die Cytophore (Hesse,
1909) (gut sichtbar in Abb. 3.31 (2d)). Das Auftreten von Cytophoren und die Verbindung
der Spermeatiden Uber Bricken sowie Acrosomenwanderung sind typisch fur ale Anneliden.
Die schlauchformigen Plasmabricken weisen bei Osmiumfixierung des Prdparates eine
elektronendichte cytoplasmatische Schicht und eine extrazellulére faserige Schicht auf (Abb.
3.32 (d)). Die cytoplasmatischen Briicken verhindern die Passage von essentiellen Organellen
in die Cytophore: Fehlentwickelte Cytophoren, die Kerne und Mittelstiicke enthalten, sind
uber unnormale Briicken, die erweitert sind und kein elektronendichtes cytoplasmatisches
Material an der Membran besitzen, mit den Zellen verbunden (Troyer und Cameron, 1980 a).

Im 32- (Abb. 3.31 (2b)) und 64-Zellstadium (Abb. 3.31 (2c)) werden die Golgi-Veskel
wahrend des Pachytan geteilt (im Lichtmikroskop manchmal as zwei dunkle Pinktchen am
distalen Pol zu erkennen). Im 64-Zellstadium wandern die Golgi-Veskel wahrend der
nachfolgenden Telophase 11 um den Kern herum zum Centriolen-Paar am distalen Pol. Die
Mitochondrien folgen und vervollstdndigen damit den Bauplan der frihesten Spermatide.
Waéhrend der nun folgenden Spermiogenese findet die Bildung von Acrosom und Flagellum
statt. Der Kern verlangert sich, das Chromatin kondensiert und tberfllissiges Cytoplasma wird
entfernt. Die 6 Mitochondrien der jungen Spermatide aggregieren und bilden den sogenannten
Nebenkern und spéter das Mittelstiick des Spermiums (Abb. 3.32 (b), (c)). Von der distalen
Centriole, dem Basalkorper, strahlen in der jungen Spermatide Mikrotubuli aus, die den Kern
und die Mitochondrien umgeben (Abb. 3.32 (c¢)), zur Plasmamembran reichen und das
Axonem bilden. Das Proacrosom erscheint als leichter Vorsprung vor dem Golgi-Apparat
nahe der Plasmamembran, liegt also zundchst caudal. Es nimmt schnell an Groél3e zu, erhélt
eine aufgeblasene Spitze (= Acrosomenvesikel), die schliefdlich auf einem Stiel zu Sitzen
kommt (Abb. 3.32 (a), (b)). Dann wird das gesamte Proacrosom den (bereits elongierten)
Kern entlang in die Gegend der Briicke transportiert (Strecke: ca. 20pum). Auch der Stiel wird
von Mikrotubuli der nukledren Manschette umgeben. Die Golgi-Veskel bleiben noch einige
Zeit nach dem Abwandern des Proacrosoms im Bereich des Mittelstiickes. Dann werden sie
nach cranial (ca. 15um weit) transportiert in die Region des Acrosoms. Dort zerfallen sie und
werden wahrscheinlich durch die Briucke transportiert. Anschliefend wandert die
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schlauchférmige Plasmabriicke in entgegengesetzter Richtung, aber den gleichen Weg wie die
Golgi-Vesike, in Richtung Mittelstiick. Zur gleichen Zeit verschwinden die nukledre
Manschette und die letzten Reste von Uberschiissigem Cytoplasma aus den Spermatiden. Die
Cytophore, zu Anfang der Spermiogenese noch recht homogen, enthélt nun eine grofl3e Anzahl
von Einschliissen, Mikrotubuli, Degenerationsprodukte des Golgi-Apparats etc..

Wandernde Proacrosome, Golgi-Apparate und Briicken werden nur selten angetroffen, die
Wanderungen sind also wahrscheinlich recht schnell ablaufende Prozesse.

Die Schema-Zeichnungen, Abb. 3.30, verdeutlicht die Wanderungsbewegungen der Zell-
bestandteile wahrend der Spermiogenese, dargestellt durch Pfeile.
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Abb. 3.31: Lichtmikroskopische Darstellung von Spermienstadien. (1): In Ausstrichen von Samenblasen
finden sich ungeordnet alle Stadien ab dem 8-Zellstadium. Unbehandelte, frische Stadien. VergréRerung ca.
150x; (2): verschiedene Stadien der Spermatogenese, Vergrof3erung ca. 400x: (a): 16-Z€l-Stadium = Sper-
matogonien, (b): 32-Zdl-Stadium = Spermatocyten 1. Ordnung, (c): 64-ZdI-Stadium = Spermatocyten 1.
Ordnung, (d)-(e): 128-Zdl-Stadium = Spermatiden wahrend der Spermiogenese. (3) und (4): Darstelung
des Kerns durch Anfarbung mit DAPI (jeweils (b)) im Vergleich zum Phasenkontrastbild (jewells a). Be-
achtein (4a) die Lage der Geil3eln in der rechten Bildhélfte.
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Abb. 3.32: Elektro-
nenmikroskopische
Aufnahmen von Sper-
matiden. (a): Vor der
Wanderung des Proac-
rosoms (Pa) in Rich-
tung Briicke. Der Kern
L (N) ist von Mikrotu-
buli (Mt) umgeben
(41.000x) (b): Schnitt
in Hohe des Mittd-
stiicks (31.000x) (c):
Kern und Mitochon-
drien (M) des Mittdl-
stiicks sind von Mi-
krotubuli (Mt) umge-
" ben (42.000) (d): Die
Spermatiden sind Uber
cytoplasmatische
Bricken (B) mit der
Cytophore (Cy) ver-
bunden. Die schlauch-
formige Plasmabriicke
weist eine extrazellu-
l&re und cytoplasmati-
! ;sche faserige dektro-
nendichte Schicht auf
(Pfeil) (25.000x) D:

. Golgi-Vesikel
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3.6.7 Lokalisation von F-Actin in den Spermienstadien

Phalloidin, ein Pilzgift, ist ein bizyklisches Heptapeptid. Phalloidin wird aus dem Pilz
Amanita phalloides, dem Knollenbl&tterpilz, isoliert. Es bindet sowohl an lange als auch
kurze Actin-Filamente und stabilisert sie dabel (Wieland, 1986). Nicht-spezifische Bin-
dung ist vernachléssigbar, wobel Phalloidin nicht in der Lage ist, G-Actin zu binden
(Wieland, 1986).

Die Farbung mit Rhodamin-Phalloidin macht in allen Stadien der Spermatogenese eine
Struktur sichtbar: Am proximalen Pol der Zellen, der zur Cytophore hin orientiert ist,
werden Strukturen kreisférmig oder zylindrisch angefarbt (Abb. 3.33 und Abb. 3.34).
Diese F-Actin-haltigen Strukturen sind vermutlich aufgrund ihrer Lage identisch mit den
cytoplasmatischen Bricken. Die Briicken weisen im elektronenmikroskopischen Bild
spezielle, faserige Strukturen auf der Membraninnen- und Membranaul3enseite auf, die
zusammen as Zonula Collaris bezeichnet werden (Jamieson, 1978). In Spermatogonien
im 16- und 32-Zell-Stadium erscheinen die Strukturen kreisformig mit etwa 3um Durch-
messer bel einer Hohe von nur etwa 1um (Abb. 3.33 (1) und (2)), wahrend sie mit zu-
nehmender Zellzahl der Morula an Durchmesser verlieren, aber an Hohe zunehmen, so
dass sie schliefidlich, ab dem 64-Zell-Stadium (Abb. 3.33 (3) und (4)), zylinderférmig
aussehen mit einem Durchmesser und einer Hohe von etwa 1 bis 2um.

Darlber hinaus ist die Cytophore mehr oder weniger stark angeférbt, am stérksten im 64-
Zell-Stadium der sekundéren Spermatocyten. Das Cytoplasma der Zellen aller Stadien
zeigt eine diffuse Farbung, der Kern bleibt ausgespart (Abb. 3.33). Kurz bevor sich die
reifen Spermien voneinander trennen, ist eine schwache Farbung entlang des stark ver-
l&ngerten Kerns erkennbar. Die reifen Spermien bleiben vollsténdig ungeférbt.

néchste Seite;

Abb. 3.33: Férbung von F-Actin in Spermienstadien mit Rhodamin-Phalloidin. Jeweils links Fluoreszenz,
rechts das zugehdrige Bild im Phasenkontrast. (1): Spermatogonien im 16-Zell-Stadium, (2): Spermatocyten
I. Ordnung im 32-ZdI-Stadium, (3) Spermatocyten Il. Ordnung im 64-Zdl-Stadium, (4): Spermatiden im
128-7€l-Stadium. Vergroferung ca. 500x
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Abb. 3.34: Farbung von F-Actin in Spermienstadien mit Rhodamin-Phalloidin. (1) und (2): Phasenkontrast,
(1) und (2'): FHuoreszenz der jeweiligen Morula bei Grinanregung. In (2) sind die Spermatiden stérker
dongiert alsin (1). VergrofRerung jewells ca. 900x
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3.6.8 Die Farbung von Spermienstadien mit anti-Fragmin-Antikorpern ermdoglicht
eine distinkte Markierung in Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium

Es wurde zum Anfarben des EWAM der anti-Fragmin-Antikorper gewahlt, da besonders
EWAM-P1 in Spermienstadien zu erwarten ist. Der anti-Fragmin-Antikorper kreuzrea-
giert, wie auch die Experimente mit Hautmuskelschlauch-Modulator gezeigt haben, so-
wohl mit EWAM-P1 as auch mit den immunologisch wie EWAM-P2 reagierenden Mo-
dulatoren des Regenwurms, sonst jedoch mit keinen Zellbestandteilen. Der polyklonale
anti-P1-Antikorper weist dagegen den Nachteil auf, dass er mit einigen Zellproteinen
kreuzreagiert.

Besonders gute Ergebnisse lief3en sich erzielen, wenn die in Regenwurm-Ringer gesam-
melten Spermienstadien mit lauwarmer 0,7%iger Agarose in 0,5x PBS vermischt, auf
vorgewdrmten Objekttragern ausgestrichen und sofort auf Eis abgekhlt wurden.

Mit dem anti-Fragmin-Antikorper lasst sich eine Markierung des Actin-Filament-Rings
bzw. —Zylinders erreichen: Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie wird manchmal die
Markierung des proximalen, der Cytophore zugewandten Tells der Zellen erkennbar, be-
sonders im 16-Zellstadium und bei jungen, noch birnenférmigen Spermatiden (Abb. 3.36
(c)). Beim 64-Zellstadium ist die Cytophore so stark markiert, dass ihre Fluoreszenz die
nahegelegenen Strukturen Uberstrahlt (Abb. 3.35 (2)). Nur eine granulér erscheinende
Markierng ist hier sichtbar. Die Cytophore ist mehr oder weniger in allen Phasen der
Spermatogenese markiert, besonders stark jedoch im 64-Zell-Stadium. Das Cytoplasma
zeigt eine diffuse Farbung in allen Stadien, wobel der Kern ausgespart bleibt (z. B. Abb.
3.35 (1)). Beinahe reife Spermien zeigen kurz vor dem Auseinanderfallen eine Farbung
entlang des elongierten Kerns (Abb. 3.36 (f) und Abb. 3.37 (1) bis(1'*)). Reife Spermien
werden nicht angefarbt. Mit Hilfe des konfokalen Mikroskops kann der proximale Pol der
Zellen besser untersucht werden, denn in den virtuellen Schnitten durch die Morulae
uberstrahit die Cytophore nicht die Fluoreszenz benachbarter Strukturen. Manchmal sind
dabei kreisformige Strukturen erkennbar, die wahrscheinlich die cytoplasmatischen
Bruc?Xken darstellen, @nlich wie bei der Farbung mit Phaloidin (Abb. 3.37 (1), (1'),
(2'*)). Ebenfalls in der N&he der Cytophore sind zu bestimmten Zeitpunkten jedoch auch
der Golgi-Apparat und das Proacrosom zu erwarten. In Abb. 3.37 (2'*) aber kann es sich
bei der markierten Struktur auf der Oberflache der Cytophore weder um Golgi-Veskel
noch um das Proacrosom handeln, da die Zellen offnsichtlich bereits die Wanderung der
Bricke vollzogen haben. Die Proacrosome zeigen zu diesem Zeitpunkt von der Cyto-
phore fort, wahrend der Golgi-Apparat bereits in die Cytophore eingewandert ist.
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Eine zusdtzliche Fluoreszenz im Vergleich zu der Markierung mit Rhodamin-Phalloidin
ist im Mittelstiick der Spermienstadien zu beobachten. Im 32-Zell-Stadium ist die Peri-
pherie und dort besonders der distale Pol etwas stérker gefarbt als der zentraler gelegene
Anteil der Zellen. Im 64-Zell-Stadium ist manchmal eine Kappe aus zwe langlichen
Strukturen markiert, die als der sich teilenden Golgi-Apparat interpretiert werden (Abb.
3.35 (2)). Eine dhnliche Anférbung ist in elongierten Spermeatiden zu beobachten. Die
eher langliche, pfeilkopfformige Struktur représentiert vermutlich (- die Organellen sind
auf lichtmikroskopischer Ebene nicht differenzierbar -) das Proacrosom (Abb. 3.36 (d)),
die globulére Struktur die Golgi-Veske (Abb. 3.37 (e)), die nach der Wanderung des

Proacrosoms zunachst am Mittelstlick zurtckbleiben.
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Abb. 3.35: Inkubation verschiedener Stadien der Spermiogenese mit anti-Fragmin-Antikérpern, links Fluo-
reszenz, rechts Phasenkontrast. (1) und (1'): Spermatocyten I. Ordnung im 32-Zdll-Stadium, (2) und (2°):
Spermatocyten I1. Ordnung im 64-Zell-Stadium. ca. 500x

néchste Seite:
Abb. 3.36: Inkubation verschiedener Stadien der Spermiogenese mit anti-Fragmin-Antikérpern. VergroRe-

rung ca. 450x. (a): addiertes Bild aus Schnitten des konfokalen Mikroskops. Junge, birnenférmige Sperma-
tiden. Anférbung besonders der Cytophore und des distalen, dem Mittelstiick zugewandten Pals (b)-(f):
lichtmikroskopische Aufnahmen. (b): birnenférmige Spermatiden, Markierung der Cytophore und des di-
stalen Pols der Zdlen. (c): birnenférmige Spermatiden, Markierung auch des proximalen Zdlpols. (d):
eongierte Spermatiden, Markierung des distalen Pols (evtl. des Proacrosoms) und granulére Markierung
der Cytaphoren-Oberflache wahrscheinlich durch Anférbung der cytoplasmatischen Briicken. (€): e ongier-
te Spermatiden, Markierung des distalen Pols (evtl. der Golgi-Vesikel) und granulére Markierung der Cyto-
phoren-Oberfldche wahrscheinlich durch Anférbung der cytoplasmatischen Briicken. (f): el ongierte Sper-
matiden nach der Wanderung der Briicke, Markierung entlang des elongierten Kerns.

Ubernéchste Seiter
Abb. 3.37: Inkubation von Spermienstadien mit anti-Fragmin-Antikorpern, Untersuchungen mit dem kon-

fokalen Mikraoskop. Vergrofderung ca. 450x. (1) und (2): Addition aller Schnittaufnahmen, (1°, 1, 2, 2'*):
virtuelle Schnitte durch die Morulae. In den Schnitten werden kreisférmige Strukturen auf den Cytophoren

sichtbar.
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4. Diskussion

Die Isolierung von Gelsolin-verwandtem Protein aus Muskelzellen
Aus dem Hautmuskelschlauch des Regenwurms Lumbricus terrestris konnten D Haese

und Hinssen (1987) etwa 50mg Gelsolin-verwandtes Protein pro kg Nassgewicht isolie-
ren. Aus der Aktivitét des Rohextraktes schlossen sie jedoch auf einen Gehalt von 500mg
pro kg Hautmuskelschlauch zurick.

In der vorliegenden Arbeit konnten aus den Kaumégen von 50 Tieren (Nassgewicht der
isolierten Organe 7g) ca. 2mg Modulator-haltige Fraktionen (je 1mg pro EWAM-1soform)
gewonnen werden, was 286mg pro kg Kaumagen entspricht. Wie die elektrophoretische
Auftrennung zeigte, befindet sich in diesen Fraktionen noch ein grof3er Antell an anderen
Proteinen. Dies wird auch durch die Tatsache deutlich, dass etwa 450ug Protein eingesetzt
werden mussten, um eine Aktivitét von etwa 35% zu erhalten. Anhand der elektrophoreti-
schen Auftrennung kann der Gehalt der aktiven Fraktionen an Modulator auf maximal
10% geschétzt werden. Es konnte also etwa 30mg Actin-Modulator pro kg Kaumagen
isoliert werden. Wéren die préparationsbedingten Verluste ebenso grol? wie bei der Haut-
muskelschlauch-Praparation (D Haese und Hinssen, 1987), so sind im Kaumagen unge-
fahr 300mg EWAM pro kg Muskel zu erwarten, was dem Wert des Hautmuskelschlauchs
ahnelt.

Gelsolin-verwandte Proteine konnen aus Muskeln in relativ grof3en Mengen isoliert wer-
den (Yin et al., 1981, Hinssen, 1985 a und b, D Haese und Hinssen, 1987, D "Haese und
Fey, 1989, Giebing, 1989). Der Gehalt an Modulator richtet sich bei Vertebraten nach
dem Organisationsgrad der Muskeln, wobel aus glatter Muskulatur am meisten Gelsolin
isoliert wird und aus quergestreifter Skelettmuskulatur am wenigsten. Bei Wirbellosen
dagegen enthalten auch Muskeln von hohem Organisationsgrad — etwa die schrégge-
streifte Muskulatur des Regenwurmes oder die quegestreifte Muskulatur des Flusskrebses
— eine grofRe Menge an Gelsolin-verwandten Proteinen. EWAM war der erste Actin-Mo-
dulator, der aus der Muskulatur eines Wirbellosen isoliert wurde (D Haese und Hinssen,
1987).

Aus dem Schwanzmuskel des Flusskrebses Astacus konnten 50mg gereinigter Actin-Mo-
dulator pro kg Nassgewicht isoliert werden (Bock et al., 1994). Aus dem Schwanzmuskel
des Hummers Homarus lag die Ausbeute von elektrophoretisch reinem Protein bel 30 bis
40mg pro kg Muskelgewebe (Lick, 1994). Aus dem Schlieldmuskel der Jakobsmuschel
Pecten (glatter und quergestreifter Anteil gemeinsam) wurden etwa 15mg/kg Gelsolin-ar-
tiges Protein gewonnen, wobei der Gehalt im glatten Anteil hdher ist (Remmert und Hins-

sen, 1996, Remmert, 1999). Fir das Gelsolin des Schweinemagens werden Werte von ca.
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120mg Modulator pro kg Muskel angegeben, die isoliert werden konnnten. Der tatséchli-
che Gehalt scheint hoher zu sein und bel etwa 0,1% des Gesamtproteins des Muskels zu
liegen (Hinssen et al., 1985 b). Aus quergestreifter Vertebraten-Muskulatur kann etwa 30-
50fach weniger Gelsolin isoliert werden (Teubner et al., 1994). Der Wert von etwa 50mg
Zu 95% reines Gelsolin pro kg Gewebe aus dem Herzmuskel des Kaninchens (Rouayrenc
et al., 1984) liegt daher wahrscheinlich zu hoch, eventuell ist das Protein nach der Chro-
matographie unreiner als angenommen.

Es ist fraglich, ob die hier genannten Werte tatsichlich direkt miteinander vergleichbar
sind, da die genauen Bedingungen bei der Aufreinigung nicht in Betracht gezogen wer-
den. Extraktionspuffer ohne EGTA z. B. filhren bei der plétzlichen Erhéhung der Ca?*-
Konzentration wahrend der Homogenisierung des Gewebes zu einer Bindung von zusétz-
lichem Gelsolin an die dinnen Filamente, so dass ein Teil des Modulators mit den sedi-
mentierbaren Anteilen abzentrifugiert und nicht isoliert wird. Die Tatsache, dass aus der
Skelettmuskulatur nur relativ wenig Gelsolin isoliert werden kann, kann beispielsweise
auch damit zusammenhéngen, wieviel Gelsolin 16glich im Cytosol und welcher Anteil an
die dinnen Filamente EGTA-resistent gebunden vorliegt. Zudem fuhrt jeder zusatzliche
Aufreinigungsschritt, wenn etwa nach der lonenaustauscher-Chromatographie noch eine
Gdfiltration angeschlossen wurde, zu weiteren Verlusten. Mit aler Vorsicht kann daher
lediglich festgestellt werden, dass die Muskulatur des Regenwurmes eine relativ grofe
Menge an Gelsolin-verwandtem Protein aufweist, die ungefahr im Bereich von der Menge
liegt, die die glatte Vertebraten-Muskulatur enthélt.

Die Diversitét des Gelsolin-verwandten Proteins aus Muskelzellen
Bel der Isolierung des Gelsolin-verwandten Proteins EWAM aus Muskelzellen des Re-

genwurmes konnten Varianten aufgetrennt werden. Es zeigte sich dabel, dass die beiden
untersuchten Organe Hautmuskelschlauch und Kaumagen ein unterschiedliches Expressi-
onsmuster dieser Varianten aufweisen. Wahrend im Hautmuskelschlauch die Isoformen
P1, P2 und P3 in nahezu gleicher Menge, sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene,
nachgewiesen wurden, fanden sich im Kaumagen die Isoformen P3 und P4 in etwa glei-
chen Mengen. Die Bezeichnung der Varianten as P1 bis P4 beruht dabei auf ihrer zeitlich
versetzten Elution as Aktivitdts-Peaks in der Anionen-Austauscherchromatographie.

Aufgrund ihrer in vitro nicht unterscheidbaren Eigenschaften vermuteten D Haese und
Hinssen (1987), dass die Varianten Isoformen darstellen. Unter Isoformen versteht man
Protein-Varianten eines Mitglieds einer Protein-Familie, die entweder durch das Ablesen

verschiedener Gene oder durch unterschiedlich prozessierte RNA-Transkripte des glei-
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chen Gens entstehen (Schiaffino und Reggiani, 1996). In vielen Félen ist die physiologi-
sche Bedeutung dieser Heterogenitét unklar. In anderen Féllen lassen sich Unterschiede
zwischen den Isoformen bezlglich ihrer Aktivitét, Expression im Laufe der Entwicklung
und ihrer intrazelluldren oder spezifischen Lokalisation feststellen, was auf unterschiedli-
che Funktionen der | soformen hindeutet.

Es ist jedoch auch denkbar, dass die bei der Isolierung von Gelsolin-verwandtem Protein
aus Hautmuskelschlauchen in der Chromatographie und Gelelektrophorese voneinander
trennbaren Proteine keine Isoformen darstellen. Eine artifizielle Aufspaltung in mehrere
Modulator-Fraktionen ist z. B. durch prdparationsbedingte Modifikationen wie Oxidation
oder partielle proteolytische Degradation moglich. Weitere molekulare Unterschiede, die
von der Isoform-Heterogenitdt unterschieden werden missen, aber zu distinkten Protein-
fraktionen fuhren, sind genetischer Polymorphismus, der durch variante Allele, z. B.
durch Punktmutationen eines Genes innerhalb einer Anzahl von Individuen einer Art ent-
steht, und posttrandationale Veranderungen, z. B. unterschiedliche Phosphorylierung oder
Methylierung von Aminosauren nach der Protein-Synthese (Schiaffino und Reggiani,
1996).

Ein erster Hinweis auf die Existenz von zwei unterschiedlichen Protein-1soformen ergab
sich durch die Untersuchung des immunologischen Verhaltens der in der Gelektrophorese
voneinander trennbaren Varianten. Die beiden Banden lassen sich im Western-Blot mit
verschiedenen Antikorpern unterschiedlich gut anférben: Die 43kDa-Bande l&sst sich
nicht mit dem monoklonalen anti-P2-Antikdrper anfarben, der jedoch die 45kDa-Bande
anférbt. Beide Banden werden dagegen vom anti-Fragmin-Antikorper angefarbt, der ei-
gentlich gegen den Actin-Modulator aus dem Schleimpilz Physarum gerichtet ist.

Von alen drei chromatographisch trennbaren Varianten wurden anschlief3end die Spalt-
muster untersucht. Die limitierte Proteolyse zeigte, dass die zwel hinsichtlich ihres appa-
renten Molekulargewichts unterscheidbaren Protein-Varianten unterschiedliche Proteine
darstellen, denn die Proteolyse ergab zwei stark voneinander abweichende Spaltmuster.
Dieses unterschiedliche Verhalten des ersten Peaks im Gegensatz zum zweiten/dritten
Peak ist nicht denkbar, wenn die Proteinen nur aufgrund artifizieller oder posttrandatio-
naler Veranderungen des gleichen Proteins chromatographisch und gelelektrophoretisch
trennbar wéren. Der zweite und dritte Aktivitétspeak dagegen waren anhand ihres Spalt-
musters jedoch nicht zu unterscheiden und kénnten auch als artifiziell entstandene oder
posttranglationale Varianten angesehen werden.
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Die Proteolysen lieferten noch weitere interessante Ergebnisse: Erst bei einer Mischung
der EWAM-Varianten mit Actin und anschlief3ender Proteolyse treten Fragmente der
GroRRe 15 und 30kDa auf. Diese Banden sind bei dem aus drei Segmenten bestehenden
Modulator eigentlich zu erwarten, denn zwischen den Segmenten sind Gelsolin-ghnliche
Proteine durch eine proteolytisch leicht angreifbare exponierte Verbindungsregion ver-
bunden (Chaponnier et al., 1987, Way und Weeds, 1988). Die Bindung von Actin flhrt
also zu einer Konformationsanderung des Proteins. Hinweise fur eine solche Konformati-
onsanderung wahrend der Actin-Gelsolin-Bindung haben auch Weber et al. (1991) und
McGough et al. (1998) durch dreidimensionale Rekonstruktion mit Hilfe von Kryo-Elek-
tronenmikroskopie gefunden. Auch die Konformation des Actins wird offensichtlich
durch die Bindung des Modulators veradndert, denn erst nach der Bindung ist Actin durch
die Protease V8 proteolytisch angreifbar. Eine Konformationsanderung des Actins durch
die Bindung von Gelsolin konnten auch Khaitlina und Hinssen (1997) durch die Untersu-
chung von enzymatisch N-termina verkirztem Actin zeigen. Das verklrzte Actin kann,
wenn es Ca?* gebunden hat, selbst nicht polymerisieren, jedoch als 2:1 Komplex mit Gel-
solin als Nukleus zur Polymerisation mit intaktem Actin dienen. Die Bindung mit Gelso-
lin fuhrt aso zu einer Konformationsanderung des verkirzten Actins, die eine Bindung
mit weiteren Actin-Monomeren moglich macht.

Interessanterweise tritt in der Mischung von Actin und der 43kDa-Variante eine 15kDa-
Bande auf, die mit dem anti-P2-Antikdrper anféarbbar ist, wahrend sonst kein Fragment
dieser Variante von diesem Antikorper erkannt wird. Da neben den intakten Proteinen
auch eine Reihe von proteolytischen Fragmenten des zweiten und dritten Aktivitétspeaks
mit dem monoklonalen anti-P2-Antikérper anfarbbar sind, wird dieses Epitop eventuell
mehrfach innerhalb der Proteine wiederholt.

Ein Hinweis, dass die Aufspaltung in P2 und P3 kein Artefakt ist, stellt die Isolierung ei-
ner anderen Kombination von Varianten des Gelsolin-verwandten Proteins aus dem Kau-
magen dar. Ob die Varianten P2, P3 und P4, die alle ein identisches Laufverhalten in der
Gelelektrophorese zeigen, jedoch chromatographisch voneinander trennbar sind, Isofor-
men darstellen, ist damit noch nicht wirklich nachgewiesen. Erst die gemeinsame Be-
trachtung der Ergebnisse auf der Proteinebene und auf RNA-Ebene macht es wahrschein-
lich, dass es sich tatsachlich um drei weitere Isoformen und nicht nur um eine und ihre
posttrandationalen Modifikationen handelt. Es wird dabei davon ausgegangen, dass die
sogenannte P2-Sonde auf dem Northern-Blot neben der mRNA von P2 auch mit der von
P3 und P4 hybridisiert, da die Anféarbung gut mit den Befunden auf der Protein-Ebene
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ubereinstimmt: Im Hautmuskelschlauch findet man durch |onenaustauscher-Chromeato-
graphie P2 und P3 und im Kaumagen P3 und P4 - und auf RNA-Ebene wird ebenfalls eine
MRNA-Bande von gleicher Lange bei beiden Organen angefarbt, bei der es sich deshalb
wahrscheinlich um die mRNA von P3 handelt. Eine solche Kreuzreaktion ist denkbar,
denn auch in PCRs konnte gezeigt werden, dass eigentlich P2-spezifische Primer mit
cDNA, die fir P3 oder P4 codiert, hybridisieren: In der RT-PCR mit Kaumagen-cDNA
lief3en sich mit den P2-Primern eine Reihe von Fragmenten mit Grol3en, die fur P2 zu er-
warten gewesen waren, amplifizieren, obwohl die Modulator-mRNAs im Kaumagen fur
EWAM-P3 und —P4 codieren sollten. Diese Gruppe von Proteinen scheinen also auf der
Nukleotidebene sehr dhnlich zu sein.

Allgemein missen Langenunterschiede auf RNA-Ebene nicht zwangslaufig zur Tranda-
tion von unterschiedlichen Proteinen flhren, sie kdnnen auch durch verschieden lange
poly-A-Schwénze entstehen. So sind multiple mRNA-Banden im Skelettmuskel des
Huhnchens (Babcock und Fowler, 1994) oder im Herzmuskel der Ratte (Sussman et a.,
1994) auf multiple Polyadenylierungssignale in der 3'-nicht-codierenden Region zurlick-
zufuihren. In der vorliegenden Untersuchung sind aber im entsprechenden Organ in glei-
cher Anzahl sowohl auf der Proteinebene Varianten mit unterschiedlichem Elutionsver-
halten auszumachen, als auch angeférbte mRNA-Banden. Wahrscheinlich flhren daher
die drei. mRNA-Populationen zur Tranglation von drei unterschiedlichen Proteinen, was
bei einem Unterschied lediglich der Lange des poly-A-Schwanzes nicht der Fall wére.
Interessanterweise findet keine Kreuzreaktion zwischen den beiden P1- und P2-spezifi-
schen Sonden statt, obwohl die Proteine zu 63% identisch sind. Ganz &hnlich verhélt es
sich mit den zwei 1soformen von Fragmin, die zu 65% identisch sind und deren Sonden,
radioaktiv markierte cDNA-Fragmente von etwa 820bp Lange bei Anwendung vergleich-
barer Hybridisierungsbedingungen, ebenfalls nicht im Northern-Blot kreuzreagieren
(T Jampens et al., 1997).

Es ist also festzustellen, dass nicht mit letzter Sicherheit nachgewiesen werden kann, dass
mehr als zwei Isoformen existieren. Lediglich die Anféarbbarkeit von drei unterschiedlich
langen mMRNA-Populationen mit der P2-Sonde und die Ubereinstimmung mit den Befun-
den auf der Proteinebene machen es sehr wahrscheinlich, dass P2, P3 und P4 unterschied-

liche, wenn auch sehr dhnliche Proteine darstellen.
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Die Funktionen von Isoformen unter besonderer Beriicksichtigung von Actin und Gelso-

lin-dhnlichen Proteinen

Die Feststellung der Existenz von Isoformen zieht beinahe zwangslaufig die Frage nach
der physiologischen Bedeutung einer solchen Heterogenitdt nach sich. Eine Ursache der
Heterogenitdt gerade von Muskelzellproteinen ist darauf zuriickzufiihren, dass an diese
Zéllen innerhalb eines Organismus sehr unerschiedliche Anforderungen gestellt werden.
Zum Beispiel mussen einige Muskeln wahrend einer Fluchtreaktion sehr schnell reagie-
ren, wahrend andere Muskeln, etwa jene, die fir die Darmperistaltik zustandig sind, viel
haufiger aktiv sind, jedoch langsamer kontrahieren, um isotonische Kraft auszutiben. Zur
Erfullung dieser unerschiedlichen Aufgaben sind die Zellen mit unterschiedlichen Isofor-
men der Muskelproteine ausgestattet. Es existieren daher fur nahezu jede myofibrillére
Komponente, sowohl fir die Motorproteine als auch fur die Strukturproteine, Isoformen,
die von Multigen-Familien codiert werden (Schiaffino und Reggiani, 1996). Die Proteine
unterscheiden sich haufig nachweidlich in mechanischen oder funktionellen Charakeri-
stika, wie etwa Elastizitét oder Calcium-Sensitivitét.

Da mit EWAM ein Actin-bindendes Protein Gegenstand dieser Arbeit ist, ist die Be-
trachtung von Actin in diesem Zusammenhang besonders interessant. Zunéchst hat Actin
keinen offensichtlichen Einfluss auf die Eigenschaften des Muskels: Alle Isoformen besit-
zen die gleiche Fahigkeit, die Myosin-ATPase zu aktivieren, und verschiedene Actin-1so-
formen gleiten in in-vitro-Mobilitéts-Untersuchungen mit gleicher Geschwindigkeit Uber
Myosin (Schiaffino und Reggiani, 1996). Ein Einfluss der vorherrschenden Actin-l1soform
auf die Kraftentwicklung, Elastizitdt und Aufrechterhaltung der Spannung konnte jedoch
durch Studien an Mutanten fur Drosophila gezeigt werden (Drummond et al., 1990). Ein
weiteres Beispiel fur die Beeinflussung der Kraftentwicklung stellt die Untersuchung von
Hewett et a. (1994) dar: In Méauseherzen wird nahezu ausschliefdlich cardiales a-Actin
exprimiert. Herzen von Balb/c-Méusen dagegen enthalten ebensoviel Skelettmuskel-o-
Actin wie cardiales a-Actin. Dies fuhrt dazu, dass an Herzpréparaten von Balb/c-Mausen
die Spannung schneller ansteigt, wobel die Zunahme der Geschwindigkeit korreliert mit
der Menge an mRNA fir Skelettmuskel-a-Actin. Es wird vermutet, dass die geringen
Unterschiede in der Konformation der Actin-l1soformen Uber 1soactin-spezifische Proteine
Zu einer Unterscheidung der I1soformen fihren, die dadurch in die korrekten Cytoskelett-
Strukturen, z. B. Stressfasern, eingebaut werden (Chaponnier et al., 1995, Mounier et a.,
1997). In Transfektionsversuchen konnte zur Unterstiitzung dieser Annahme gezeigt wer-
den, dass eine Reihe von Muskel- und Nicht-Muskelzellen zwischen unterschiedlichen
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Actin-Isoformen unterscheiden kénnen und sie an verschiedenen Orten in der Zelle ein-
setzen (Mounier et al., 1999). In Regenwirmern konnten bislang die Gene von zwel ver-
schiedene Actin-l1soformen sequenziert werden (Lewke und Weber, 1996), es liegen je-
doch leider keine Erkenntnisse Uber unterschiedliche Funktionen der zugehdrigen Proteine
oder Uber ihre Lokalisierung vor.

Auch Isoformen von Mitgliedern der Gelsolin-Familie, also Actin-bindenden Proteinen,
werden gewebe- oder entwicklungsabhangig exprimiert, was auf unterschiedliche Funk-
tionen hindeutet. Gelsolin-verwandte Proteine, fur deren Isoformen eine gewebsspezifi-
sche Expression bekannt ist, sind die Plasma- und zelluléren Varianten des Drosophila-
und Vertebraten-Gelsolins (Mensch: Kwiatkowski et al., 1986, Schwein: Way und Weeds,
1988, Pferd: Ruiz-Silva und Burtnick, 1989, Drosophila: Heintzelman et al., 1993, Stella
et a., 1994) und eine cytoplasmatische Variante der Oligodendrocyten, Gelsolin-3
(Vouyiouklis und Brophy, 1997). Die Plasma-Varianten sind dabei jeweils nur um ein
Export-Signal, eine kurze N-terminale Extension von 25 Aminosauren Lange bel der hu-
manen Form (Kwiatkowski et al., 1988), gegenlber den cytoplasmatischen Proteinen
verlangert. Die beide Formen entstehen beim Menschen durch Ausnutzung von alternati-
ven Initiationsstellen der Transkription des gleichen, 70kb langen Gens des Chromosoms
9, Banden 32 g34 (Ozelius et a., 1992). Die Variante der Oligodendrocyten, ebenfalls
eine Spleif3-Variante desselben Gens, besitzt eine bisher unbekannte N-terminale Exten-
sion von 11 Aminosduren Lange (Vouyiouklis und Brophy, 1997). Die Autoren diskutie-
ren eine spezielle Aufgabe dieser Isoform bei der Regulierung des Actin-Cytoskeletts: Die
cytoplasmatische und die Plasma-Form weisen Unterschiede bei der Organisation ihrer
Disulfidbriicken auf, die zu verschiedenen dreidimensionalen Strukturen und dadurch ver-
schiedenen Funktionen bel der Interaktion mit dem Actin-Filament fuhren konnten. Die
abgeleitete Aminosduresequenz von Gelsolin-3 weist innerhalb der N-terminalen Exten-
sion zwei weitere Cysteine als die cytoplasmatische Form auf. Dies kdnnte zu einer weite-
ren Komplexizitdt in der Ausbildung der Disulfidbriicken fuhren und die Funktion des
Proteins beeinflussen.

Der Actin-Modulator von Physarum, Fragmin, tritt ebenfalls in unterschiedlichen Isofor-
men auf, wobei FragminP (vollsténdige Sequenz: T Jampens et a., 1997) im plasmodia-
len Stadium und FragminA (T Jampens et a., 1999) von den Amoben exprimiert wird.
FragminA und FragminP sind zu 65% identisch (T Jampens et al., 1999), sie unterschei-
den sich im Molekulargewicht (FragminA: 40kDa, FragminP: 42kDa) und sind immuno-
logisch unterscheidbar (Uyeda et al., 1988). T Jampens et al. (1997 und 1999) diskutieren

106



Diskussion

eine unterschiedliche Funktion der beiden Isoformen. Das Cytoskelett insbesondere des
Zéellcortex von Plasmodien und Amoben ist unterschiedlich organisiert, weshalb den ent-
wicklungsabhéangig unterschiedlich exprimierten Actin-bindenden Proteinen eine vonein-
ander abweichende Aufgabe zugesprochen wird. Durch Immunfluoreszenz-Untersuchun-
gen konnte FragminP in der Ndhe der Plasmamembran und in Lobopodien von Mi-
kroplasmodien lokalisiert werden. FragminP Ubernimmt vielleicht einerseits eine dhnliche
Aufgaben wie Gelsolin und ist an den Vorgéngen der Bewegung der Zelle beteiligt und
dient anderersaits im 1:1-Komplex mit G-Actin als Substrat fur die Actin-Fragmin-Kinase
(AFK), durch die das Actin phosphoryliert wird. In Extrakten von Amoben ist keine AFK-
Aktivitat nachweisbar, FragminA zeigt eine abweichende Lokalisation und wird mit ei-
nem unbekannten Protein zusammen aufgereinigt, weshalb eine abweichende aber noch
unbekannte Funktion dieses Proteins anzunehmen ist.

Die Lokalisation der |soformen des EWAM im Gewebe und innerhalb von Muskelzellen

Da ein monoklonaler Antikorper zur Verfigung stand, der nicht mit der ersten Isoform
kreuzreagierte, war es moglich, durch indirekte |mmunfluoreszenz Aussagen uber die Lo-
kalisation jener Gruppe von EWAM-Isoformen zu machen, die mit diesem Antikorper an-
farbbar sind.

Die Anfarbung von Gefrierschnitten mit gegen P2 gerichtetem Antikorper fuhrte zu einer
besonders starken Markierung der peripheren Bereiche der Langs- und Ringmuskelschicht
des Hautmuskelschlauchs und des gesamten Kaumagens. Dieses Verteilungsmuster dhnelt
sehr stark dem, das fur die leichten Ketten des Myosins beschrieben wurde (D Haese und
Carlhoff, 1987, Carlhoff und D Haese, 1987). An den Orten der P2-Markierung konnte
damals die leichte Kette mit 28kDa Masse (LC 28) nachgewiesen werden. Diese Muskel-
zellen waren auch aufgrund ihrer Enzymausstattung von den anderen Muskeln unter-
scheidbar: Durch histochemische Anfarbungen konnten eine niedrige Myosin- und Acto-
myosin-ATPase- und eine hohe Succinat-Dehydrogenase-Aktivitét nachgewiesen werden
(D'Haese und Carlhoff, 1987, Carlhoff und D Haese, 1987). Eine solche Enzymausstat-
tung ist ein typisches Kennzeichen langsam kontrahierender Muskeln (Brooke und Kaiser,
1970, Burke et al., 1971, Mabuchi und Sréter, 1980). Die Zellen der peripheren Bereiche
der beiden Hautmuskelschlauch-Schichten und der Kaumagen wurden daher als langsam
kontrahierende Muskelzellen eingestuft. Der periphere Bereich macht etwa nur ein Sech-
stel des gesamten Hautmuskelschlauchs aus, was sich auch in den relativen Mengen be-

stimmter Muskelproteine (z. B. der Myosin-Isoformen), die jewells nur in den peripheren
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bzw. den zentraleren Muskelzellen exprimiert werden, widerspiegelt (D Haese und Carl-
hoff, 1987). Erstaunlicherweise ist eine solche Mengenverteilung bei der Isolierung der
Varianten des EWAM nicht zu beobachten: P2 und P3 sind in mindestens der gleichen
Menge isoliert worden wie P1, wie ein Vergleich der Flachen der Aktivitatspeaks zeigt.
Vermutlich werden P2 und P3 aso auch in den zentraleren Anteilen der Muskelschichten
exprimiert, wenn auch in geringerem Mal3e. Das ist moglich, denn in der Immunfluores-
zenz waren diese Bereiche niemals vollkommen ungeférbt. Eine weitere Mdglichkeit be-
steht darin, dass eventuell durch die Art der Isolierung eine Isoform bevorzugt isoliert
wird, etwa weil sie nicht so fest mit dem Cytoskelett assoziiert vorliegt, wéhrend die an-
dere Isoform schon bel der ersten Zentrifugation mit dem Cytoskelett zusammen sedi-
mentiert wird.

Neben dem Hautmuskelschlauch und dem Kaumagen wurden auf den Gefrierschnitten
weitere Muskelzellen stark angeférbt. Auch diese Muskelzellen gehdren wahrscheinlich
zum langsam kontrahierenden Typ. Untersuchungen beziglich der leichten Ketten oder
ihrer Succinatdehydrogenase- oder ATPase-Aktivitét liegt zwar nicht vor, aber ihre Funk-
tion spricht gegen eine Zugehdrigkeit zum schnell kontrahierenden Typ. Stark mit dem
anti-P2-Antikorper anférbbar waren Dissepimente, ein Teil der Hille des Bauchmarks,
alle Muskellagen der Gefél3e und die Darmmuskulatur.

Aus den vorne und hinten aneinanderstof3enden Coelomwénden benachbarter Segmente
entstehen wadhrend der Embryogenese des Wurmes die Dissepimente. Ein Dissepiment
besteht daher aus zwei Lagen von Muskelzellen (den Coelothelien), die einer zentralen
Basallamina aufgelagerten sind. Die Muskelzellen sind ringférmig angeordnet, denn sie
dienen as Sphinkter einer Offnung, die sich um das Bauchmark und Ventralgefal? herum
befindet, und kontrollieren dort die Passage von Flissigkeiten und Partikeln (Peters und
Walldorf, 1986 a). Eine andere stark gefarbte Struktur ist die dreischichtige Hille des
Bauchmarks. Angeférbt wurde hier eine Schicht aus Langsmuskeln, deren Zellen parallel
zur Léngsachse des Bauchmarks orientiert sind (Peters und Walldorf, 1986 a). Es wird
vermutet, dass die Muskelschicht die Nerven vor Druck, Stauchung oder Dehnung wah-
rend der Bewegung des Wurms aktiv schiitzt (Peters und Walldorf, 1986 a).

Das Dorsagefé und etwas abgeschwacht auch das Subneuralgefald in der Bauchmark-
hille wiesen in Gefrierschnitten stets eine besonders kréftige Anférbbarkeit mit dem anti-
P2-Antikorper auf. Die Gefal3- und Kapillarwande des geschlossenen Blutgefal3systems
des Regenwurms bestehen aus einer kontinuierlichen Lage von Endothelzellen. Diese sind
in den einzelnen Gefal3en in unterschiedlichem Mal3e mit Myofilamenten versehen (Peters
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und Walldorf, 1986 a, Jamieson, 1981). Die Myoendothelzellen des Dorsalgefélies und
der Lateralgefal3e, der Motoren des Gefal3systems, enthalten besonders viele, in Langs-
richtung des Gefél3es orientierte Myofilamente. Bei dem Dorsalgefal? liegt zusétzlich au-
Rerhalb des Endothels eine Ring- und darlber eine weitere Langsmuskelschicht.

Die Wand des auf den Kaumagen folgenden Mitteldarmes besteht zwischen Chloragog
und Darmepithel aus einer dinnen Schicht Muskel, und zwar einer auf3eren Langs- und
einer inneren Ringmuskelschicht, die ebenfalls gut mit dem anti-P2-Antikdrper angefarbt
werden konnten. Diese Muskulatur dient dem Weitertransport der Nahrung wahrend der
Darmpassage durch peristaltische Bewegungen des Darmes, analog zu der glatten Mus-
kulatur des Darmes der Vertebraten.

In der Organisation der Myofilamente des Regenwurmes existieren strukturelle Unter-
schiede zwischen schnellen und langsamen Muskelzellen (z. B. sind die Myosinfilamente
unterschiedlich dick), die sich in Unterschieden der molaren Verhaltnisse der kontraktilen
Proteine (Myosin, Paramyosin und Actin) zwischen Hautmuskelschlauch und Kaumagen
aullern (Carlhoff und D Haese, 1987). Bel solchen Unterschieden in der Zusammenset-
zung der Myofilamente ist es nicht verwunderlich, wenn auch die Actin-Modulatoren als
eng mit dem Cytoskelett assoziierte Komponenten eine Variahilitdt zwischen den Mus-
keltypen zeigen. Es ist eher verwunderlich, dass dies in der hoch differenzierten Verte-
bratenmuskulatur, die funktionsangepasste Variationen der Muskelzellen zwischen quer-
gestreiften und glatten Muskeln aufweist, nicht der Fall ist, denn das Gelsolin beispiels-
weise des quergestreiften und des glatten Muskelsist identisch.

Neben der Lokalisation der mit dem anti-P2-Antikorper anfarbbaren 1soformen innerhalb
von Geweben wurden auch Untersuchungen der Lokalisation dieser |soformen innerhalb
von isolierten Zellen durchgefiihrt.

Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ist eine Bindung des Gelsolin-verwandten
Proteins EWAM an F-Actin sehr wahrscheinlich, denn der Modulator wurde trotz der
Permeabilisierung der unfixierten Zellen an den diinnen Filamenten lokalisiert.

Ergebnisse von Untersuchungen, die sich mit der Lokalisation von Gelsolin in Zellen be-
fassen, sind haufig widersprichlich. Cooper et al. (1988) etwa fanden Hinweise dafir,
dass Gelsolin in Zellen einer Maus-Fibroblasten-Zelllinie nicht fest an Actin gebunden
vorliegt: Injiziertes fluoreszierendes Gelsolin diffundierte vollkommen frel in den Fibro-
blasten, und Gelsolin war mit einer Losung aus u. a. 0,1% Triton und 1mM EGTA nahezu
vollstandig aus den Zellen extrahierbar, was im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Un-
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tersuchung steht. Phalloidin als Positivkontrolle der Injektionsversuche war vollsténdig
immobil, wahrend Hundeserum-Albumin, die Negativkontrolle, sich wie Gelsolin ver-
hielt. Nur durch das Fixieren der Zellen ist nach Cooper et a. (1988) Gelsolin an F-Actin
lokalisierbar, da kurzzeitig assoziiertes Gelsolin durch das Fixans fest an das Actin ge-
bunden wird. In fixierten und anschlieffend permeabiliserten Zellen war Gelsolin an
Stress-Fasern, in den cortikalen Zonen und als granulére cytoplasmatische Komponente
anféarbbar. Allerdings konnten Cooper et a. (1988) auch durch Mikroinjektion von Anti-
korpern gegen Gelsolin in lebende Zellen Stress-Fasern anfarben, was der Hypothese wi-
derspricht, dass Gelsolin eine sehr niedrige Affinitét zu filamentésem Actin aufweist.
Dem Argument der Autoren, dass die freie Diffusion von Gelsolin eine Interaktion mit F-
Actin ausschliefdt, ist entgegenzuhalten, dass eventuell Gelsolin an Actin-Oligomere oder
kurze Actin-Filamente gebunden ist und dann die Diffusion nicht messbar eingeschrankt
wird. Solche Oligomere, die bel der Injektion von zusétzlichem Gelsolin (0,5-1uM bel e-
ner endogenen Konzentration von 1-4uM) durch Storung des in der Zelle herrschenden
Gleichgewichts moglicherweise unnormal haufig sind, wéren wahrscheinlich extrahierbar
und fohrten zu dem gemessenen grof3en Anteil an ,I6sichem* Gelsolin. Auch Schoepper
und Wegner (1992) konnten mit Hilfe einer in-vitro-Messung der Fluoreszenz von Gelso-
lin eine geringe Assoziation mit Actin-Filamenten feststellen, die der der Assoziation mit
G-Actin dhnlich war. Auch hierfir konnte eine Bindung von Gelsolin an Actin-Oligomere
eine Erklarung sein. Teuber et al. (1994) dagegen fanden mit Hilfe von Immunfluoreszenz
(allerdings an fixierten Objekten), dass Gelsolin in glatten Muskelzellen des Maus-Ovars
fest mit F-Actin assoziiert vorliegt. Auch Rouayrenc et al. (1984) hatten die Lokalisation
von Gelsolin in Muskelgeweben untersucht. Eine feste Assoziation des aus Herzmuskel
isolierten Modulators mit den Myofilamenten legten Versuche mit Immunoblots und
SDS-PAGE-Anaysen nahe. Hierzu wurden Herzmuskel-Extrakte bei unterschiedlichen
Salzkonzentrationen (0,05-1M KCI) hergestellt und Pellets und Uberstande mit SDS-
PAGE und Western-Blots untersucht. Danach ist Gelsolin des Herzmuskels keine vallig
|6sliche Komponente, die Lodlichkeit aus den Myofibrillen ist vielmehr abhéangig von dem
Salzgehalt, aber unabhédngig von der Ca®*- oder EGTA-Konzentration. Bei niedrigem
Salzgehalt bleibt Gelsolin an die unlésliche Myofibrillen-Fraktion, die aus dem grofdten
Teil des Actin, Myosin, Tropomyosin und Troponin besteht, gebunden.

In der vorliegenden Arbeit wurde fur die schréggestreiften Muskelzellen des Regenwur-
mes eine Lokalisation des Actin-Modulators in der 1-Z-1-Region ermittelt, was mit Unter-
suchungsergebnissen friherer Arbeiten Ubereinstimmt. In quergestreiften Muskeln unter-
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schiedlicher Organismen wurde Gelsolin in der 1-Z-I1-Region lokalisiert: Im quergestreif-
ten Vertebratenmuskel (Diffmann und Hinssen, 1994, Gonsior und Hinssen, 1995), im
quergestreiften Teil des Adduktormuskels der Jakobsmuschel Pecten jacobaeus (Remmert
und Hinssen, 1996), in der Schwanzmuskulatur des Flusskrebses Astacus leptodactylus
(Bock et al., 1994). Auch in Glattmuskelzellen scheint Gelsolin mit den Actin-Filamenten
assoziiert zu sein, da eine homogene Verteilung des Gelsolins in den glatten Anteilen des
Adduktormuskels von Pecten (Remmert, 1999) und in glatter Muskulatur des Huhns
(Gonsior, 1997) gezeigt werden konnte, was der nicht-periodischen Verteilung des Actins
in glatten Mukelzellen entspricht. Gelsolin bleibt auch dann noch fest an die Actin-Fila-
mente gebunden, wenn die Ca?*-Konzentration unter 10° sinkt (Rouayrenc et al., 1984,
Didmann und Hinssen, 1994). Gelsolin-verwandte Proteine in Muskeln scheinen aso
nicht nur das schnellwachsende Ende des F-Actins zu cappen, eine Aufgabe, die ohnehin
CapZ in Muskeln zugesprochen wird. Die Kolokalisation mit F-Actin macht vielmehr eine
laterale Assoziation an die diinnen Filamente ohne ein Schneiden wahrscheinlich, wie es
fur Vertebraten-Muskeln angenommen wurde (Dif3mann und Hinssen, 1994). Es kann al-
lerdings nicht vollkommen ausgeschlossen werden, dass ein Schneideprozess stattfindet,
die Fragmente jedoch mit Hilfe anderer Actin-bindender Proteine an ihrem Platz verblei-
ben (Gonsior und Hinssen, 1995). Im gereizten Muskel sollte der Ca*-Influx jedenfalls
die Schneide-Aktivitét von Gelsolin aktivieren. Es muss also ein Mechanismus existieren,
der die Fragmentation der Actin-Filamente verhindert. Die Fragmentation konnte durch
Actin-assoziierte Proteine wie Nebulin und Tropomyosin verhindert werden (Dif3mann
und Hinssen, 1994). Tropomyosin findet sich in nahezu allen eukaryontischen Zellen, wo
es lateral an Actin-Filamente bindet (Pittenger et al., 1994). Eine Ca*- und pH-unabhan-
gige Interaktion von Gelsolin und Tropomyosin wurde beschrieben (Koepf und Burtnick,
1992, Maciver et a., 2000). Der Schutz des F-Actin durch Tropomyosin vor dem Schnei-
den durch Makrophagen-Gelsolin konnte gezeigt werden (Fattoum et al., 1983). Gonsior
und Hinssen (1995) halten jedoch Nebulin fur den wahrscheinlicheren Kandidaten: Nach
der Entfernung von Tropomyosin und dem Verbleib von Nebulin in der Zelle ist Gelsolin
immer noch nicht in der Lage, die Actin-Filamente im quergestreiften Muskel abzubauen.

Die Sequenz einer zweiten | soform des EWAM

Die Sequenzierung einer zweiten EWAM-Variante sollte Sicherheit bringen, dass tatsach-
lich mehrere Isoformen mit signifikant unterschiedlichen Sequenzen existieren. Das
Plague-Lifting der Hautmuskelschlauch-cDNA Genbibliothek und das anschlief3ende
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Screening mit monoklonalem anti-P2-Antikérper brachte keine positiven Resultate. Im
Nachhinein ist dies erklarbar durch das Auftreten eines Stop-Codons in der 5'-nicht-codie-
renden Region der mRNA von EWAM-P2. Genau vor dem gleichen Problem hatte bereits
Giebing (1994) gestanden, denn auch die mRNA von EWAM-P1 weist hier ein Stop-Co-
don auf. Auch die Hybridiserung von Plaque-Liftings mit DIG-markierter EWAM-P2-
Sonde fihrte nicht zur Isolierung eines positiven Klons. Lediglich ein fur EWAM-P1 co-
dierender Klon konnte auf diese Weise gewonnen werden, wahrend auf die gleiche Art mit
einer Actin-spezifischen Sonde eine Reihe von Klonen gefunden wurde. Es scheint, as ob
die cDNA fur EWAM-P2 in der Lambda-ZAP-Genbibliothek des Hautmuskelschlauchs
von L. terrestris unterreprésentiert ware. Moglich ist, dass die mRNA der P2-ghnlichen
Proteine eine Sekundérstruktur aushilden, die wahrend der reversen Transkription nicht
aufgelost wird. Es entsteht dann nur eine verkirzte cDNA, die entweder zu kurz ist, umin
den Vektor inseriert zu werden oder nicht mit der verwendeten Sonde hybridisiert. Ein
Hinwels auf das Entstehen solcher verkirzter cDNA-Klone ist das Auftreten von nur
250bp langen Fragmenten (bei einer zu erwartenden Lénge von mindestens 1kbp plus 3'-
nicht-codierende Region) beim 3-RACE, dem ebenfals eine reverse Transkription zu-
grunde liegt. Eine andere, wenn auch unwahrscheinlichere Erkl&rung wére ein besonderer
physiologischer Zustand der Wirmer beim Anlegen der cDNA-Genbibliothek, der die Ex-
pression der gesuchten mRNA unterdriickte. Ebenfalls nicht besonders wahrscheinlich ist,
dass beim Anlegen der Genbibliothek ein spezieller Bereich des Hautmuskelschlauchs zur
Isolierung der RNA eingesetzt wurde, in dem besonders wenig P2-dhnliche Proteine ex-
primiert werden.

Die gesuchte Isoform war aber, wenn auch unterreprésentiert, in der Genbibliothek vor-
handen, denn mit Hilfe der PCR konnte schlief3lich die Sequenz einer zweiten Isoform ent-

schliisselt werden.

Ein Actin-Modulator-Klon war bereits durch Screening der cDNA-Genbibliothek des
Hautmuskelschlauchs isoliert und vollstandig sequenziert worden (Giebing et al., 1994).
Die Herstellung der Sonden erfolgte mit Hilfe der PCR. Die notwendigen Sequenzinfor-
mationen zum Primerdesign beruhten auf den Ergebnissen der Sequenzierung von Lys-C-
Peptiden des zweiten Aktivitétspeaks (Tabelle 4.1). Die sequenzierte | soform wurde trotz-
dem als EWAM-PL1 identifiziert. Die Identifizierung beruhte auf der Feststellung, dass die
abgeleitete Aminosauresequenz nicht die sequenzierten Peptide enthielt, aber durch Ver-
gleich mit anderen Modulatoren as Gelsolin-verwandtes Protein erkannt wurde. Als nicht-
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P2 konnte es sich also nur um P1 handeln. Die jetzt zur Verfigung stehenden Informatio-
nen weisen jedoch darauf hin, dass es drei EWAM-Varianten im Hautmuskelschlauch gibt
und nicht nur die Alternative zwischen zwel Isoformen, so dass sich die Frage nach der
Identitdt des damals sequenzierten Proteins erneut stellt. Alles spricht dafur, dass P1 wirk-
lich P1 ist, wahrend in der vorliegenden Arbeit ein Protein aus der Gruppe P2 bis P4 se-
guenziert wurde: Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass sich die gefundenen
Varianten in zwei Gruppen einteilen lassen, namlich P1 auf der einen und P2 bis P4 auf
der anderen Seite. Das wird dadurch deutlich, dass der monoklonale anti-P2-Antikorper P2
bis P4 markiert, nicht jedoch P1 und die DNA-Sonden jeweils entweder nur P1 oder nur
P2 bis P4 erkennen. Die Sequenz, die von Giebing (1994) fur P1 gehalten wurde, unter-
scheidet sich zu beinahe 40% von der nun gefundenen Sequenz, beide gehéren also zur
jeweils anderen Gruppe von Isoformen. Die neu sequenzierte Isoform enthélt wiederum
die Lys-C-Peptide und muss damit zur Gruppe der P2-dhnlichen I1soformen gerechnet wer-
den.

Die Ahnlichkeit der Varianten P2 und P3 wirft die Frage auf, welche Isoform, EWAM-P2
oder EWAM-P3, die ja beide in der Genbibliothek des Hautmuskelschlauches zu erwarten
sind, in der vorliegenden Arbeit sequenziert wurde. Mit den hier angewendeten Untersu-
chungsmethoden ist hierauf keine Antwort zu geben.

Es ist mdglich, dass mit den beiden unterschiedlich langen PCR-Fragmenten, die das 5'-
Ende darstellen, zwei Anfange fur verschiedene Isoformen aus der Genbibliothek amplifi-
ziert worden sind. Hierfir sprechen auch die Unterschiede in der nicht-codierenden und
codierenden Sequenz, wobel bei letzteren interessanterweise stets das letzte Nukleotid ei-
nes Tripletts betroffen ist, so dass kein Aminosauren-Austausch auftritt.

Im Vorfeld des Screenings der Genbibliothek nach EWAM-Klonen wurden, wie erwahnt,
Lys-C-Fragmente des chromatographisch gereinigten EWAM-P2 sequenziert (Giebing et
al., 1994). Eine leichte Abweichung dieser Sequenzen von der in der vorliegenden Arbeit
abgeleiteten Aminosduresequenz wirde dafir sprechen, dass nicht P2, sondern P3 se-
quenziert wurde. Es zeigt sich jedoch, dass fast nur entweder Ubereinstimmungen (was fiir
eine ldentitdt mit der hier sequenzierten Isoform spricht) oder starke Abweichungen
festzustellen sind. Die Abweichungen sind hierbei so grof3, dass die mRNA nicht so &hn-
lich wére, dass sie von der gleichen Sonde erkannt wird, und sicherlich die immunologi-
schen, proteolytischen und Laufeigenschaften der Proteine sich stérker unterscheiden
wuirden. Die Unterschiede zwischen den sequenzierten Peptiden und der gefundenen Se-
gquenz sind also eher auf Ungenauigkeiten bel der nur einmal durchgefihrten Peptidse-
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guenzierung zurtickzuftihren, als dass es sich im einen Fall um P2 und im anderen um P3

handelte.

Tabelle 4.1: Sequenzierte Lys-C-Peptide des zweiten Aktivitétspeaks (Giebing et al., 1994)

Peptid-Analyse in P2 gefundene Sequenzen
Fraktion 10 |KVAAWGYA KVAAWG und -GIAK gibt esnicht!!
(Misch-
fraktion!) HSQLMK
KRNGLGIAK KRNGLGYAHSHLMK
Fraktion 23 | KIWRIVNFK KIWRIVNFK
Fraktion 25 | KGREELAYDVHFWIGSK KGREELAYDVHFWIGSK
Fraktion 27 |KGYGSFFSGDSYIILNTYK KDYGSFFSGDSYIILNTYK
Fraktion 30 | KSDDVFILDLGRTLYQWNGTGSNK KSDDVFILDLGRTLYQWNGTGSNK

Unterschiede sind unterstrichen und durch Fettschreibung hervorgehoben. Die meisten
Unterschiede finden sich in der Fraktion 10. Fraktion 10 enthielt 2 Peptide, darum sind die
Sequenzen nicht als sicher anzusehen. Die letzten 6 Aminosduren, die rechts zwischen den
beiden Fragmenten notiert sind, konnten keinem der beiden Peptide eindeutig zugeordnet
werden (Thiele, 1991). Vernachlassigt man diese Fraktion, dann bleibt als einziger Unter-
schied der des Austausches von Glycin und Aspartat in Fraktion 27. Die Lage dieser Ami-
nosaure am amino-terminalen Ende des Peptides spricht fur eine korrekte Sequenzierung,
da die Sequenzanalyse as schrittweiser Abbau vom N-Terminus nach dem Edman-Che-
mismus erfolgte. Dieser Austausch ist also ein (aber noch nicht ausreichender) Hinweis da-
fur, dass die hier gefundene DNA-Sequenz die von EWAM-P3 ist.

Fur Fehler bel der Proteinsequenzierung von Fraktion 10 spricht auch, dass bel der Ver-
wendung einer Peptidsequenz zur Konstruktion eines PCR-Primers keine P2-spezifischen
Amplifikate erhaten wurden. Das Peptid VAAWGY AHSQLMK war ab AS 325 der ersten
Isoform gegeniibergestellt worden (Giebing, 1994). Dies entsprache einer Position kurz
vor Ende der codierenden Sequenz. Es ergab sich fir den Primer anti-VAAWG:

AS des Peptids: V. A A W G Y A H

abgeleitete Basen: * GTC GCA GCI TGG GGA TAT GCI CA®
Als sense-Primer wurde zundchst GREEL benutzt und mit FENGL und anti-VAAWG re-
amplifiziert, Template war Kaumagen-cDNA. Bei der elektrophoretischen Auftrennung
des PCR-Ansatzes der ersten Runde waren eine grof3e Anzahl von Banden erkennbar, de-
ren Reamplifikation in der semi-nested-PCR ein Amplifikat von etwa 400bp ergab. Zu

erwarten gewesen ware ein Amplifikat von etwa 600bp Lange. Das Amplifikat wurde
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trotzdem sequenziert, und mit der Sequenz wurde die SWISS-Prot-Datenbank durchsucht.
Unter den als dhnlich identifizierten Sequenzen befand sich kein Protein der Gelsolin-
Familie.

Eine Losung der Frage, zu welcher Isoform die sequenzierten PCR-Fragmente gehoren,
wurde auch von einem von Giebing (1994) ansequenzierten Klon erhofft. Im Rahmen der
Arbeit von Giebing (1994) wurde mit Hilfe der PCR mit den Primern KIWRI und anti-
FILD, die in stark konservierten Bereichen der Modulatoren hybridisieren, Amplifikate
hergstellt. Die Amplifikate sollten also ein Gemisch aus Sequenzen mehrerer 1soformen
darstellen. Sie wuren daher einkloniert, um die einzelnen DNA-Fragmente des Gemisches
voneinander zu trennen und anschlief3end zu sequenzieren. Das Insert eines Klons, Klon L,
zeigte eine Ubereinstimmung mit einer C-terminalen Region von P1 (von Aminosiure 265
bis 303), und es wurde vermutet, dass es sich um ein Fragment der Isoform EWAM-P2
handeln konnte. Diese Vermutung konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestétigt
werden. Die Sequenz weicht auch zu stark von der hier gefundenen P2-Sequenz ab, als
dass es sich um die Isoform P3 handeln konnte. Das schliefdt nicht die Mdglichkeit aus,
dass Klon L das Fragment einer anderen, bis jetzt noch nicht identifizierten EWAM-
Isoform darstellt oder das Fragment eines anderen Proteins aus der Gelsolin-Familie ist, z.
B. Villin oder Adseverin.

Im Folgenden wird die sequenzierte Isoform als P2 angesprochen. Die Sequenzunterschie-
de zwischen P2 und P3 sind nach allen bisherigen Untersuchungen ohnehin nur as gering
anzusehen. Der Genauigkeit halber wird an problematischen Stellen von den ,,immunolo-
gisch wie P2 reagierenden Modulator-Varianten” gesprochen.

Eine Mdglichkeit, um diese Frage zu kléren, wére es, die gesamte Sequenz zu amplifizie-
ren, in einen Expressionsvektor einzuklonieren und das exprimierte Protein wiederum Uber
Eich-Séulen zu eluieren. Oder es kdnnten, unter der Annahme, dass der Aminosdureaus-
tausch der Lys-C-Peptid-Fraktion 27 kein Artefakt ist, Antisense-Primer hergestellt wer-
den, deren 3'-Enden durch die entsprechenden Basen, die fir Glycin bzw. Aspartat codie-
ren, gebildet werden. Dieser Unterschied sollte ausreichen, um spezifische Amplifikate
herzustellen, denn die Tag-DNA-Polymerase ist auf eine exakte Hybridisierung des 3'-En-
des des Primers angewiesen. Eine andere Moglichkeit, die mit relativ wenig Aufwand ver-
bunden ist und in Kirze in Angriff genommen werden wird, ist die Sequenzierung von
PCR-Amplifikaten der Kaumagen-cDNA mit P2-spezifischen Primern. Diese Fragmente
lassen sich bislang nicht direkt sequenzieren, wahrscheinlich, weil es sich um ein Gemisch
aus P3- und P4-DNA handelt. Werden die PCR-Produkte jedoch einkloniert und einzelne

115



Diskussion

Bakterien-Klone herangeziichtet, so muss das Bakterien-Plasmid als Insert entweder P3-
oder P4-DNA enthalten. Ist eine der beiden Sequenzen identisch mit der in dieser Arbeit
auf DNA-Ebene entschliisselten I soform, so handelt es sich hierbei um P3.

Die Sequenzinformationen machten die Ableitung der Aminosauresequenz eines Gelsolin-
verwandten Proteins moglich. Ahnlich wie bei den 40kDa-Modulatoren Fragmin und Se-
verin konnte die auffédlige Zusammensetzung aus drei Doménen oder Segmenten mit sich
wiederholenden Motiven B, A und C (Way und Weeds, 1988) gezeigt werden. Die Kon-
servierung innerhalb der Motive ist nicht vollstéandig, es wird jedoch im Wesentlichen der
Charakter der entsprechenden Aminosauren beibehalten. Im dritten Segment ist die Varia-
bilitét, wie auch bel Fragmin und Severin, am grof3ten, denn auch EWAM hat in diesem
Bereich seinen C-Terminus, weshalb die Konservierung vermutlich nicht mehr so hoch ist.
Die Anayse der beiden EWAM-Sequenzen zeigte weiterhin, dass es sich tatsachlich um
zwei unterschiedliche Varianten von Gelsolin-verwandten Proteinen handelt. Die beiden
Sequenzen von P1 und P2 unterscheiden sich voneinander um nahezu 40%. Die Motive
des ersten Segments, die wichtig zum Aufbau der dreidimensionalen Gestalt und zur Bin-
dung des Actins sind (McLaughlin et al., 1993), weisen aber eine besonders groRRe Ahn-
lichkeit in beiden Sequenzen auf. Die B-Faltblétter 1-3 sind zu 100% identisch, nur B-Falt-
blatt 4 unterscheidet sich in vier von sieben Aminosduren, wobei sie jeweils von Amino-
sauren mit dhnlichem Charakter ersetzt werden. Da im Ergebnisteil bereits ausfuhrlich auf
die Lokalisation der funktionell wichtigen Doménen in den EWAM-Isoformen eingegan-
gen worden ist, wird hier dieser Aspekt nur kurz besprochen. Die potentielle zweite G-Ac-
tin-Bindungsstelle des EWAM, von der angenommen wird, dass sie sich im zweiten Seg-
ment befindet (Giebing et al., 1997), konnte moglicherweise zwischen den Aminosduren
101/102 bis 116/117 lokalisiert sein. Hierflr spricht, dass sich hier ein Cluster dhnlicher
Aminosduren findet, wenn das zweite Segment von EWAM mit dem vierten Segment von
Gelsolin verglichen wird. Die Ahnlichkeit ist dabei deutlich groRer zum Gelsolin als zu
den Schleimpilz-Modulatoren Severin und Fragmin. Beim Gelsolin wurden die entspre-
chenden Aminosduren des zweiten Segments bereits mit der Bindung von F-Actin in Ver-
bindung gebracht (Burtnick et al., 1997), so dass se im EWAM eine Doppelfunktion aus-
Uben kdnnten. Diese Doppelfunktion muss fir ein Protein, dass nur zwei Actin-Bindungs-
stellen besitzt, aber trotzdem sowohl nukleieren als auch F-Actin schneiden kann (D Haese
und Hinssen, 1987), ohnehin gefordert werden.
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Die Identitdt von EWAM zur N-terminalen Hélfte von humanem Gelsolin betrégt tber die
Gesamtsequenz von EWAM betrachtet ca. 30% (Giebing, 1994). Die wahrscheinlich
funktionell wichtigen Stellen sind Gberdurchschnittlich stark konserviert in den betrachte-
ten Proteinen (Tabelle 4.2). Lediglich die PIP,-/F-Actin-Bindungsstelle liegt mit ca. 25%
Identitét unter dem Durchschnittswert. Diese Stelle bindet, wie im Ergebnisteil bespro-
chen, im EWAM wahrscheinlich kein PIPs.

Tabelle 4.2: Vergleich der funktionell wichtigen Stellen von humanem Gelsolin (McLaughlin et al., 1993,
Burtnick et al., 1997) mit den durch Sequenzvergleich identifizierten entsprechenden Stellen der 1soformen
von EWAM und Vergleich dieser Stellen von EWAM-P1 und —P2 untereinander

G-Actin- PIP,- PIP,- / F-Actin- | F-Actin-

Bindungsstelle | Bindungsstelle | Bindungsstelle | Bindungsstelle
Vergleich 48,5%  Identitédt | 50% I dentitét 25/23,1% ldent. |39,3/36,7% Id.
Gelsolin— P1 (16 von 33) (9 von 18) (3von 12/13) (11 von 28/30)
Vergleich 45,5% ldentitét | 50% |l dentitét 25/23,1% ldent. | 42,9/40% |dent.
Gelsolin — P2 (15 von 33) (9 von 18) (3von 12/13) (12 von 28/30)
Vergleich 72,7% ldentitdt | 72,2% |dentitdt | 69,2% ldentitét | 64,3% ldentitét
P1-P2 (24 von 33) (13 von 18) (9 von 13) (18 von 28)

Aus dem Laufverhalten in der SDS-PAGE wurde von D Haese und Hinssen (1987) auf
das apparente Molekulargewicht geschlossen. Fur P1 ergab sich ein Wert von ca. 43 kDa
und far P2 ein Wert von ca. 45 kDa. Das aus der abgeleiteten Aminosduresequenz er-
rechnete Molekulargewicht betragt fur P1 jedoch ca. 41,5 kDa und fur P2 ca. 40,9 kDa,
also ist P2 kleiner as P1.

Das Gelsolin-verwandte Protein aus dem Schwanzmuskel des Hummers (Llck, 1994) be-
gitzt ein noch stéarker von dem apparenten Molekulargewicht von ca. 100kDa abweichen-
des relatives Molekulargewicht von nur ca. 83,5kDa. Auch das etwa gleichgrol3e Droso-
phila-Gelsolin zeigt ein apparentes Molekulargewicht von 102kDa (Stella et al., 1994). In
beiden Félen wird die Diskrepanz mit dem hohen Anteil von negativ geladenen Ami-
nosauren erklart, die die verringerte Mohilitdt im SDS-Gel verursachen. Ein solcher
Uberschuss ist bei EWAM nicht vorhanden, was auch der isoelektrische Punkt von ca. 6,1
im Gegensatz zum |EP des Hummer-Gelsolins von ca. 5 zeigt. Warum EWAM-P2 aso
eine verringerte Mohilitdt im SDS-Gel gegentber EWAM-P1 aufweist, bleibt noch zu
Klaren.
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Mindestens zwei Gene codieren fir die unterschiedlichen | soformen des EWAM

In der vorliegenden Arbeit konnte nach den Fragmin-l1soformen (T Jampens et al., 1999)
zum zweiten Mal die Existenz von zwei unterschiedlichen Genen, die dann eine Gen-Fa-
milie darstellen, fir die Produktion von zwei Varianten eines Gelsolin-artigen Proteins ge-
zeigt werden. Die vielen kurzen Cluster von identischen und nicht identischen Aminosau-
ren sprechen gegen zwel Spleil3-Produkte eines Gens. Das Gen fur das Troponin T (TnT)
des schnellen Skelettmuskels beispielsweise weist finf aufeinanderfolgende Exons auf, die
beim SpleiR-Vorgang frei miteinander kombiniert werden kénnen, so dass 32 (2°) unter-
schiedliche reife mRNAs und damit auch unterschiedliche Aminosduresequenzen in der
betroffenen Doméne des Proteins erscheinen konnen (Breitbart et a., 1985). Diese Exons
gehoren dabel mit 12 bis 18 Nukleotiden Lange zu den kleinsten bekannten (Breitbart et
al., 1987). Das gesamte Protein besitzt eine Lénge von mindestens 234 und hochstens 259
Aminosduren, das Gen enthélt insgesamt maximal 18 Exons. Nimmt man an, dass die bei-
den EWAM-Isoformen, die beide etwa 360 Aminoséauren lang sind, Spleil3-Produkte des-
selben Gens sind, dann lassen sich bereits 72 (!) konstitutive Exons (d. h. auf jeden Fall als
Exon aus der pr&mRNA zur Produktion der reifen mRNA herausgespleifdte Sequenzab-
schnitte) durch Abzdhlen der in beiden Isoformen identischen Abschnitte bezeichnen, wo-
bei Uber 20 nur drei Nukleotide Lange aufweisen, hinzu k&men eine auf diese Weise nicht
bestimmbare Anzahl an alternativ gespleif3ten Exons. Ein solcher Aufbau eines Genes ist
bis jetzt nicht beschrieben worden. Die unterschiedliche 5 -terminale nicht-codierende Re-
gion dagegen spricht nicht unbedingt gegen das Entstehen der beiden Proteine durch alter-
natives SpleilRen. Alternative 5-terminale Exons kénnen auch die nicht-codierenden Re-
gionen umfassen (Breitbart et al., 1987). Das Gen der akalilabilen Myosin-leichten Ketten
(MLC) 1 und 3 sind ein gut beschriebenes Beispiel eines solchen sich gegenseitig aus-
schlief3enden SpleiR-Vorganges, der dazu fihrt, dass die 5 -nicht-codierenden Sequenzen
der MLC 1 und 3 sich vollstandig unterscheiden (Strehler et al., 1985).

Mit Hilfe von PCRs mit genomischer DNA konnte schliefdlich gezeigt werden, dass zu-
mindest P1 und ein P2-dhnliches Protein von zwei Genen codiert werden. Die PCR-Versu-
che zeigten, dass der fir P1 codierende DNA-Abschnitt mindestens ein léngeres Intron in
der 3'-seitigen Halfte der Sequenz enthdlt. Mit den Primern, die fir P2 spezifisch sind,
wurden mehrere Banden erhalten, darunter auch immer eine, die der zu erwartenden Lange
bel Einsatz von cDNA as Template entsprach. Das heif3t, dass mindestens ein P2-Gen kein
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Intron enthdlt. Die anderen mit diesen Primern erhatenen Banden konnten auf das Vor-
handensein von Genen fir die anderen P2-nahen Isoformen zurlickzufiihren sein. Eine Hy-
bridiserung der eigentlich fir P2-spezifischen Primer konnte bereits bei der erfolgreichen
Amplifikation von Modulator-Fragmenten mit Kaumagen-cDNA (der ja nur P3 und P4
enthdt) gezeigt werden. Es ist as gliucklicher Umstand anzusehen, dass ein P2-Gen kein
Intron zu enthalten scheint, denn die meisten Gene, gerade auch die fir Proteine des kon-
traktilen Apparates codierenden, enthalten Introns (Breitbart et al., 1987).

Ein Rickschluss auf die Zahl der Genorte und damit die Bestdtigung der Existenz einer
Multigen-Familie von EWAM-Isoformen wére mit Hilfe eines Southern-Blots mit ver-
schieden gedauter genomischer DNA mdglich. Eine andere Methode, um Informationen
Uber die Anzahl der Genorte zu erhalten, wére eine in-situ-Hybridisierung von Regen-
wurm-Chromosomen mit P1- und P2-spezifischen Sonden.

Fur humanes Gelsolin sind die Verhdltnisse auf der Ebene der genomischen DNA gut un-
tersucht (Kwiatkowski et al., 1988). Das gesamte Gen umfasst etwa 70kbp, wobel allein
32kbp auf den kurzen 5'-terminalen Antell entfallen, der Plasma- und cytoplasmatisches
Gelsolin voneinander unterscheiden. Im Gen konnten 14 Introns nachgewiesen werden,
maoglicherweise existieren jedoch noch weitere. Beziglich des Aufbaus des Gens unter-
scheiden sich aso beide EWAM-Isoformen stark vom Gelsolin, was fir die angewendete
Methode sehr vorteilhaft war, denn Amplifikate von bis zu 35kbp Lange (bei angenomme-
ner halber Lange eines Gens fur ein 40kDa-Protein) sind mit einer PCR nicht ohne weite-
res herstellbar.

Die I solierung des Gelsolin-verwandten Proteins aus den Stadien der Spermatogenese

Im zweiten Teil der Arbeit wurde das Gelsolin-verwandte Protein aus Nicht-Muskelzellen
des Regenwurms hinsichtlich seiner Diversitét und Lokalisation untersucht.

Es liegen eine Anzahl von Untersuchungen vor, die darauf hinweisen, dass Gelsolin-&hn-
liche Proteine eine wichtige Rolle bel der Bewegung von Nicht-Muskelzellen spielen (z. B.
Hartwig et a., 1989, Huckriede et al., 1990, Cunningham et al., 1991). Insbesondere die
Lokalsation von Gelsolin-ahnlichen Proteinen in Regionen von verschiedenen Zellen, die
sich durch eine hohe Beweglichkeit auszeichnen, und in denen besonders viele Actin-
Filamente nachweisbar sind, deuten auf eine Beteiligung der Actin-Modulatoren an der
Regulation der Actin-Dynamik in solchen Zellen hin (z. B. Legrand et al., 1986, Tanaka et
a., 1993). Nur eine Untersuchung beschéftigt sich jedoch bisang mit der Verteilung von
Actin-bindenden Proteinen sowie ihre Lokalisation in Bezug zu filamentdsem Actin in

beweglichen Zellen von Wirbellosen. Neely und Macaluso (1997) untersuchten die Loka
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lisation von F-Actin, Profilin und ,Gelsolin® in den Wachstumskegeln kultivierter Ner-
venzellen des Blutegels. Der Actin-Modulator wurde dabei mit einem monoklonalen anti-
Rattengelsolin-Antikorper nachgewiesen. Da ihnen der Nachweis der Proteine im Western-
Blot nicht gelang, ist leider nicht klar, welches Molekulargewicht das markierte, as
,Gelsolin® bezeichnete Protein besitzt. ,, Gelsolin® wurde in den Lamellipodien zusammen
mit F-Actin nachgewiesen.

In der vorliegenden Arbeit wurden modellhaft fir formverénderliche Zellen die Stadien
der Spermiogenese des Regenwurmes ausgewdhlt. Die Untersuchung dieser Zellen bot
sich aufgrund mehrerer vorteilhafter Eigenschaften an: Da sie leicht und in grof3er Menge
aus den Samenblasen zu isolieren sind, entféllt der Schritt der Kultivierung von Zellen,
und die Vielzahl von Zellen pro Morula, die sich synchronisiert im gleichen Stadium der
Entwicklung befinden, multipliziert die Moglichkeit des Studiums der Verteilung be-
stimmter Proteine.

Aus 100 Regenwirmern wurden die Samenblasen herausprépariert. Die Organe besal3en
ein Nassgewicht von 6g. Es konnte etwa 0,9mg EWAM-haltige Fraktion durch die chro-
matographische Auftrennung aus diesen Samenblasen gewonnen werden, was etwa
150mg EWAM pro kg Samenblase entspricht. Auch hier gilt das fur den Kaumagen Ge-
sagte beziglich der geringen Reinheit dieser Fraktionen. Wird wiederum der gleiche pra
parationsbedingte Verlust angesetzt, so kann man von ca. 150mg Modulator pro kg Sa-
menblase ausgehen. Unter Berlicksichtigung des geringen Cytoplasmaanteils der Zellen
ist diese Menge im Vergleich zu den aus Muskelzellen isolierten Modulator-Mengen rela-
tiv grol3.

In einem nachtréglich durchgefuhrten Versuch, in dem Samenblaseninhalt entweder total
oder nach Zugabe von EGTA-haltigem Extraktionspuffer und Abzentrifugieren des
Cytoskeletts SDS-gelelektrophoretisch getrennt, geblottet und mit anti-Fragmin-Antikor-
per inkubiert wurde, ergab sich ein interessanter Befund: Durch die Extraktion scheint
man die erste Isoform selektiv anzureichern, denn im , Totalpraparat® sind die vom Anti-
korper angeférbten Banden auf Hohe der ersten und zweiten Isoform noch gleich stark,
wéhrend die Bande der P2-8hnlichen Isoformen nach der Extraktion deutlich schwécher
ist as die der ersten Isoform. Die Mengenberechnung des isolierten Modulators gibt also
nicht den Gehalt an EWAM wieder, und wahrscheinlich muss auch mit P2-8hnlichen Iso-
formen gerechnet werden. Der Befund erklé&rt auch, warum sich Spermienstadien auch mit
anti-P2-Antikorper anfarben lieRen (das resultierende Farbungsmuster entsprach dabel
dem, das mit anti-Fragmin-Antikorper erhalten wurde).
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Die Diversitét des Gelsolin-verwandten Proteins aus den Stadien der Spermatogenese
Das Ergebnis der Hybridisierung des Northern-Blots der Samenblasen-RNA widerspricht

sowohl den Mengenverhdtnissen zwischen den Isoformen auf der Proteinebene, den Er-
gebnissen der RT-PCR als auch die Sequenzierung eines Fragments der vorherrschenden
Modulator-1soform, die ale auf eine beinahe ausschliefdliche Expression von P1 hinwei-
sen. Der Northern-Blot mit Samenblasen-RNA wurde im Gegensatz zu den anderen Nor-
thern-Blot-Analysen nur einmal durchgefihrt und sollte wegen seines abweichenden Er-
gebnisses noch einmal wiederholt werden. Ein weiterer Punkt, der zeigt, dass das Nor-
thern-Blot Ergebnis vorsichtig zu interpretieren ist, ist die gut sichtbare Bande von nicht
aufgetrennter Nukleinsdure in der Tasche des Gels, die eventuell hochmolekulare DNA
enthdt. Moglicherweise ist bei der Préparation der RNA mit TRIzol, die auf einer Ver-
tellung zwischen zwel Phasen durch Ausschittelung beruht, DNA Ubertragen worden.
DNA ist in den dichtgepackten Stadien der Spermiogenese in den Samenblasen in beson-
ders groRer Menge vorhanden. Die DNA wird ebenfalls von den Sonden angeférbt, aller-
dings nicht auf der gleichen Hohe wie die RNA, da sie auch nach einer Scherung im
Schnitt noch 20kbp lang ist (Sambrook et al., 1989). Normalerweise ware eine Ubertra-
gung von RNA fur das Ergebnis eines Northern-Blots also nicht von Bedeutung, weshalb
keine DNase-Behandlung der RNA oder Uberpriifung mit einer PCR ohne vorgeschaltete
reverse Transkription (Sambrook et al., 1989) durchgefiihrt worden war.

Weitere Versuche auf Protein- und RNA-Ebene ergaben, dass in den Stadien der Sper-
matogenese Uberwiegend EWAM-P1 zu finden ist, also dieselbe Isoform, die aufgrund
der Untersuchungen an Muskelgezellen des Regenwurmes hauptsachlich in schnell kon-
trahierenden Muskelzellen zu erwarten ist. Eine Erklarung auf funktioneller Ebene fur
diese bemerkenwerte Tatsache existiert bisang nicht. Das Vorkommen einer speziellen
Actin-Isoform konnte jedoch das Vorkommen bestimmter Actin-bindender Proteine nach
sich ziehen. Eine Analyse der Actin-Isoformen der Spermienstadien im Vergleich zum
Hautmuskelschlauch des Regenwurmes wére daher interessant.

Auch in Spermien und Spermienstadien von Saugetieren konnte die Expression spezieller
Actin-Isoformen nachgewiesen werden: In Spermien des Kaninchens (Camatini et al.,
1988) und in Wildschwein-Spermien (Casale et al., 1988) [1- und [J-Actin und eine auf-
grund ihres isoelektrischen Punktes as neuartig eingestufte Actin-Isoform in humanen
Spermien (Naaby-Hansen et al., 1997).
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Die Lokalisation des Gelsolin-verwandten Proteins innerhalb der unreifen mannlichen Ge-

schlechtszellen wahrend der Spermatogenese

Waéhrend ihrer Entwicklung von Urkeimzellen zu reifen Spermatozoen (Spermien)
durchlaufen die Spermienstadien des Regenwurmes mehrere mitotische und meiotische
Teilungen im Hoden und vor allem in den Samenblasen. Die Ausstattung der Zellen mit
Organellen andert sich stark (Troyer und Cameron, 1980). Wahrend der Reifung werden
fast ale Organellen und beinahe das gesamte Cytoplasma weite Strecken durch die Zellen
und schliefdlich zentripetal durch die Zellbriicken transportiert, wodurch eine zentrale,
kernlose Masse entsteht, die Cytophore (Hesse, 1909).

Es konnte das Vorhandensein von F-Actin im gesamten Cytoplasma und in der Cytophore
durch Farbung mit Phalloidin nachgewiesen werden. Auch das Gelsolin-verwandte Pro-
tein EWAM wurde an diesen Stellen lokalisiert, so dass eine Beteiligung von Actin und
EWAM an diesen Transportvorgangen fur wahrscheinlich gehalten werden kann. Der
Transport von membrandsen Organellen ist sowohl entlang von Mikrotubuli als auch ent-
lang von Actin-Filamenten beschrieben worden (Ubersichtsartikel: Rogers und Gelfand,
2000, Actin-Filamente: Langford et al., 1994, Hill et a., 1996). Auch die &ulRere Zellge-
stalt wandelt sich stark: Die nahezu runden Spermatogonien werden zu extrem langen
Spermatiden mit einem sehr langen und schmalen Kern (Troyer und Cameron, 1980,
Troyer, 1980). An dieser Formverdnderung besonders des Kerns konnte neben den
Microtubuli, wie es Troyer (1980) annimmt, auch F-Actin beteiligt sein, da Phalloidin
entlang des elongierenden Kerns F-Actin anférbt. Eine andere Besonderheit ist die
cytoplasmatische Briicke, die sich direkt von dem kontraktilen Ring der Zellteilung ablei-
tet, so dass die plasmodialen Spermienstadien als Produkte einer unvollsténdigen Zelltei-
lung angesehen werden konnen (Cooley, 1995). Die Bricken besitzen einen ,fuzzy coat"
auf der Innen- und Aulenseite der Plasmamembran. Die , mikrotubul&ren und mikrofila
mentosen* (Jamieson, 1981) cytoplasmatischen Auflagerungen konnten Actin-Filamenten
entsprechen, da sich hier eine zylindrische Struktur mit Phalloidin anfarben lasst. Der F-
Actin-Ring der Bricken ist in seiner Grof3e variabel, um bestimmte Organellen passieren
zu lassen, essentielle Organellen jedoch zuriickzuhalten. Eine Verdnderung des Umfangs
des F-Actin-Ringes mit Filamenten, die wahrscheinlich wie beim kontraktilen Ring wéh-
rend der Zéllteilung ringférmig angeordnet sind, ist durch Auf- und Abbau des F-Actins
durch Modulatoren denkbar. Eine Verkirzung durch Kontraktion in Zusammenarbeit mit
Myosin wére jedoch wahrscheinlich der Hauptgrund der Veranderung des Umfanges, ver-
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gleichbar mit den Verhdltnissen des kontraktilen Ringes. Der kontraktile Ring mitotischer
Stadien von Fibroblasten-Zélllinien enthélt selbst kein Gelsolin (Cooper et al., 1988). In
Aufnahmen des konfokalen Mikroskops konnte in den Spermienstadien des Regenwurmes
dagegen EWAM in der Nahe der Briicken kreisformig angeféarbt werden.

Die Lokalisation des EWAM am distalen Pol im 64-Zell-Stadium und bei jungen Sper-
matiden konnte auf eine Beteiligung bei der Tellung des Golgi-Apparates hinweisen
(Troyer und Cameron, 1980). Der durch die Antikdrper markierte Fleck der etwas dteren
Spermatiden am distalen Pol kdnnte mit der Differenzierung des Proacrosoms zusammen-
hangen (Troyer und Cameron, 1980).

In reifen Spermien dagegen, wenn auch die Mikrotubuli-Manschette um den Kern ver-
schwunden ist, ist weder F-Actin noch EWAM nachweisbar. Alle Prozesse der Formver-
anderung und die Transporte sind dann beendet, so dass EWAM nun nicht mehr notwen-
dig ist und wahrscheinlich abgebaut oder in die Cytophore transportiert wird.

Die Unterschiede der Phaloidin-Farbung und der immunologischen Markierung des
EWAM missen nicht notwendigerweise bedeuten, dass sich EWAM oft in Actin-freien
Bereichen lokaliseren lasst. Phalloidin farbt nur F-Actin, das unpolymerisierte Actin
bleibt unmarkiert. Es ist daher moglich, dass EWAM an der G-Actin-Bindung oder dem
Capping von sehr kurzen, lichtmikroskopisch nicht erkennbaren, Filamenten in den Sper-
mienstadien beteiligt ist.

Untersuchungen an Stadien der Spermiogenese und Spermien verschiedener Tierarten do-
kumentieren eine dhnliche Verteilung von Actin und Mitgliedern der Gelsolin-Familie wie
die vorliegende Arbeit. Pelletier et al. (1999) untersuchen die Verteilung von Scinderin
(Adseverin), einem weiteren Mitglied der Gelsolin-Familie, in Rinder-Spermien. In reifen,
gjakulierten Spermien findet sich dabei weniger Scinderin als in den noch bewegungsun-
fahigen Spermien des Nebenhodenkopfes, vergleichbar mit dem Fehlen von EWAM in
reifen, von einander getrennten Spermien des Regenwurms. In rundlichen, jungen Rinder-
Spermatiden ist Scinderin in der subacrosomalen Region lokalisiert, wahrend es sich in
elongierten Spermatiden im Acrosom selbst nachweisen lief3. Pelletier et al. (1999) disku-
tieren die Betelligung von Scinderin bei der Formverénderung der Zellen und bei der
Entwicklung des Acrosoms der ménnlichen Keimzellen des Rindes. Die Verteilung von
Actin, die bel einer Reihe von anderen Tierarten untersucht wurde, korreliert stark mit der
Verteilung dieses Proteins aus der Gelsolin-Familie. Welch und O'Rand (1985) untersu-
chen die Verteilung von Actin in den Keimzellen des Kaninchens in der acrosomalen Re-
gion. In reifen Spermien liegt Actin hauptsachlich unpolymerisiert vor, wéahrend sich in
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den juingeren Stadien F-Actin findet. Die Autoren halten eine Funktion des Actins bei der
Entwicklung des Acrosoms und bei der Elongation des Kerns fur wahrscheinlich. Auch
fur reife menschliche Spermien wurde gezeigt, dass Actin hauptsachlich unpolymerisiert
vorliegt (Ochs und Wolf, 1985). Beim Menschen konnte jedoch kein Gelsolin in den
Keimzellen nachgewiesen werden (Rousseaux-Prevost et al., 1997). Auch bei Wild-
schwein-Spermien konnte mit Phalloidin kein F-Actin in reifen Spermien nachgewiesen
werden (Camatini et al., 1986). Actin findet sich jedoch in der N&he des Acrosoms (Ca
meatini et al., 1986, Casale et al., 1988, Peterson et al., 1990). Es macht 1% des zusammen
mit der Membran isolierbaren Proteins von Spermien der Wildschweine aus (Peterson et
a., 1990). Die aulere Acrosomen-Membran kann mit dem Myosin-Subfragment S1 mar-
kiert werden. Auch in den Spermienstadien des Erdhornchens konnte Actin in der Nahe
des Acrosoms nachgewiesen, mit Myosin-Subfragment S1 dekoriert und mit Phallacidin
markiert werden (Vogl et al., 1986).

Die Entwicklung der Spermien von Wirbellosen wurden bis jetzt noch nicht beziiglich ih-
res Cytoskeletts untersucht, jedoch liegen Untersuchungen an weiblichen Keimzellen
hierzu vor. Shimuzu (1995 und 1996) beschéftigt sich mit der Oogenese von Tubifex mit
besonderer Berlicksichtigung des Actin-Cytoskeletts. Die Oocyten machen vor der Be-
fruchtung eine aufféllige Formveranderung durch, und bestimmte Bestandtelle des
Ooplasmas wandern in besondere Bereiche der Peripherie der Zelle. Wéhrend der Reifung
der weiblichen Keimzellen des relativ nahe mit dem Regenwurm verwandten Tubifex fin-
den aso zwel Vorgange statt, die mit den hier dargestellten wahrend der Reifung der
Spermien vergleichbar sind. Fir beide Vorgange konnte eine Betelligung des Actin-
Cytoskeletts nachgewiesen werden. Die Formveranderung wird durch das cortikale Actin-
Cytoskelett ermdglicht, wahrend an der Cytoplasmastromung das endoplasmatische Ac-
tin-Cytoskelett beteiligt ist. Unter Berlicksichtigung dieser Ergebnisse erscheinen also die
in der vorliegenden Arbeit gefundenen Hinweise auf eine Beteiligung des Actin-Cytoske-

letts an der Spermatogenese des Regenwurms als plausibel.

Vergleiche mit der Keimzellentwicklung bei Drosophila

Bel einer grol3en Zahl von Organismen bleiben Keimzellen wéahrend einiger Stadien tber
interzelluldre brickenartige Verbindungen in Kontakt, die durch die Ausbildung besonde-
rer Strukturen ausgezeichnet sind (Cooley und Theurkauf, 1994). Solche Verbindungen
finden sich z. B. bei mannlichen und weiblichen Keimzellen von Saugetieren, aber auch
bei denen von Drosophila.
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Ein bezuglich der Zellbriickenbildung und des Cytoplasma und Organelltransports der
Spermienbildung des Regenwurmes dhnliches, gut untersuchtes Beispiel ist die Oogenese
von Drosophila. Fir die ordnungsgemél3e Ausbildung der Keimzellen konnte die Betelli-
gung von Actin und Actin-bindenden Proteinen, die Einfluss auf den Polymerisationsgrad
von Actin nehmen, gezeigt werden. Die Ovariolen von Drosophila gehdren zu den poly-
troph-meroistischen Ovariolen, d. h., jeweils eine Tochterzelle der Oogonien bildet durch
vier unvollsténdige mitotische Teilungen einen Ei-Nahrzellenverband, die sogenannte Ei-
kammer. Eine der 16 Zellen wird zur Oocyte, die 15 anderen zu Néhrzellen. Die Oocyte
ist Uber vier Interzellularbriicken, die sogenannten Ringkandle, mit ihren vier Nachbar-
zellen verbunden. Die Oocyte wird durch einen Stoffstrom von den Nahrzellen Uber die
Ringkandle mit Cytoplasma versorgt, so dass schliefdlich, nach der Degeneration der
Kerne, nichts von den Nahrzellen Ubrig bleibt (nach: Dettner und Peters, 1999).

Die Ringkandle enthalten eine Reihe von Proteinen, wovon drei Komponenten identifi-
ziert sind, namlich filamentéses Actin und zwei Actin-bindende Proteine (die Produkte
der hu-li tai shao- und kelch-Gene), die wahrscheinlich Actin-stabiliserende Funktionen
austiben (Cooley und Theurkauf, 1994). Das Lumen der Ringkandle wird von Actin
durchzogen, das fur notwendig bel der Stromung des Zellinhalts von den Nahrzellen zu
der Oocyte gehalten wird, da der Partikeltransport durch Cytochalasin gestoppt werden
kann (Cooley und Theurkauf, 1994, Sutherland und Witke, 1999). Entsprechendes Actin
in den Spermienstadien des Regenwurmes konnte verantwortlich sein fir die diffuse An-
farbung des Cytosols der Spermienstadien und des Restkdrpers mit Phalloidin.

Bel einer Mutation, die die Expression von Profilin verhindert, laufen die Zellteilungen
nicht korrekt ab, und der Zellinhalt der Nahrzellen gelangt nicht in die Oocyte (Cooley et
a., 1992, Verheyen und Cooley, 1994). Profilin, das as Protein der Gelsolin-Familie Ein-
fluss auf den Polymerisationsgrad von Actin nimmt, ist also wichtig fir die Cytoplasma
stromung von den Nahrzellen in die Oocyte, aber auch fir die ordnungsgemal3e Ausbil-
dung der schlauchformigen Zellbriicken. Das Fehlen von Profilin fihrt bemerkenswerter-
weise auch dazu, dass eine vorzeitige Mikrotubuli-gestiitzte Cytoplasmastromung einsetzt.
Diese Cytoplasmastromung ist vermutlich an der Durchmischung und ordnungsgeméal3en
Anordnung der in die Oocyte transportierten Cytoplasmabestandteile beteiligt (Manseau
et al., 1996). Eine verfriihte Durchmischung verhindert jedoch eine ordnungsgemél3e An-
ordnung der Stoffe, die erst in einem spéteren Stadium an ihrem Bestimmungsort veran-
kert werden, in der Oocyte. Mikrotubuli- und Actin-Cytoskelett beeinflussen sich also ge-
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genseitig, eventuell Uber die Proteine Profilin und Cappuccino, ein Mikrotubuli-bindendes
Protein (Manseau et a., 1996).

Ist das Protein nicht vorhanden, das dem ADF/Cofilin bei Drosophila entspricht, treten
Defekte der Zelltellung auf und Ansammlungen von F-Actin sind in den Nahrzellen zu
finden (Sutherland and Witke, 1999).

Bel einem Fehlen von Actin-vernetzenden Proteinen wie Villin (,Quail* bei Drosophila)
oder Fascin wird kein den Kern umgebendes Cytoskelett ausgebildet, das verhindert, dass
der Kern beim schnellen Cytoplasmatransport einer spdten Entwicklungsphase mitgeris-
sen wird und den Transport durch die Ringkandle hemmt (Cooley et a., 1992). Im Be-
reich um die Kerne konnte auch bei den Spermienstadien des Regenwurmes F-Actin ange-
farbt werden.

An der korrekten Anordnung des Ringkanals sind eine Reihe von weiteren Actin-binden-
den Proteinen sowie die Regulation durch Rho, Rac und Cdc42 und auch Tec- und Src-
Kinasen beteiligt (Ubersicht: Sutherland und Witke, 1999).

Auch zur Spermiogenese von Drosophila liegen einige das Actin-Cytoskelett betreffende
Ergebnisse vor: Ist das Profilin-Gen mutiert, dann kann der kontraktile Ring wéhrend der
Meiose nicht korrekt gebildet werden. Zusétzlich ist bei Profilin-Null-Tieren die Kommu-
nikation zwischen Actin- und Mikrotubuli-Cytoskelett fehlerhaft, was durch eine nicht
ordnungsgemald ausgebildete Kernspindel deutlich wird (Giansanti et al., 1998). Die Mu-
tation des Proteins, das ADF/Cofilin bel Drosophila entspricht, fuhrt u. a. zu einer gestor-
ten Spermiogenese, da die Zellteilungen nicht ablaufen konnen und der Gehalt an F-Actin
stark ansteigt (Gunsalus et al., 1995).

In der vorliegenden Arbeit konnte durch die Sequenzierung einer zweiten Isoform die Exi-
stenz von EWAM-Isoformen nachgewiesen werden. Die Lokalisation mit Hilfe der Im-
munfluoreszenz zeigte in einigen Geweben eine distinkte Verteilung der Gelsolin-ver-
wandten Proteine. An entsprechenden Stellen innerhalb der Dikussion ist auf Fragen hin-
gewiesen worden, die erst durch die neu gewonnenen Erkenntnisse aufgeworfen wurden.
Weiterhin wurden dort Vorschlage gemacht, auf welche Weisen sich diese Probleme bear-
beiten lassen konnten. Eine weitere noch zu klérende Frage ist die nach der Existenz einer
extrazelluldren Variante des EWAM. Die hierzu eingeleiteten Arbeiten umfassen die Su-
che nach einem Klon, der fir eine Isoform codiert, die eine 5 -terminale Signalsequenz fuir

den Export aufweist. Hierzu wurden PCRs mit jewells einem Sequenz-spezifischen anti-
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sense-Primer und einem Vektor-spezifischen sense-Primer mit Phagen der Hautmuskel-
schlauch-Genbibliothek als Template durchgefihrt. Weder mit P1- noch mit P2-spezifi-
schen Primern konnten distinkte Banden erhalten werden. Ein Grund hierfir konnte sein,
dass die extrazellulére Variante nicht im Hautmuskelschlauch synthetisiert wird.

Die gerade fertiggestellte Diplomarbeit von Heimerzheim (2000) besché&ftigt sich mit dem
Vorkommen von extrazellul&ren Varianten von Gelsolin-verwandten Proteinen bei Wir-
bellosen. Der Annelide Arenicola, ein relativ naher Verwandter des Regenwurmes, besitzt
danach ebenfalls zwei im SDS-PAGE unterscheidbare 1soformen von Actin-Modulatoren
im Hautmuskelschlauch. Im Blut des Wattwurmes konnte die Variante, die im SDS-PAGE
ein geringeres apparentes Molekulargewicht aufwies, durch Western-Blots und Férbung
mit anti-Fragmin-Antikorper nachgewiesen werden. Falls es sich also um Spleil3-Varianten
eines Gens handelt, wird die Signalsequenz bel dem Export vermutlich vollstandig ent-
fernt, wahrend die Plasma-Varianten der Vertebraten-Gelsoline eine N-terminale Exten-
sion auch nach dem Export behalten (Kwiatkowski et al., 1986).

Auch Western-Blots mit Extrakten aus Regenwurm-Blut deuten auf die Existenz einer Ex-
portform hin. Versuche auf der Ebene der genomischen DNA konnten in Zukunft Sicher-
heit bezglich der Existenz von Varianten bringen, z. B. durch die Identifikation von ater-

nativen Initiationsstellen der Transkription.
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5. Zusammenfassung

Gelsolin-verwandte Proteine, die bei einer Reihe von Eukaryonten nachgewiesen wurden,
beeinflussen den Polymerisationsgrad von Actin in einer Ca?*- und PIP,-abhdngigen Weise,
indem sie entweder die Nukleation von G-Actin fordern oder die Fragmentation von F-Actin
bewirken. Gelsolin-verwandte Proteine treten as 40 und 80kDa-Proteine auf.

In dieser Arbeit wurde das Gelsolin-verwandte Protein EWAM des Regenwurmes Lumbricus
terrestris untersucht, das zu den Actin-Modulatoren mit einem Molekulargewicht von 40kDa
gehort. Bei der Isolierung aus dem Hautmuskelschlauch, dem Kaumagen und den Samenbla-
sen konnte die Existenz von Varianten des EWAM gezeigt werden, deren Expressionsmuster
organabhéngig ist. Die Untersuchung des immunologischen Verhatens und der Spaltmuster
nach limitierter Proteolyse bestétigten, dass es sich bel den trennbaren Varianten um Isofor-
men handelt. Die Identitét einiger 1soformen in den unterschiedlichen Organen konnte gezeigt
werden. Der Hautmuskelschlauch weist die Isoformen EWAM-P1, -P2 und -P3 auf, der
Kaumagen die Isoformen EWAM-P3 und —P4, und in den Samenblasen l&sst sich nur
EWAM-P1 nachweisen.

Die Sequenz von EWAM-P1 war bereits bekannt (Giebing et a., 1994). Mit Hilfe von PCRs
mit jeweils einem Sequenz- und einem V ektor-spezifischen Primer und Phagen der cDNA-
Genbibliothek des Hautmuskelschlauchs als Template gelang die Amplifizierung der codie-
renden Region einer weiteren I soform. Die codierende Region umfasst 1107 bp und die ab-
geleitete Aminosauresequenz 366 Aminosauren, woraus sich ein errechnetes Molekularge-
wicht von 40924,1 Daergibt. Die Aminosduresequenz ist zu etwa 64% mit der der ersten |so-
form identisch. Die Sequenzierung dieser zweiten | soform ermdglichte durch Vergleich mit
anderen Actin-Modulatoren die I dentifizierung von funktionell wichtigen Doméanen. Konser-
vierte Aminosauren in strukturell wichtigen Bereichen lassen den Schluss zu, dass das erste
Segment eine dhnliche dreidimensionale Gestalt besitzt wie das erste Segment von Gelsolin.
Aufgrund von Sequenzéhnlichkeiten mit der potentiellen zweiten G-Actin-Bindungsstelle des
vierten Segments des Gelsolins konnte eine vermutliche zweite G-Actin-Bindungsstelle des
EWAM im zweiten Segment identifiziert werden.

In den schraggestreiften Muskelzellen des Kaumagens gelang eine Kolokalisation mit den
dinnen Filamenten. In den Stadien der Spermatogenese konnte eine unterschiedliche Vertei-
lung von EWAM, Actin und Tubulin in Abhéngigkeit vom Stadium der Morphogenese ge-
zeigt werden. Fur F-Actin und EWAM ergab sich eine partielle Kolokalisation. Wahrschein-
lich iss EWAM also an der Umorganisation des Actins beteiligt, die notwendig ist fir den
Transport von Organellen und die Gestaltveranderung wahrend der Reifung der Spermien.
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7. Anhang

Abkiirzungen

[X]:
APS:
AS:

bp:
BCIP:
bp:
BSA:
CBB:
cDNA:
Da
DEAE:
DEPC:
DNA:
DNase:
dNTP:;
EDTA:
EGTA:
EWAM:
F-Actin:
FITC:
(ol
G-Actin:
HPLC:
kb:

kDa:
Lys-C:

LB:

LPA:

M:

min:
NBT:
PAGE:
P1 bis P4:

PBS:
PCR:
PIP;
PIP,:
RNA:
RNase:
rpm:
rRNA:
RTase:
RT-PCR:

Konzentration von X
Ammoniumperoxidsulfat
Aminosaure
Basenpaare
5-Bromo-4-Chloro-3-Indoylphosphat-p-Toluidinsalz
Basenpaar(€)
Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
Coomassie Brilliant Blue
komplementére DNA
Dalton
Diethylaminoethyl
Diethylpyrocarbonat
Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid)
Desoxyribonuklease
desoxy-Nukleotidtriphosphat
Ethylendiamintetraessigsdure
Ethylenglycol-bis-(2-aminoethyl-)tetraessigsdure
Regenwurm-Actin-Modulator (earthworm actin modulator)
filamentoses Actin (Polymerform)
Fluorescein-1sothiocyanat
Gramm oder Erdbeschleunigung
globuléres Actin (Monomerform)
High Performance Liquid Chromatography
Kilobasen, 1000 Basen
Kilodalton, 1000 Dalton
Endoproteinase aus Lysobacter enzymogenes (Boehringer), spaltet
spezifisch Peptidbindungen C-terminal an Lysin
Luria Broth
Lysophosphorsaure
mol * |
Minute
Nitroblautetrazoliumsalz
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
1. bis 4. Aktivitatspeak der |onenaustauscher-Chromatographie, EWAM-
Isoformen 1 bis4
phosphatgepufferte Kochsalzldsung (phospate buffered saline)
Polymerase-K ettenreaktion (polymerase chain reaction)
Phosphatidylinositol-4-monophosphat
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Ribonukleinsdure (ribonucleic acid)
Ribonuklease
Umdrehungen pro Minute
ribosomale RNA
Reverse Transkriptase
Kombination aus Reverser Transkription und Polymerase-K ettenreaktion



SDS:

SSC:
Tag-Polymerase:
TBE:
TEMED:
TRIS:
TRITC:
Triton X-100:
u:

U. N.:

uv:

VIV:

W/V:

Natriumdodecylsulfat (sodium-dodecylsulfate)
Standard Sodium Citrate

DNA-abhéngige DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus
TRIS-Borat-EDTA-Puffer
N,N,N‘,N*-Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tetramethylrhodaminisothiocyanat
Octyl-Phenoxy-Polyethoxyethanol

Einheit der Enzymaktivitét

Uber Nacht

Ultraviolett

Volumen/Volumen-Verhdltnis

Gewichts/V olumen-Verhdtnis

Abkirzungen fir Aminosiuren

Aminosaure Drei-Buchstaben- | Ein-Buchstaben-
Code Code

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin GIn Q
Glutaminsaure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle [
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
vain vad \
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