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Einleitung 2

1 Einleitung

1.1 Das Zytoskelett

Eukaryontische Zellen besitzen zur Aufrechterhaltung ihrer Form und Funktionen drei
Zytoskelettsysteme; das Mikrotubuli-, Intermedidrfilament- und Aktinfilamentsystem.

Mikrotubuli besitzen einen Durchmesser von 25 nm und stellen lange Hohlzylinder dar,
die aus den zwei Tubulin-Isoformen aufgebaut werden. Im  Mikrotubuli-
Organisationszentrum, das sich in Nahe des Zellkerns befindet, sind die Mikrotubuli mit
einem Ende fixiert. Das System ist u.a. an der Zellmorphogenese, der Positionierung des
Endoplasmatischen Retikulums und den mitotischen sowie meiotischen Prozessen beteiligt.

Intermedidrfilamente besitzen einen Durchmesser von 10 nm und werden von Proteinen
aufgebaut, die eine grofle und heterogene Gruppe darstellen. Ein Typ an Filamenten kleidet
z.B. als nukledre Lamina das Innere der Kernhiille aus, wihrend andere Isoformen das
Zytoplasma der Zellen durchziehen. Aufgrund des seilartigen Aufbaus kann das
Intermediérfilamentsystem starke Zugkréfte aufnehmen und gibt somit der Zelle und einem
Zellverband mechanische Festigkeit.

Aktinfilamente besitzen einen Durchmesser von 8 nm und bestehen aus Aktinmonomeren,
die zu helikalen Filamenten polymerisiert sind. Sie stellen eine Vielzahl an hoher
organisierten Strukturen, die an den unterschiedlichsten zelluldren Prozessen beteiligt sind.
Hierzu gehoren z.B. Aufrechterhaltung und dynamische Verdnderungen der Zellmorphologie,

Phagozytose, Zellteilung, Motilitdt, Kontraktion und Muskelbewegung (Alberts et al., 2002).

1.2 G- und F-Aktin

Das Aktinzytoskelett wird durch globulédre, 42 kDa schwere Aktinmonomere aufgebaut. Das
Aktinmonomer, auch G-Aktin (globulér) genannt, gliedert sich in vier Doméanen (Abb. 1). Die
Doménen 1 und 3 bilden hierbei den ,,Schwanz* und die Doménen 2 und 4 den ,,Kopf* des
globuldren Proteins. Ein Spalt zwischen den Domédnen 2 und 4 bindet ATP-Mg und ist in der
Lage, dieses zu ADP zu hydrolysieren (Otterbein et al., 2001, Winder, 2003).

Aktin stellt ein im Laufe der Evolution entstandenes hoch konserviertes, eukaryontisches
Protein dar, das unter physiologischen Bedingungen zu langen Filamenten, dem F-Aktin
polymerisiert in dem alle Doménen Interaktionen mit den benachbarten Monomeren eingehen
(Pollard, 1999, Craig, 1994). Hierbei erfolgt (in vitro und in vivo) die Polymerisation von
ATP-G-Aktin um ein Vielfaches schneller als die von ADP-G-Aktin. Die Polymerisation
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beginnt mit der Nukleation eines Dimer- bzw. Trimerstadiums, an dem sich weitere G-Aktine
in einem Kopf (des Monomers) zu Schwanz (des bestehenden F-Aktins) Arrangement
anlagern. Hierdurch entsteht eine molekulare Polaritdt der Filamente, die sich im
Polymerisationsverhalten bemerkbar macht. Die Polymerisation erfolgt hierbei primir am
sogenannten Plus- oder ,barbed” Ende eines Filaments, was im Aktinmonomer dem
»Schwanz® entspricht. Am Minusende erfolgt dagegen primér eine Depolymerisation. Dieses
Verhalten wird als Tretmithlmechanismus (,,treadmilling*) beschrieben (Craig, 1994).

Die Dekoration eines F-Aktinfilaments mit isolierten Myosinkopfen (einem
aktinbindenden Motorprotein), die dem Aktinfilament ein gefiedertes Aussehen verleiht, stellt
die Grundlage der Bezeichnungen fiir ,,barbed end* -gefiedertes Ende- und ,,pointed end* -
spitzes Ende- wie sie in Abb. 1, C dargestellt ist (Alberts et al., 2002).

Das fertige Aktinfilament stellt modellhaft gesehen eine zweistriangige, helikal gewundene
Struktur dar, in der 28 Monomere, {liber eine Linge von etwa 76 nm, fiir eine vollstindige
Drehung bendtigt werden. Aufgrund der apparenten ,,Zweistrangigkeit™ besitzt das
Aktinfilament zwei Furchen, die als Aktinfurchen bezeichnet werden und in denen einige

wichtige aktinbindende Proteine lokalisiert sind (Pollard, 1999).

Es existieren in warmbliitigen Vertebraten sechs Aktin-Isoformen, die von eigenen Genen
kodiert und entweder gewebespezifisch oder ubiquitdr exprimiert werden. Hierzu gehoren die

beiden Skelettmuskel- und

Kopf Plus-Ende Minus-Ende Herzmuskel-a-Aktine, die beiden
@* a-Aktine der vaskuldren und
visceralen Glattmuskelzellen

Schwanz

76 nm l sowie die zytoplasmatischen

Aktinisoformen B-Aktin und v-

, it Aktin, die praktisch in allen
Myosin S1 : .
Plus-Ende : Minus-Ende

N Zellen  prasent sind. Die
Abb. 1 Ubersicht zu G- und F-Aktin

Ubersicht zu G-Aktin (A) mit angegebenen Dominen, gebundenem Unterscheidung der

ATP und Schwanz (Plus-Ende) sowie Kopf (Minus-Ende). B)
Hypothetisches Modell des F-Aktins mit Plus-Enden und Minus —
Enden. Im F-Aktin frisch polymerisierte Aktinmonomere besitzen gich auf die verschiedenen
ATP. Die schon lianger im F-Aktin befindlichen Monomere haben

das ATP zu ADP hydrolysiert. Die Pfeile im Schema deuten die isoelektrischen ~ Punkte.  Die
Hauptrichtung von Polymerisation und Depolymerisation an. C) Das . .
helikal gewundene, zweistringige Aktinfilament zeigt die reelle Aktinisoformen unterscheiden
Struktur des F-Aktins. Fiir eine halbe Drehung werden je 7
Monomere eines Stranges benétigt. Die Bezeichnung der Polarititen
eines Aktinfilaments in ,barbed” (gefiedert) und ,,pointed,, (spitzes)
Ende 148t sich aus der Dekoration mit den Myosinkopfdoménen (S1)

ableiten. (Abb. Alberts et al., 2002; modifiziert) sind in den N-Termini zu ﬁnden,

Aktinisoformen in a, B, y bezieht

sich nur geringfiigig in ihrer

Primérsequenz. Die Unterschiede
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in denen aulerdem eine Reihe an posttranslationalen Modifikationen stattfinden (Ampe und
Vandekerckhove, 1999). Die N-Termini der Aktinmonomere sorgen moglicherweise, neben
der 3 UTR der mRNA, fiir eine spezifische Segregation der Aktinisoformen bzw. -mRNAs in
unterschiedliche subzelluldre Lokalisationen (Ampe und Vandekerckhove, 1999, Hill und
Gunning, 1993, Hoock et al., 1991).

Daf3 die verschiedenen Aktinisoformen trotz der nur geringfiigigen Unterschiede in ihrer
primdren Aminosduresequenz nicht als dquivalent zu betrachten sind, belegen u.a folgende
Expressionsexperimente. Die ektopische Expression eines humanen -Aktins im Flugmuskel
von Drosophila melanogaster, das sich vom endogenen Aktin nur durch 15 N-terminale
Aminosduren unterscheidet, stort die intramuskuldre Organisation und Flugfdhigkeit (Brault
et al., 1999). Die Expression von zytoplasmatischem Aktin in kultivierten, neonatalen und
adulten Kardiomyozyten der Ratte bewirkt Verdnderungen in der Proteinzusammensetzung
des kontraktilen Apparates, den Verlust der Kontraktion und morphologische Veridnderungen,
wie filopodiale Fortsitze und Abflachung der Zellen (von Arx et al. 1995). Die
zytoplasmatischen Aktine, B-Aktin und ¢y-Aktin, sind in vielen Zellen submembrands
lokalisiert und am Aufbau verschiedener Aktinzytoskelettstrukturen beteiligt. Im Allgemeinen
lassen sich Filamente, Netzwerke und Biindel unterscheiden. Die spezifischen Aktine der
Glattmuskelzellen und quergestreiften Muskulatur sind primidr am Aufbau des kontraktilen

Apparates beteiligt (Alberts et al., 2002).

1.3 Aktinbindende Proteine und ihre Funktionen

Neben der gewebe- und zellspezifischen Expression der Aktinisoformen spielt eine
Vielzahl an aktinbindenden Proteinen eine {iberaus wichtige Rolle fiir die Funktionserhaltung
und -verdnderung des Aktinzytoskeletts. Aktinbindende Proteine sorgen fiir eine rdumliche
und zeitliche Kontrolle der Polymerisations- und Depolymerisationsprozesse, der Anheftung
des F-Aktins an die Plasmamembran und andere Kompartimente sowie fiir Kontraktion und
Relaxation. Die Diversitét der Strukturen in Organisation, Stabilitdt und Dynamik wird durch
die Assoziation des G- und F-Aktins mit verschiedenen synergistisch und antagonistisch
agierenden, aktinbindenden Proteinen gewihrleistet (Ayscough, 1998). Die Fiille an
aktinbindenden Proteinen wurde anhand ihrer Funktionen in acht Klassen unterteilt (Pollard,
1999). Einige aktinbindende Proteine inklusive ihrer Funktion sind in Tab. 1 aufgefiihrt.

Proteine, die die Polymerisation und Depolymersiation des Aktins kontrollieren, stellen
einen Dreh- und Angelpunkt in der Aktinzytoskelettorganisation dar. Profilin bindet G-Aktin

in seiner deaktivierten, ADP gebundenen wie auch aktivierten ATP gebundenen Form. Eine
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Bindung von ADP-G-Aktin an Profilin begiinstigt einen raschen ADP zu ATP Austausch. Der
ATP-G-Aktin-Profilin Komplex wirkt sich desweiteren positiv auf die Polymerisation aus
(Selden et al., 1999). Thymosin B4 bindet mit hoher Affinitdt an ATP-G-Aktin und mit
geringerer Affinitdt an ADP-G-Aktin, verhindert aber die Verfiigbarkeit des G-Aktins fiir eine
Polymerisation (Carlier et al., 1993, Huff et al., 2001). In vivo sind die Gegebenheiten durch

verschiedene weitere Regulationsmechanismen wesentlich komplizierter.

Bindung an Funktion Beispiel

G-Aktin Monomer bindend Profiline, B-Thymosine
F-Aktin zerschneidend Gelsolin, ADF/Cofilin
F-Aktin terminal bindend CapZ, Tensin

F-Aktin seitlich bindend Tropomyosin, Nebulin
F-Aktin biindelnd o —Aktinin, Vimbrin
F-Aktin quervernetzend Filamine

F-Aktin Membranverankerung Spektrin, Dystrophin,
F-Aktin Kontraktion Myosine

Tab. 1 Ubersicht zu den verschiedenen aktinbindenden Proteinen

(' nach Ayscough, 1998 und Pollard, 1999)

Die Effekte von Capping (abdeckelnden) oder F-Aktin zerschneidenden Proteinen auf das
Aktinzytoskelett sind im starken Mafle von den lokalen Bedingungen abhéngig. So entstehen
beim Zerschneiden eines Aktinfilaments auch neue, potentielle Polymerisationspunkte. Die
Verhinderung der Polymerisation an den Plus-Enden der Aktinfilamente durch hier bindende
Capping-Proteine kann ein Uberwiegen der Depolymerisation am Minus-Ende bedeuten. F-
Aktin lateral bindende und somit stabilisierende Proteine wie z.B. Tropomyosin und Nebulin
sind jedoch in der Lage eine Depolymerisation zu verhindern.

Das Tropomyosin, ein oa-helikales tiber ,,coiled-coil*“-Interaktionen zusammengelagertes
paralleles Dimer bindet F-Aktin entlang der Aktinfurche. Dabei erstreckt sich ein Dimer {iber
die Lange von 7 Aktinmonomeren, also etwa eine halbe Umdrehung des Aktinfilaments.
Weitere Kopf-Schwanz-Interaktionen der Dimere untereinander bewirken eine vollstindige
laterale Abdeckung des Aktinfilaments mit Tropomyosin. Es gibt mehrere Tropomyosin-
Isoformen. Im quergestreiften Muskel reguliert der muskulire Tropomyosin-
Troponinkomplex in Abhéngigkeit von der intrazelluldiren Kalziumkonzentration die
Kontraktionsprozesse im Muskel. Dabei positioniert Tropomyosin in einem Abstand von
sieben Aktinmonomeren den Troponinkomplex, bestehend aus Troponin C (fiir Kalzium
bindend), Troponin I (fiir inhibierend) und Troponin T (fiir Tropomyosin bindend). Bei
geringen Kalziumkonzentrationen (unter 10® M) verhindert der Tropomyosin-Troponin-
Komplex eine Bindung der Myosinkdpfe am Aktin, der Muskel befindet sich in relaxiertem

Zustand. Hierbei verhindert Tropomyosin durch die Abdeckung der Aktin-Doméne 1 die
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Bindung des Myosinkopfes an Aktin (Smilli, 1999, Gergely et al., 1999). Die Funktionalitit
des Tropomyosins, seine Dimerisierung, F-Aktinbindung, Bindung des Troponinkomplexes
und Inhibierung der Aktin-Myosin-Interaktion steht in engem Zusammenhang mit den sieben
schwach konservierten repetitiven Motiven im Tropomyosinmolekiil (Hitchcock-De Gregori
und An, 1990, Hitchcock-DeGregorie et al., 2002).

Nebulin wird spezifisch im Skelettmuskel exprimiert und stellt ein gigantisches,
elongiertes Protein dar, das im kontraktilen Apparat der Skelettmuskelzellen die
Aktinfilamente liber deren gesamte Linge von 1 um bindet. Es wird angenommen, daf3 pro
Aktinfilament zwei Molekiile Nebulin préasent sind. Ein Molekiil Nebulin bindet somit etwa
200 Aktin-Monomere. Dazu pallt, dal das gesamte Protein aus 200 Tandemkopien eines
Motivs aus 35 Aminosduren besteht. Diese lassen sich zu 22 Tandem-Supermotiven mit
jeweils sieben mal 35-Aminosduremotiven zusammenfassen. Diese Supermotive sind
wiederum in sechs {iberlappenden Segmenten zusammengefalit, welche hochhomologe
Supermotive enthalten. Die Anzahl der Motive kann allerdings mit den Splei3-Isoformen
variieren. Nebulin bindet das Aktinfilament, mdglicherweise dhnlich wie Tropomyosin, in der
Aktinfurche (Wang, 1999).

Die Bindung von jeweils einem Aktinmonomer erfolgt iiber das 35-Aminosduremotiv, von
dem angenommen wird, daf3 es eine a-helikale Sekundarstruktur besitzt. Die Motive besitzen
einen ungewohnlich hohen Anteil an basischen Aminosduren, die vermutlich an der
Aktinbindung beteiligt sind (Pfuhl et al., 1994). Eine in vitro nachgewiesene Interaktion
zwischen Nebulin, Tropomyosin und Troponin wird moglicherweise auch in der Unterteilung
der Motive in Supermotive (7x35) reflektiert. Ein Supermotiv erstreckt sich vermutlich iiber
eine halbe Umdrehung im Aktinfilament und korreliert somit in seiner Ldnge mit dem
Tropomyosin und mit dem Abstand der einzelnen Troponinkomplexe (Craig, 1994, Wang,
1999).

Ein weiteres Protein, das die Nebulin-Motive enthilt, ist das N-RAP. Dieses Protein ist
gleichfalls spezifisch in quergestreifter Muskulatur exprimiert und an Stellen lokalisiert, in
denen die Myofibrillen an die Plasmamembran verankert werden (Luo et al., 1999). Wie
Nebulin soll auch N-RAP einen EinfluB auf die Myofibrillogenese haben (Carroll und
Horowits, 2000). Ein weiteres Mitglied der Nebulin-Familie stellt das im Herzmuskel
exprimierte Nebulette dar (Moncman und Wang, 1995).

Eine Reihe aktinbindender Proteine wie o-Aktinin und Filamin sind als Dimere in der
Lage, Aktinfilamente miteinander querzuvernetzen. Die Bindung von o-Aktinin an Aktin

bewirkt hierbei eine Biindelung von Aktinfilamenten, wohingegen Filamine ein Netzwerk
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entstehen lassen (Alberts et al., 2002). Die Filamine sind Aktinfilament-bindende und als
Dimere -quervernetzende Proteine, die sich durch eine hohe Homologie ihrer Primérstruktur
auszeichnen. Die humanen Filaminisoformen A, B und C bestehen aus einer N-terminalen
Aktinbindungsdoméne, der 24 Immunglobulindomédnen folgen (van der Flier und
Sonnenberg, 2001). Die Ig-Doméne 20 des Filamin C enthdlt im Unterschied zu den beiden
anderen Isoformen A und B eine Insertion (78 AS), die die Grofe dieser Doméne nahezu
verdoppelt. Transfektionsstudien in kultivierten Muskelzellen zeigten, dafl diese Doméne in
die Z-Scheiben von Myofibrillen inseriert (van der Ven et al., 2000a). Die C-terminale
Doméne 24 ist fiir die Dimerisierung verantwortlich (Himmel et al., 2003).

Die Filamine A und B werden in unterschiedlicher Stirke und als verschiedene Spleil3-
Isoformen beinahe ubiquitidr exprimiert (van der Flier et al., 2002 ). Das muskelspezifische
Filamin C st hauptsdchlich in den Z-Scheiben der Myofibrillen, den
Muskelsehnenverbindungen bzw. Glanzstreifen und zu einem geringen Anteil in der Nidhe des
Sarkolemms lokalisiert (Thompson et al., 2000, Xie et al., 1998, van der Ven et al., 2000a).

Da eine spezifische Bindung von Filamin C mit den Transmembranproteinen y- und o-
Sarkoglykan nachgeweisen werden konnte, wird im quergestreiften Muskel eine Funktion des
Proteins in der seitlichen Verankerung von Myofibrillen am Sarkolemm vermutet (Thompson

et al., 2000).

1.4 Das Aktinzytoskelett in Muskelzellen und Kkultivierten Nichtmuskelzellen

1.4.1 Organisation von Myofibrillen

Die quergestreiften Muskelzellen sind (neben den Glattmuskelzellen) auf iiber Kontraktion
vermittelte Kraftentwicklung spezialisierte Zellen. Die Skelettmuskelzellen stellen
zylindrische, im Durchmesser 10 bis 100 pm und bis zu mehreren cm lange polynukledre
Zellen dar, die aus Fusionen vieler Vorlduferzellen entstanden sind. Diese Riesenzellen
werden auch Muskelfasern genannt und haben im gesunden und differenzierten Zustand
flache linsenférmige  Zellkerne, die direkt unter der Plasmamembran liegen. Die
Herzmuskelzellen sind zylindrische bis Y-artig verzweigte, 50-120 um lange Zellen und
enthalten 1 bis 2 zentral lokalisierte Zellkerne. Beide Muskelarten enthalten die Myofibrillen,
die aus seriell gekoppelten kontraktilen Einheiten, den Sarkomeren, aufgebaut sind. Die
einzelnen Myofibrillen sind auerdem parallel tiber Intermedidrfilamente gekoppelt (Craig,

1994).
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Die serielle, wie auch parallele Aneinandereihung der Sarkomere innerhalb der
Muskelzelle zeigt sich lichtmikroskopisch als charakteristische Querstreifung alternierender
heller I-Banden und dunkler A-Banden. Die Bezeichnung als I (isotrope)- und A (anisotrope)-
Bande verweist auf die optischen FEigenschaften der Bande im polarisierten Licht.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen an ultradiinnen Muskelschnitten zeigten, daf3 die
[-Banden die Aktinfilamente und die A-Banden die (muskelspezifischen) Myosin II Filamente
enthalten. Die Filamentsysteme liegen hierbei longitudinal zur Myofibrille. Die
Aktinfilamente, deren Lidnge 1 pm betrdgt, iiberlappen teilweise mit den 1,6 um langen
Myosinfilamenten der A-Bande. Eine weitere Zone innerhalb der A-Bande, mittig des
Sarkomers, in der keine Uberlappung der Aktinfilamente mit dem Myosinfilamenten
vorhanden ist, wird als H-Bande bezeichnet. Die Mitte des Sarkomers, und somit auch des
Mpyosinfilaments stellt die M-Bande dar (Abb. 2). Die [-Bande wird mittig von einer
elektronendichten Bande bzw. rdumlich gesehene Scheibe unterbrochen, die als Zwischen-
oder Z-Bande bzw. Z-Scheibe bezeichnet wird. Ein Sarkomer wird seitlich durch zwei Z-
Scheiben begrenzt und baut sich somit in der Abfolge Z-I-A-I-Z auf. Die Lédnge eines
Sarkomers entspricht, je nach Kontraktionsgrad circa 2 bis 3 um. Die Aktinfilamente der
benachbarten Sarkomere sind mit thren Plus-Enden in der Z-Scheibe verankert, so daf} die
Minusenden in das Sarkomer, Richtung A-Bande ragen.

Wihrend des Kontraktionsprozesses, bei dem sich die Sarkomere in ihrer Lange verkiirzen,
gleiten die beiden Filamentsysteme (unter ATP Verbrauch der Myosinkopfdoménen)
aneinander vorbei, ohne selbst eine Lingendnderung zu erfahren. Dieser Mechanismus wurde
1953 von H.E. Huxley und Hanson bzw. A.F. Huxley und Niedergerke unabhingig
voneinander als Gleitfilamenttheorie bezeichnet. Die Bipolaritit des Myosinfilamentes und
gegensitzliche Richtung der ins Sarkomer ragenden Aktinfilamente (Minus-Enden) bilden
hierbei die Grundlage des Kontraktionprozesses (Craig, 1994).

Ein fiir die Integritdt der Sarkomere wichtiges Protein stellt das Titin dar. Titin, das mit 3-4
MDa das bisher grofite bekannte Protein ist, iiberspannt mit eine Lidnge von iiber 1 um die
Halfte eines Sarkomers, wobei N- bzw. C-Terminus in der Z-Scheibe bzw. M-Bande
verankert sind (Labeit und Kolmerer, 1995). Der Abschnitt des Proteins, der die A-Bande
durchzieht, besteht aus einer regelméfBigen Abfolge von Doménen, an die Proteine der A-
Bande binden, so daf} eine Funktion des Titins in der Regulation dieser Ultrastruktur vermutet

wird (Labeit und Kolmerer, 1995).
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Myofibrille

Myofibrille

Titin Myosinfilament  Aktinfilament mit Nebulin

Abb. 2 Ubersicht zum Aufbau des Skelettmuskels

Ein Muskel, wird vom kollagenen Bindegewebe des Epimysiums umgeben und in Muskelfaszien unterteilt,
die aus vielen Muskelfaserbiindeln aufgebaut sind. Die Muskelfaserbiindel enthalten die Muskelfasern:
zylindrische, mehrere Zentimeter lange Muskelzellen. Die Muskelfaszien, wie auch die Muskelfaserbiindel
werden vom Perimysium umschlossen. Die Muskelfasern umgibt das Endomysium. Die Muskelfasern
enthalten die kontraktilen Myofibrillen, deren kleinste kontraktile Einheit das Sarkomer darstellt. Die
Querstreifung beider Muskel ist aus den auch lichtmikroskopisch erkennbaren I-Banden und A-Banden
abgeleitet. Ein Sarkomer wird von den Z-Scheiben begrenzt. Die Plus-Enden der Aktinfilamente sind in den
Z-Scheiben verankert. Das Modell veranschaulicht, da die Inserierung der Aktinfilamente benachbarter
Sarkomere alternierend erfolgt. Nebulin (griin) bindet entlang der Aktinfilamente, Titin (gelb) durchspannt
ein halbes Sarkomer von Z-Scheibe zu M-Bande. (Abbildungen aus Purslow, 2002, Alberts et al., 2002)
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Die Beobachtung, daB iiberdehnte Muskelzellen, bei der keine Uberlappung der
Mpyosinfilamente mit den Aktinfilamenten vorhanden war, ihre Ruheposition wieder
einehmen konnten, lie schon friih die Vermutung eines dritten Filamentsystems auftkommen.
Titin dient so mit seinen I-Banden-Abschnitten als molekulare Feder, die das Sarkomer vor
Uberdehnung schiitzt. (Labeit und Kolmerer, 1995, Linke et al., 1999, Li et al. 2002). Im
Abschnitt der I-Bande ist Titin dehnbar. Die hier vorkommenden Doménen umfassen u.a.
Tandemregionen von Ig-artigen Doménen, eine sogenannte PEVK-Region, die primér aus den
Aminoséduren Prolin (P), Glutamat (E), Valin (V) und Lysin (K) besteht sowie die N2-B
Region. Bei Dehnung dieser Regionen im physiologischen Bereich erfolgt eine schrittweise
und reversible Entfaltung der PEVK- und N2-B-Regionen. Eine Auffaltung der Ig-Dominen
wiirde erst oberhalb des physiologischen Bereiches erfolgen (Li et al., 2002). Ein in Néhe der
Z-Scheibe gelegener, recht unflexibler Abschnitt des Titins, so zeigten Astier und Kollegen,
bindet an Aktin (Astier et al., 1998).

Selbstverstidndlich sorgen weitere beteiligte Proteine fiir Stabilisierungen sowie Regulation

der Kontraktion und Relaxation der Sarkomere.

1.4.2 Myofibrillogenese

Der ProzeB3 der Myofibrillogenese verlduft iiber die Assemblierung von Primyofibrillen
oder Stref3faser-artigen-Strukturen (SFLS). Diese bestehen aus Biindeln von Aktinfilamenten
mit sogenannten Z-Korperchen, die sarkomeres (sk)-o-Aktinin und spéter auch Titin
enthalten, und den zytoplasmatischen Myosin-IIB Filamenten. Die Primyofibrillen
fusionieren lateral mit benachbarten Pramyofibrillen zu naszierenden Myofibrillen, in die die
1,6 pm langen Muskelmyosin-II Filamente integriert werden. Uber den Einbau weiterer
sarkomerer Proteine und der Assemblierung von A-Banden sowie Disassemblierung der
zytoplasmatischen Myosin-IIB Filamente erfolgt die Fertigstellung der quergestreiften
Myofibrille (Dabiri et al., 1997, Du et al., 2003). Diese Prozesse wurden iiberwiegend an
kultivierten, embryonalen Kardiomyozyten von Vogeln beobachtet, in denen die ersten
Assemblierungsprozesse in der Peripherie der Zellen, und zwar in Néhe der Plasmamembran,
ablaufen.

Da die Architektur der Myofibrillen in den quergestreiften Muskeln der Vertebraten hoch
konserviert ist, wird davon ausgegangen, dall dies ebenso fliir den Prozel der
Myofibrillogenese gilt. Dieser kann {iber das (sk)-a-Aktinin, das in den Z-Kd&rperchen der
Pramyofibrillen und naszierenden Myofibrillen sowie Z-Scheiben der Myofibrillen priasent

ist, in der Immmunfluoreszenzmikroskopie veranschaulicht werden (Sanger et al. 2002).
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Proteine wie Titin und Nebulin haben wichtige Funktionen in der Assemblierung der
Sarkomere. Titin, so wird postuliert, konnte die Muskelmyosin-II-Filamente mittig des
Sarkomers positionieren (Maruyama, 1994), und Nebulin scheint als molekulares Maf3band

der Aktinfilamente in den Skelettmuskelzellen zu dienen (Labeit et al., 1991).

1.4.3 Das Aktinzytoskelett in kultivierten Nichtmuskelzellen

Die in kultivierten Zellen beobachtbaren Aktinzytoskelettstrukturen lassen sich
hauptsdchlich in das lamellipodiale Aktinfilamentsystem und die kontraktilen StreBfasern
unterteilen.

Besonders in motilen, aber auch in stationdren Zellen befindet sich am Saum der Zelle eine
aktive Zone, die als Lamellipodium bezeichnet ein dynamisches Aktinfilamentsystem enthélt.
Im Lamellipodium erfolgen mit hohen Umsatzraten Nukleation, Polymerisation und
Verzweigung der Aktinfilamente sowie deren Zerschneidung zur Generierung neuer
Polymerisationskeime. Die in Richtung der Plasmamembran gerichtete Polymerisation fordert
hierbei das Voranschieben der Plasmamembran. Unterstiitzt wird dieser Prozel durch
parallele Zusammenlagerung von Aktinfilamenten zu Mikrospikes und Filopodien, die
wiederum dem Aufbau von StreBfasern und Fokalkontakten dienen konnen (Pollard und
Borisy, 2003, Small et al., 1998).

Strefasern stellen nadelformige Biindel von kontraktilen Aktinfilamenten dar, die in
vielen Kulturzellen zu finden sind. Strefasern durchziehen die Zellen und sind mit ihren
Enden an sogenannten Fokalkontakten (Abb. 3 auf S. 14 und Kapitel 1.5.1) fixiert (Katoh et
al., 1998). In den Verankerung der Stressfasern, in den Fokalkontakten der Zellen sowie in
Zell-Zell-Kontakten, zeigen stets die Plus-Enden der Aktinfilamente in Richtung des
Kontakte. StreBfasern stellen aufgrund ihrer Kontraktilitit, Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Kontakte ein wichtiges Zytoskelettelement in den Zellen dar (Sanger und Sanger, 1980). Der
molekulare Aufbau der StrefSfasern wird als zum Teil sarkomerartig beschrieben. Ein
Charakteristikum stellen hierbei die a-Aktinin enthaltenden ,,dense bodies dar, in denen die
Plus-Enden der 0,6 bis 1,9 pum langen Aktinfilamente verankert sind (Langanger et al., 1986,
Sanger und Sanger, 1980). Die Assemblierung von StreBfasern steht im Zusammenhang mit
dem Vorhandensein von Fokalkontakten und der Aktivierung der Myosinfilamente und somit
der Kontraktilitdt. Der Zusammenbau der Stre3fasern erfolgt vermutlich iiber den Einbau von
schon fertigen Aktinfilamenten, deren Orientierung (Polaritit) liber die Myosinfilamente
erfolgen soll. Filopodien oder Mikrospikes werden auflerdem als Basis fiir den Aufbau von

StreBfasern genutzt (Small et al., 1998). Neben diesen ventralen Aktinstrukturen existieren
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dorsal verlaufende StreB3fasern, die sich in bogenférmig-konvex und zentripetal verlaufende
Stre3fasern untergliedern lassen. Auch hierbei handelt es sich um kontraktile Stre3fasern. Die
als Arcs beschriebenen konvexen Stre3fasern sind nicht mit Fokalkontakten assoziiert (Small

et al., 1998).

1.5 Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen

Fiir die ndhere Betrachtung der Zell-Matrix- bzw. Zell-Zell-Verbindungen ist es ratsam,
einen kurzen Uberblick zu den verschiedenenVerbindungstypen zu geben.

Mechanisch nicht belastbare Zell-Zell-Verbindungen sind die Nexus-Kontakte. Diese
dienen der metabolischen und ionalen Kopplung benachbarter Zellen. So erfolgt in der
Herzmuskulatur die Erregungsweiterleitung iiber diese auch als elektrische Synapsen
bezeichneten Zellkontakte. Die Verbindung wird iiber das Connexin, hier Connexin-43,
gebildet. Connexine stellen Transmembranproteine dar, bei der pro Plasmamembran 6
Connexine eine Art Tunnel zu weiteren 6 Connexinen der benachbarten Plasmamembran
bilden (Alberts et al., 2002).

Fiir die mechanisch belastbaren Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Verbindungen gelten generell
die folgenden Grundlagen: Intrazelluldire Anheftungsproteine vermitteln die Bindung
zwischen Aktinfilamenten oder Intermedidrfilamenten zu den Transmembranproteinen. Die
Transmembranproteine binden wiederum {iiber extrazellulire Domédnen an Proteine der
Extrazellulirmatrix bzw. an Transmembranproteine benachbarter Zellen. Tab. 2 zeigt eine
Ubersicht zu den Verbindungstypen (Alberts et al., 2002).

Von den bisher bekannten Transmembranproteinen der Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Verbindungen sollen hier nur die Cadherine, Intergine und der Dystroglykankomplex
behandelt werden.

Transmembranproteine der Familie der Cadherine sorgen iiber homophile Bindungen zu
Cadherinen benachbarter Zellen fiir Zell-Zell-Verbindungen. Der extrazelluldre Abschnitt des
Cadherins untergliedert sich in 5 Doménen, von denen die letzen drei Doméinen Kalzium
binden. Die Bindung von Kalzium ist hierbei wichtig fiir die Funktionalitit. Man
unterscheidet desweiteren verschiedene Isoformen, von denen im Herz- und
Skelettmuskelgewebe hauptsidchlich die N-Cadherine exprimiert werden (Green und Jones,
1996, Alberts et al. 1994). Intrazelluldr sorgt das F-Aktin-bindende a-Catenin tiber - und vy-
Catenin fiir eine Anheftung der Aktinfilamente an Cadherin. Weitere F-Aktin-bindende

Proteine wie a-Aktinin und Vinculin sorgen fiir die Organisation der Filamente (Pokutta und
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Weis, 2002, Pokutta et al., 2002). Die Anheftung der Aktinfilamente an diesen
Adhérenzverbindungen soll hierbei seitlich erfolgen (Alberts et al., 2002).

Die Zell-Matrix-Verbindungen der Aktinfilamente werden iiber die Integrine, einer grossen
Familie heterodimerer Transmembranproteine, vermittelt. Die Integrine lassen sich in eine o-
und eine B-Untereinheit, mit jeweils mehreren Familien und Splei-Varianten unterteilen. Die
Kombination der Untereinheiten sorgt fiir die Spezifitit der Bindung an extra- und

intrazelluldre Liganden (Burridge und Chrzanowska-Wodnicka, 1996). Hierbei determinieren

zumeist die

B-Untereinheiten den

intrazelluldren,

und die

a-Untereinheiten den

extrazelluldren Liganden (Hayashi et al., 1990, LaFlamme et al., 1992 Ylanne et al., 1993).

Transmembran- | Extrazelluliirer Intrazelluliires einige
protein Ligand Zytoskelett Adapterproteine
Zell-Zell-
Adhdrenz Cadherin Cadherine der Aktinfilament Catenine,
Nachbarzelle Vinculin,
a-Aktinin,
Plakoglobin
Desmosom Cadherin (hier Cadherine der Intermediérfilamente | Desmoplakine,
Desmogleine und | Nachbarzelle Plakoglobine
-colline
Zell-Matrix
Integrin Proteine der Aktinfilamente Talin, Vinculin,
Adhdrenz extrazelluldren o-Aktinin
Dystroglykan Matrix Aktinfilamente Dystrophin
Utrophin
Hemidesmosom | Integrin Proteine der Intermediérfilamente | Desmoplakin-
extrazelluldren dhnliche Proteine
Matrix

Tab. 2 Ubersicht zu den Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen
(nach Alberts et al., 1994, Burridge und Chrzanowska-Wodnicka, 1996)

Eine  weitere  Zell-Matrix-Verbindung  wird  iiber das  Heterodimer des

Dystroglykankomplexes  aufgebaut. Das  B-Dystroglykan  fungiert  hierbei  als
Transmembranprotein und bindet extrazelluldr das a-Dystroglykan. Die intrazelluldren
Adapterproteine Dystrophin und Utrophin vermitteln die Verankerung der Aktinfilamente.
Der Dystroglykankomplex bindet iiber a-Dystroglykan an das Matrix-Protein Laminin
(Ervasti und Campbell, 1993).

Alle drei Verbindungssysteme iiber Cadherin, Integrin und Dystroglykan sind an
Signaltransduktionsprozessen beteiligt und dienen somit nicht nur einer mechanischen
Verbindung. Thre Rezeptorfunktionen konnen dabei in beide Richtungen der Zellmembran
vermitteln (Burridge und Chrzanowska-Wodnicka 1996, Henry und Campbell, 1999).

Zell-Zell-Verbindungen, die intrazelluldr mit den Intermedidrfilamenten in Kontakt stehen,

werden als Desmosomen bezeichnet. Sie werden iiber die Cadherine Desmoglein und
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Desmocollin aufgebaut, deren zytoplasmatischen Doménen entweder direkt (Desmoglein)
oder indirekt (iiber Plakoglobin) Kontakt zu den Intermedidrfilamenten aufnehmen. Die
Anheftung der Intermediédrfilamente soll hierbei, wie bei den Aktinfilamenten, seitlich
erfolgen (North et al. 1999, Alberts et al., 2002).

Verankerungen der Intermediérfilamente in Zell-Matrix-Verbindungen werden {iber die,
aus Integrinen aufgebauten, Hemidesmosomen vermittelt, in denen die Intermediérfilamente

terminal inserieren (Alberts et al., 2002).

1.5.1 Fokalkontakte

In vivo wie auch in vitro unter Zellkulturbedingungen bilden adhdrente Zellen
Adhésionskontakte mit der unterliegenden Matrix aus, die als Fokalkontakte (Abb. 3)
bezeichnet werden. Sie stellen in kultivierten Zellen flache elongierte Strukturen dar in denen
Aktinfilamentbiindel (Stre3fasern) enden und iiber Adapterproteine an Transmembranproteine
gekoppelt werden. Die Stre3fasern, die aus einer Vielzahl an Aktinfilamentbiindeln aufgebaut
sind, enden in fingerartigen Projektionen (Katoh et al., 1998). Die Verbindung des
Aktinzytoskeletts mit Transmembranproteinen und ferner der extrazelluliren Matrix
gewihrleisten Adhidsion, Kontrolle von Wachstum und Migration sowie Signaltransduktion

(Burridge und Chrzanowska-Wodnicka, 1996, Geiger und Bershadsky, 2001).

Abb. 3 Fokalkontakt und Strefifasern

kultivierte Zelle mit Kern und Streffasern

Zellen  enthalten als  kontraktiles
Zytoskelettelement ~ Strefasern, die
sarkomerartig ~ aus  Aktin-  und
Myosinfilamenten aufgebaut sind und
distal in Fokalkontakten enden. Die

“dense body”

Myosin

Fokalkontakte verankern die
Stref3fasern iiber eine Vielzahl an
aktinbindenden Proteinen an

Transmembranproteine, die weitere
Verbindungen mit  extrazelluldren
Matrixproteinen eingehen. Die graue
Linie in der unteren Abbildung stellt die
Plasmamembran dar. Die terminalen
Aktinfilamente, iiber die eine
Verankerung vollzogen wird weisen mit
den Plus-Enden in Richtung der
Plasmamembran. (Abb.: Alberts et al.,
2002, Small et al., 1998, modifiziert)

Vinculin
Paxillin

Vitronektin

Die Vielzahl an verschiedenen Proteinen (bisher sind es iiber 50), die als
Fokalkontaktproteine charakterisiert wurden, zeichnen sich durch ihre Multidoméanen-Struktur
aus. Hierdurch wird es praktisch unmoglich, eine strukturell prdzise Vorhersage iiber den

molekularen  Aufbau der Fokalkontakte zu machen, da eine Vielzahl an
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Bindungsmoglichkeiten fiir (fast) jedes beteiligte Protein besteht. Vinculin, ein intrazellulares
Adapter- und Markerprotein fiir Fokalkontakte, kann an mindestens 10 andere
Fokalkontaktkomponenten binden, zu denen Aktin, Paxillin, Talin, a-Aktinin, Vinexin,
Ponsin, Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein (VASP) und das Phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphat (PIP2) zéhlen. Einige der hier genannten Komponenten sind desweiteren an
Signaltransduktionsprozessen beteiligt, und biochemische Analysen zeigten, dal3 mindestens
die Hélfte der bisher bekannten Fokalkontaktkomponenten in verschiedenen Signalwegen
eine Rolle spielen (Geiger und Bershadsky, 2001, Zamir und Geiger, 2001).

Die Transmembrankomponente der Fokalkontakte wird primdr {iber die
Integrinheterodimere ovp3 und aS5p1 getragen (Zamir und Geiger, 2001, Burridge und
Chrzanowska-Wodnicka, 1996). Das avfB3-Integrin bindet an das Matrixprotein Vitronektin,
das eine rigide und somit stabile Oberfldche darstellt, auf die starke Zugkréfte wirken konnen,
ohne dal es zu einer Translokation kommt (Zamir et al., 2000). In motilen Zellen stellen
Fokalkontakte stationdre Strukturen dar, was bedeutet, dal} die Zelle liber die am Leitsaum der
Zelle gebildeten Fokalkontakte (Podosomen bzw. Fokalkomplexe) hinwegwandert. Befindet
sich der Fokalkontakt mehr zentral in der Zelle, erfolgt gewissermassen eine Reifung und
Vergroferung, dem ein Abbau am Ende der Zelle folgt. In stationiren Fibroblasten, wie auch
seitlich der motilen Zellen erfolgt trotz allem eine zentripetale Translokation (Smilenov,
1999, Ballestrem et al., 2001).

Assemblierung, Erhalt und GroBe der Fokalkontakte sind von der Kontraktilitit der Zelle
abhingig. Eine Blockierung der Kontraktilitdt fithrt zur Auflésung dieser Strukturen (Zamir et
al., 2000). Die mechanosensorische Komponente der Fokalkontakte wird in ihrer Reaktion auf
applizierte Kréfte deutlich. Bei Erh6hung der Zugkrifte, die endogener (Kontraktilitit) oder
exogener (Dehnung) Natur sein konnen, erfolgt eine proportionale VergroBerung des
Fokalkontaktes, so daB eine konstante Zugkraft pro Fliche (5 nN/um?) beibehalten wird.
Diese proportionale Anpassung an eine applizierte Zugkraft erfolgt in einem zeitlichen
Rahmen von Sekunden und ist lokal begrenzt (Balaban et al., 2001, Riveline et al., 2001).

Das a5B1-Integrin-Heterodimer, dessen Matrixpartner das Fibronektin darstellt, ist zentral
im Fokalkontakt zu finden. Fibronektin bildet ein eher weiches, leicht translozierbares
Oberflachenmaterial, das dementsprechend weniger Zugkrifte iibertriagt. Bei Zugbelastungen
werden diese Adhisionskontakte gewissermaBBen aus dem Fokalkontakt transloziert und
bilden so die in stationdren Zellen zentral gelegenen fibrilliren Adhdsionen. In den fibrilldren
Adhésionen fungiert tiberwiegend Tensin als intrazelluldres Adapterprotein. Marker fiir

Fokalkontakte wie Vinculin, Paxillin oder Phosphotyrosin sollen hier weniger présent sein.
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Bei Blockierung der Kontraktilitdt erfolgt keine Auflosung der fibrilliren Adhésionen, was
darauf hinweist, dal} diese Art der Zell-Matrix-Kontakte von den Fokalkontakten strukturell
und funktionell unterschieden werden konnen (Zamir et al., 2000).

Viele der oben besprochenen Fokalkontaktproteine lassen sich in den folgenden

Adhirenzverbindungen der quergesteiften Muskulatur und deren Muskelzellen wiederfinden.

1.5.2 Muskel-Sehnen-Verbindungen

Die Muskel-Sehnen-Verbindung (Abb. 4) oder myotendinose Ubergangszone der
Skelettmuskeln stellt eine mechanisch stark belastbare Verbindung zwischen den distalen
Enden der Muskelfasern und dem Sehnengewebe (und somit einer extrazelluldren Matrix) dar
(Berthier und Blaineau, 1997, Trotter, 2002). Im Muskel exisitieren aber auch sogenannte
myomyose Verbindungen, wo Muskelzellen innerhalb des Muskels enden. Hierbei handelt es
sich um eine der myotendinosen Ubergangszone #dhnlichen Verbindung. Eine Zell-Zell-
Verbindung zwischen den einzelnen Muskelfasern ist im Skelettmuskelsystem nicht
vorhanden (Craig, 1994).

Die myotendinose Ubergangszone zeichnet sich durch eine Reihe morphologischer
Besonderheiten aus. So verjiingen sich die Muskelzellen konisch und besitzen distal eine
durch fingerartige Extensionen und Invaginationen gekennzeichnete Plasmamembran. Die
terminalen Aktinfilamente der Myofibrillen inserieren in diese Ausstiilpungen oder enden an
den Invaginationen (Yamaguchi et al., Trotter, 2002, Hyodo et al., 2001).

Die distalen Sarkomere bestehen aus einer proximalen Z-Scheibe, an die sich eine I- und
A-Bande anschlieft. Die terminalen Aktinfilamente, die dieser A-Bande folgen, sorgen fiir die
eigentliche Verankerung des Sarkomers und somit der Myofibrille an die Plasmamembran.
Diese Aktinfilamente sind zumeist ldnger als jene in herkdmmlichen Sarkomeren. Auch hier
weisen die Plus-Enden in Richtung der Plasmamembran, wo sie distal in einer recht diffusen
elektronendichten Bande (,,dense band*‘) enden kdnnen (Yamaguchi et al., 1990, Trotter et al.,
1981). Die eigentliche Verankerung der Aktinfilamente erfolgt {iber eine Vielzahl hier
verstirkt lokalisierter, aktinbindender Proteine, wie z.B. Vinculin (Law et al., 1994) und Talin
(Tidball et al., 1986), die weitere Verbindungen zu Transmembranproteinen aufbauen. Im
Gegensatz zu den Glanzstreifen (1.5.3) des Herzens ist in den myotendinosen

Ubergangszonen das a-Aktinin kaum bis gar nicht detektierbar (Tidball, 1986, Trotter, 2002).
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An der myotendinosen Ubergangszone konnen zwel verschiedene
Transmembranverbindungen unterschieden werden. Hierzu gehdren zum einen der
Dystroglykankomplex, der intrazellulédr iiber Dystrophin und Utrophin Aktinfilamente bindet
und extrazelluldr Bindungstellen zu Proteinen der Basalmembran, wie Laminin, Perlecan und
Agrin besitzt (Trotter, 2002, Henry und Campbell, 1999).

Das 1m adulten,

Muskel-Sehnen-Verbindung im Skelettmuskel

quergestreiften Muskel
primir und spezifisch
exprimierte Integrin-
Heterodimer ist das
a7B1D (Belkin et al.,
1996, Bao et al.,
1993). Dieses

Muskel-Sehnen-Verbindung
S[IQUOAJA LI UOTSUS}XSURIQUISJA]

Heterodimer sorgt fiir

eine Bindung an das

R —— extrazellulare Protein

"= Z-Scheibe y JUy g Laminin-2 der

'3 — -. ‘l ;l %' Basalmembran sowie

& . ~ : %@:;2:15 “ i ﬁ & fiir eine Bindung an
;é,' | | undNexus [l | a die intrazelluldren F-
5 . ; -- e - p— {ﬂ l | ‘ | Aktin bindenden
i e, ) k " i % ‘ Proteine Talin und o-

| Mitochondrien [g ik ~Zelle2  Aktinin (Burridge und

Chrzanowska-

Abb. 4 Ubersicht zu Muskel-Sehnen-Verbindung in Skelettmuskel und Glanzstreifen im Herzmuskel

Dargestellt sind elektronenmikroskopische (EM) Aufnahmen (links) und eine Modelldarstellung (rechts). Die
Muskelsehnenverbindung in der EM-Aufnahme zeigt einzelne Myofibrillen einer Muskelzelle, die in
fingerformige Membranextensionen inserieren. Die Invaginationen enthalten extrazelluldre Matrixproteine,
insbesondere Kollagen. Die Myofibrillen enden iiber ein terminales Sarkomer, dessen Bandenverlauf als Z-I-A-
Aktinfilamente-,,dense band“ beschriecben werden kann. In dieser elektronendichten Bande, die der
Plasmamembran unmittelbar aufliegt inserieren die Plus-Enden der Aktinfilamente. Bei der Muskel-Sehnen-
Verbindung handelt es sich um eine Zell-Matrix-Verbindung. Im Glanzstreifen des Herzmuskels sind transversale
und longitudinale Abschnitte unterscheidbar, die sich funktionell unterscheiden. Im longitudinalen Abschnitt
liegen die aus den Connexinen aufgebauten Gap-junctions oder Nexus sowie die Macula adhaerens, die
Desmosomen dastellen. Im transversalen Abschnitt, der Fascia adhaerentes, inserieren die Myofibrillen iiber eine
terminale Z-Scheibe. Die F. adhaerens zeichnet sich durch Membranverzahnungen aus. Bei den Glanzstreifen
handelt es sich um Zell-Zell-Verbindungen. In beiden Verbindungen sind Z-Scheiben sowie Costamere
gekennzeichnet. Costamere stellen laterale Verankerungen der Myofibrillen an Plasmamembran und
Extrazelluldrmatrix dar. Die Verankerung findet in Hohe der Z-Scheibe sowie in geringerem Maf3e (hier nicht
eingezeichnet) in Hohe der M-Bande statt. (Abbildung modifiziert nach Alberts et al., 2002, EM Aufnahmen:
Muskelsehnenverb., http://zellbio.ana.uni-heidelberg.de/ELMI/M3/m3ueb.html, Glanzstreifen: Kiihnel, 1995).
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Wodnicka, 1996). Die Proteine der Basalmembran (z.B. Laminin) sorgen anschlieend fiir
eine Verbindung zum eigentlichen Sehnengewebe, das reich an Kollagenfasern ist (Trotter,
2002).

Die fingerartigen Invaginationen und Extensionen, durch die die Grenzfliche zwischen
Muskel und Sehne auf mehr als das Doppelte der Querschnittsfliche des Muskels vergrofert
wird, sorgt fiir eine Verringerung der auftretenden Krifte pro Oberflache. Desweiteren treffen
die weiterzuleitenden Kréfte in Léngsrichtung des Sarkolemms auf, wodurch diese
hauptsdchlich als Scherkrifte auf die Membran wirken. All diese morphologischen
Besonderheiten sorgen fiir eine stabile, mechanisch belastbare Verbindung (Trotter, 2002).

Vermutlich sorgen nicht nur die in Abb. 4 dargestellten terminalen Verkniipfungspunkte,
sondern auch seitliche Verankerungen der Aktinfilamente an die Plasmamembran fiir eine
mechanische Kopplung der Myofibrillen an die extrazelluldre Matrix.

Neben der mechanisch belastbaren Verbindung ist die Muskel-Sehnen-Verbindung auch
Ort von Signaltransduktion und reagiert auf die vorhandenen Belastungen. Diese Reaktionen
schlieBen morphologische Veridnderungen der Membranextensionen sowie die Expression
wichtiger Adapterproteine wie Vinculin und Talin ein (Trotter, 2002, Zamora et al. 1995,
Tidball und Quan, 1992).

1.5.3 Glanzstreifen

Die Verbindung der Kardiomyozyten im Herzmuskelgewebe erfolgt liber die Glanzstreifen
(Abb. 4), in denen aufeinanderfolgende Zellen Kontakt aufnehmen. Die Glanzstreifen lassen
sich in transversale und longitudinale Abschnitte unterteilen, wodurch es zu einem
stufenartigen Verlauf kommt. Die beiden Abschnitte unterscheiden sich auch funktionell
(Sommer und Johnson, 1979). In den transversalen, quer zur Léngsachse der Zelle gelegenen
Abschnitten befinden sich Zell-Zell-Kontakte, die gewisse Ahnlichkeiten mit der
myotendinosen Ubergangszone im Skelettmuskel aufweisen. Der Kontakt der beiden Zellen
wird hierbei jedoch nicht durch fingerartige Invaginationen und Austiilpungen, sondern
vielmehr durch eine Verzahnung der Membranen erreicht. Diese Verzahnungen umschlieBen
die terminalen Aktinfilamente der Myofibrillen (Yamaguchi et al., 1988). Die Verankerung
der Plusenden der terminalen Aktinfilamente an den Glanzstreifen erfolgt in einer
elektronendichten Bande, die in unmittelbarer Nidhe zur Plasmamembran gelegen auch als
terminale Z-Scheibe beschrieben wird (Yamaguchi et al., 1988). Im Gegensatz zur Muskel-
Sehnen-Verbindung ist das sarkomere a-Aktinin in dieser Struktur prisent (Lu et al., 1992).

Die auch Fasciae adhaerentes genannten transversalen Abschnitte beherbergen
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Adhidrenzverbindungen, die aus Cadherinen bzw. Integrinen aufgebaut werden, die
intrazelluldr u.a. iiber die Catenine bzw. a-Aktinin, Talin und Vinculin Verbindungen
Aktinfilamenten der Myofibrillen aufbauen (Perriard et al., 2003, Thornell et al., 1999).

Die longitudinalen Abschnitte enthalten die Desmosomen (Macula adhaerens) mit
Desmocollin und Desmoglein aus der Cadherinfamilie, an die zytoplasmatisch iiber
Desmoplakin und Desmoglobin eine Verankerung der Desmin-Intermedidrfilamente
vermittelt wird. Weiterhin befinden sich hier die als Nexus-Verbindungen (Macula

communicans) oder Gap-junctions genannten Zell-Zell-Verbindungen (Alberts et al., 2002).

1.5.4 Costamere

Die lateralen Anheftungsorte der Myofibrillen an die Plasmamembran werden Costamere
(lat. costa: Rippe, griech. meros: Teilchen) genannt. Sie verlaufen sarkolemmal und im
rechten Winkel zur Liangsachse der Zellen in Hohe der Z-Scheiben, sie sind erstmals durch
die Prasenz von Vinculin charakterisiert worden (Pardo et al., 1983).

Die Verankerung zwischen Z-Scheiben und Plasmamembran an den Costameren wird an
kontrahierten Muskeln deutlich. Bei Verkiirzung des Sarkomers wdlbt sich die
Plasmamembran bzw. das Sarkolemm zwischen zwei Costameren nach auflen, wéihrend es
durch die Costamere an der Myofibrille fixiert bleibt (Ozawa et al., 2001).

Die subsarkolemmalen Komponenten der Costamere sind u.a. die Intermedidrfilamente des
Desmins sowie y-Aktin, Spektrin (Craig und Pardo, 1983), Dystrophin und Utrophin (Porter
et al.,, 1992, Rybakova et al., 2000), Dystrobrevin und Syntropin (Durbeej und Campbell,
2002), Vinculin (Pardo et al., 1983) und Talin (Belkin et al., 1986). Diese Proteine sorgen fiir
eine Bindung der Myofibrillen an Membran- bzw. Transmembranproteine wie den
Dystroglykankomplex, den Sarkoglykankomplex, Sarkospan (Durbeej und Campbell, 2002)
und Integrin (Wu et al., 2002), die wiederum an Proteine der extrazelluliren Matrix binden
und/oder als transmembrane Rezeptoren in Signalwegen eine entscheidende Rolle spielen. Da
Costamere auch eine Verankerung der Plasmamembran mit der extrazelluldiren Matrix
darstellen, sind sie in der Lage, einen Teil der Kontraktionskréfte lateral auf die extrazellulére
Matrix zu tbertragen (Danowski et al. 1992). Desweiteren dienen sie auch der
Kompartimentierung von Membranrezeptoren und lonenkanédlen (Berthier und Blaineau,
1997).

Die Entwicklung der Costamere erfolgt vermutlich aus Fokalkontakten {iber longitudinale
Strukturen, die sarkolemmal und parallel zu den naszierenden Myofibrillen liegen. Die als

primére longitudinale Adhésionsstrukturen (PLAS) bezeichneten Strukturen enthalten das
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muskelspezifische Integrin BID sowie Plektin, ein Adapterprotein fiir Aktin und
Intermedidrfilamente. Mit fortschreitender Entwicklung der naszierenden Myofibrillen zu
quergestreiften und kontraktilen Myofibrillen erfolgt die Umorientierung von PLAS in

Costamere (Schroder et al., 2002).

1.6 Die Funktion der extrazelluliren Matrix in Skelett- und Herzmuskulatur

Die Muskelzellen der quergestreiften Muskulatur sind von einer extrazelluldren Matrix
umgeben, deren Hauptbestandteil verschiedene Spezies von Kollagenfibrillen sind. Der
Zellmembran direkt aufgelagert ist die Basalmembran, deren Hauptbestandteile das ein
flichiges Netz bildende Kollagen IV und Laminin sind. Dieser folgt die Gitterfaserhiille oder
Retikularmembran aus hauptséchlich Kollagen I- und III- Fibrillen (Purslow, 2002). Dieser
Komplex aus Plasmamembran, Basalmembran und Gitterfaserhiille wird als Sarkolemm
bezeichnet, obwohl Sarkolemm auch als Synonym nur fiir die Plasmamembran der Skelett-
und Herzmuskelzelle benutzt wird.

Die extrazellulire Matrix des Skelettmuskels wird als intramuskulidres Bindegewebe
bezeichnet und 146t sich in drei Bestandteile gliedern. Ein Muskel wird vom Epimysium
umgeben. Innerhalb dieser Hiille befinden sich die Muskelfaszien, die vom Perimysium
umgeben, eine groe Anzahl individueller Myofasern (Muskelfasern) enthalten. Die einzelnen
Muskelfasern werden wiederum vom Endomysium ummantelt. Die Kollagene I und III stellen
hierbei die Hauptanteil der Kollagene in Epimysium und Perimysium. Die extrazellulédre
Matrix ist in der Entwicklung des Muskels, als Geriiststruktur fiir Vaskularisierung und
Innervierung sowie an der lateralen und longitudinalen Kraftiibertragung beteiligt (Purslow,
2002). Die Muskelzellen bzw. der gesamte Muskel enden iiber die myotendinosen
Ubergangszonen in der Sehne. Die Sehnen, deren Hauptbestandteil das Kollagen I ist, sorgen
u.a fiir die Ubertragung der Kontraktionskrifte der Muskeln auf die Knochen und haben
weitere (meist unterschétzte) Funktionen in Dehnung und Bewegungsenergiespeicherung
(Benjamin und Ralphs, 1996).

Die extrazelluldre Matrix der Herzmuskulatur, die die einzelnen Kardiomyozyten umgibt
wird als Interstitium bezeichnet, deren Kollagenmatrix (Kollagen I und III) eine kritische
Rolle fiir die Funktionsfahigkeit und -erhaltung darstellt (Pelouch et al., 1993, Weber, 1989).
Die kollagene extrazelluldre Matrix des Interstitiums verbindet die einzelnen Kardiomyozyten
miteinander und dient so als Geriist und Krafttransmitter. Desweiteren gibt sie dem Myokard
einen optimalen Schutz gegen die starken Zugbelastungen, die wihrend des Zyklus von

Diastole und Systole auftreten konnen. Neben diesen Funktionen stellt das Interstitium auch
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Gerlist und Schutz fiir die Vaskularisierung und Innervierung des Myokards dar (Weber,

1989).

1.7 Die Zielstellung der Arbeit oder die Frage nach dem Xin

Den Grundstein dieser Arbeit legte ein Hefe-Doppelhybrid-Assay in einer cDNA Bank von
humanem Skelettmuskel, in dem die Ig-Doménen 19-21 des muskelspezifischen Filamin C als
Koder benutzt wurden. Ein Interaktionspartner wurde in diesem Assay als C-terminale
Portion des humanen Xin identifiziert. Das in quergestreifter Muskulatur spezifisch
exprimierte Protein Xin (chinesisch: Herz) ist von Wang und Kollegen erstmals in Huhn und
Maus beschrieben worden. Die Proteine cXin (chicken Xin) und mXin (mouse/murine Xin)
sind durch neuartige repetitive Motive charakterisiert, deren Funktion bisher unbekannt ist.
Die repetitive Sequenz wird von ca. 16 Aminosduren gebildet. Xin zeigte in
Hiithnerembryonen eine spezifische Expression in den Herzvorlduferzellen und embryonalen
Kardiomyozyten, die auch im Myokard des adulten Herzen vorhanden ist (Wang et al., 1999).
Die Morphogenese des gekammerten Herzens verlduft iiber einen geraden Herzschlauch, der
sich im ,,Dextral-Looping*“-Proze3 zu einem C verformt, wobei die konvexe Seite kaudal zur
rechten Korperhilfte zeigt (Méanner, 2000). Das c¢Xin besitzt wihrend dieses Prozesses eine
asymetrische Expression, so daf3 eine hohere Expressionsrate in der inneren Kurvatur des sich
kriimmenden Herzschlauches beobachtbar ist. Eine spezifische Repression der Expression
von cXin in Hithnerembryonen durch Antisense-Oligos verhinderte effektiv und spezifisch
den komplizierten ProzeB der dextralen Kriimmung des Endokardschlauchs. In der Maus
lokalisierte das Protein des weiteren in der adulten Herzmuskulatur an den Zell-Zellkontakten
der Glanzstreifen (Wang et al, 1999) und in den Skelettmuskeln an den Muskel-Sehnen-
Verbindungen und zeigte keine Lokalisation innerhalb der Z-Scheiben der Myofibrillen bzw.
den Costameren (Sinn et al., 2002). Eine Expression von Xin ist auBerdem in den Myotomen
der Somiten gezeigt worden, die die Vorlduferzellen der Skelettmuskulatur enthalten (Wang
et al., 1999). Sinn und Kollegen konnten iiber Immunprizipitation zeigen, daf Xin im
Cadherin-Catenin-Komplex enthalten ist. Die Autoren vermuten fiir Xin Funktionen in der
Myogenese, der Organisation des Aktinzytoskeletts, inklusive Myofibrillogenese und Zell-
Zell-Kontaktformation.

Die vorliegende Arbeit behandelt die Fragestellung nach Lokalisation und mdglichen
Funktionen von Xin. Dieser Fragestellung wurde mit diversen zellbiologischen,
fluoreszenzmikroskopischen und biochemischen Versuchen nachgegangen. Fiir diesen Zweck

wurden anhand der Sequenzdaten verschiedene Doménen und trunkierte Varianten des
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humanen Xin subkloniert. Diese Subklone wurden in Transfektionsstudien in verschiedenen
Muskel- und Nichtmuskelzellen auf ihre Lokalisation und moglichen Einfliisse hin
untersucht. Fiir die Analyse des raumlichen wie auch zeitlichen Expressionsmusters von Xin
im Zusammenhang mit dem ProzeB der Myofibrillogenese wurden kultivierte humane
Skelettmuskelzellen sowie myogenisierte Glattmuskelzellen genutzt.
Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen an Skelett- und Herzmuskelgewebe
sollten weiteren Aufschluf3 iiber die Lokalisation von Xin in diesen Geweben geben. Des
weiteren wurden die charakteristischen Motive von Xin biochemisch auf eine mdgliche

Funktion hin untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Laborchemikalien wurden in der Qualitit zur Analyse der Firmen Fluka, Merck, Roth, Serva,

und Sigma verwendet. Ndhere Angaben sind bei den verwendeten Substanzen zu finden.

2.1.2 Bakterienstimme

Folgende E. coli-Stimme wurden fiir cDNA-Klonierungen und Expressionen rekombinanter
Proteine benutzt. Die E. coli-Stimme JM109 und SCS110 wurden fiir Klonierungen von
Plasmiden (inclusive cDNA) verwendet. Der E. coli-Stamm BL21(DE3)pLysS diente der
Expression rekombinanter Proteine.

E. coli IM109 (Stratagene), Genotyp: el4-(McrA-) recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17(rK-
mK+) supE44 relAl A(lac-proAB) [F’ traD36 proAB lacl’ZAM15]

E. coli SCS 110 (Stratagene), Genotyp: rpsL (Str') thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara
tonA tsx dam dem supE44D (lac-proAB) [F' traD36 proAB lacl’ZAM15]

Anmerkungen zum Genotyp beider Bakterien: Die Mutationen in der Rekombinase, recAl,

sorgen fiir eine Insertstabilitit, wohingegen Mutationen in den unspezifischen Endonukleasen,
endA1 und hsdR17 einen Verdau der geklonten DNA verhindern und somit fiir eine erhohte
Ausbeute in der Plasmidpriparation sorgen. Die Mutation der Methylasen Dam und Dcm
verhindern Methylierungen an Adenine bzw. Cytosin der DNA, womit ein Verdau der DNA
(in nachfolgenden Klonierungsschritten) durch methylierungssensitive Endonukleasen (Xbal,
Clal, EcoR II) nicht behindert wird.

E. coli BL21(DE3)pLysS (Novagen), Genotyp: F- dem ompT hsdS(rg- mg-) gal A (DE3)
[pLysS Cam']".

2.1.3 Antibiotika

Folgende Antibiotikakonzentrationen wurden eingesetzt:
Carbenicillin 100 pg/ml
Chloramphenicol 34 pg/ml
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2.1.4 Vektoren

Vektor pPCMVT?
Der Vektor pCMVSFS bzw. pCMVT?7 diente als Klonierungsvektor der cDNAs in E. coli und

als Expressionsvektor fiir rekombinante Proteine in Saugetierzellen. Die Expression der
Konstrukte lag unter der Kontrolle des Zytomegalie-Virus-(CMV)-Promotors. Die
exprimierten Produkte besaen N-terminal einen Fusionsteil, der einen 12-Aminosduren
langen T7-Immunotag darstellte, der eine immunologische Detektion der Produkte
ermoglichte. Der T7-Tag kodiert fiir eine partielle Aminosduresequenz die den N-terminalen
Teil eines Capsidproteins des T7-Phagens darstellt. Die Vektorkarte fiir den pCMVS5FS-
Vektor befindet sich in Abb. 50 S. 129.
Vektor pMyP-G

Fiir die Klonierung der ¢cDNA in E. coli und Expression der rekombinanten Proteine in
Sdugetierzellen wurde der Vektor pMyP-G verwendet. Fiir die Synthese des Vektors pMyP-G
wurde der Vektor pCAT®3-Enhancer-Vektor (Promega) umgebaut. Die Grundlage bildete
hierbei ein pCAT®3-Enhancer-Vektor mit einkloniertem und in Muskelzellen spezifisch
aktiven Myomesinpromotor. Zuerst wurde eine im Ursprungsvektor enthaltene Schnittstelle
fiir Sall und BamHI {ber Restriktionsverdau, ,blunt end“ Generierung und Ligation
ausgeloscht. Desweiteren wurde die CAT-Kassette gegen eine Klonierungskasette
eingetauscht, die die cDNA fiir das EGFP (Mlul-BamHI-HindIIT*-Sall-EGFP-STOP-Xbal,
*HindIIl nicht einzigartig) beinhaltete. Das EGFP wurde aus dem EGFP-N3 Vektor
(Clontech) herausamplifiziert. Da die cDNA fiir das EGFP am 3" Ende des Inserts lokalisiert
ist, wird das exprimierte rekombinante Protein C-terminal mit dem EGFP fusioniert. Die
Einklonierung der cDNA-Inserts in diesen neuen Vektor erfolgte iiber die Schnittstellen Mlul-
Sall. Der Vektor wurde speziell fiir die Expression in differenzierenden und differenzierten
Muskelzellen hergestellt. Diese Spezifitit konnte nicht erhalten werden, so daB3 eine
Expression auch in transfizierten Nichtmuskelzellen, wie auch in proliferierenden Myoblasten
zu beobachten war. Der Vektor wurde daher als Standardvektor fiir die Transfektionsstudien
genutzt. Die Vektorkarte befindet sich in Abb. 51 S. 130
Vektor pET-23W2

Fiir die Klonierung und Expression rekombinanter Proteine in E. coli wurde ein modifizierter
pET-23a Vektor (Novagen) verwendet. Der originale Vektor besitzt 5° des Inserts eine T7-
Tag sowie 3" einen Hexahistidin- Tag. Der in dem exprimierten Fusionsprotein C-terminal
gelegene Hexahistidin-Immunotag diente der Aufreinigung des rekombinanten Proteins {iber

eine Ni-NTA-Matrix. Die Expression der rekombinanten Proteine im E. coli Stamm
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BL21(DE3)pLysS wurde durch Zugabe von IPTG induziert. Abb. 52 auf S. 131 zeigt hierzu
eine Ubersicht.

pBluescript II KS+ MyoD
Der Vektor pBluescript II KS+ enthielt ein 1787 bp grofles Fragment des bHLH-Proteins

MyoD unter der Kontrolle des CMV-Promotors. Die Expression von MyoD wurde zur
Myogenisiserung  von Nichtmuskelzellen genutzt, um eine (partielle) Myogenese zu
induzieren. Die Expression des Transkriptionsfaktors wurde iiber die Immundetektion

muskelspezifischer Proteine, wie sarkomeres o-Aktinin und Titin nachgewiesen.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Um Kontaminationen mit Fremd-DNA zu vermeiden, wurden Pipetten und PCR-
ReaktionsgefdBe separat aufbewahrt. Der PCR-Ansatz wurde auf Eis angesetzt. Ein typischer
Reaktionsansatz von 20 pl und enthielt zwischen einigen fg bis zu 100 ng DNA, 2 ul des vom
Hersteller des verwendeten Enzyms mitgelieferten Reaktionspuffers, 200 uM dNTPs, 10
pmol jeden Primers, 1,5 mM MgCl, (wenn nicht schon im Reaktionspuffer enthalten) und 0,5
U DNA-Polymerase (z. B. Pfu-DNA-Polymerase). Die PCR wurde mit vom Primer
abhingigen Annealing-Temperaturen unter folgenden Parametern durchgefiihrt: 4 min
Denaturierung bei 95°C; gefolgt von bis zu 40 Zyklen 95°C fiir 30 s, Annealing fiir 20 s,
Elongation bei 68 °C - 72°C fiir 40 s bis 10 min; gefolgt von einer Elongation fiir 7 min. Vom
PCR-Produkt wurden fiir weitere Klonierungsschritte 5 pl des Ansatzes mit den geeigneten

Restriktionsenzymen verdaut.

2.2.2 Restriktionsverdau von DNA

Fiir die gerichtete Ligation eines Inserts in ein Plasmid bedarf es kohésiver Enden, die mit
Hilfe von Restriktionsenzymen generiert werden konnen. Hierbei miissen Plasmid und Insert
mit den gleichen Restriktionsenzymen verdaut worden sein. Restriktionsenzyme schneiden
DNA an spezifischen, zumeist palindromen Sequenzen, die hdufig aus 4 bis 6 Basenpaaren
bestehen. Ein typischer Restriktionsverdau enthielt die in ddH,O geloste DNA,
Restriktionsenzym (2 U/ pg DNA) und den vom Hersteller empfohlenen Restriktionspuffer.
Der Ansatz wurde bei 37°C oder Raumtemperatur inkubiert. Je nach Zweck des Verdaus,

analytisch (Uberpriifung der DNA-Sequenz eines Inserts) oder priparativ (Generierung der
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kohéasiven Enden) wurde die Inkubationsdauer von 1 bis 8 h ausgedehnt. Die verdauten DNA-

Proben wurden mittles einer Agarosegelelektrophorese analysiert und prépariert.

2.2.3 Desphosphorylierung der 5’-Enden der Plasmid-DNA

Zur Verhinderung einer unerwiinschten Riickligation der praparativ verdauten Plasmid-DNA
wurde eine Desphosphorylierung der 5'-Enden der Plasmid-DNA durchgefiihrt. 10 pg
Plasmid-DNA wurden mit 1 FEinheit der alkalischen Phosphatase (CIP, Calf Intestine
Phosphatase, Boehringer Mannheim, Deutschland), 4 pl 10x Puffer und A. bidest in einem
Volumen von 40 pl fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Inaktivierung der alkalischen
Phosphatase erfolgte durch Zugabe von 50 pl A. bidest und 1 pul 500 mM EDTA sowie einer
Inkubation bei 65° C fiir 10 min.

2.2.4 Ligation von Insert und Plasmid

Der Ligation eines DNA-Inserts in ein vorgegebenes Plasmid geht der Verdau beider DNAs
durch gleiche Restriktionsenzyme voraus. Weiterhin sollten Insert und Plasmid aufgereinigt
vorliegen. Fiir eine Ligation wurden 1,0 pl Plasmid-DNA, 2,0 ul Insert-DNA, 1,0 pl 10x
Enzympuffer, 1U T4-Ligase (1 U/ul) und 6,8 pl dH,O (Endvolumen 10 pl)
zusammenpipettiert. Die Ligationszeiten betrugen zwischen 3 h bei RT und iiber Nacht bei 16

°C.

2.2.5 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der DNA-Priparationen erfolgte durch
Messung der Extinktion bei 260 nm und 280 nm in einer 1 cm breiten Quartzkiivette. Hierbei
entspricht 1 OD bei 260 nm einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA. Der
Quotient der Extinktionswerte aus 260 und 280 nm gibt die Reinheit der DNA-Lsung bzw.
Verunreinigung durch Proteine wieder. So stellt ein Quotient von 1,8 eine reine und 1,5 eine

mit 50 % Protein verunreinigte DNA-L6sung dar. Die Messungen erfolgten in 1x TE-Puffer.

2.2.6 Hitzeschock-vermittelte Transformation von E. coli mit Plasmid - DNA

Zu 100 pl (auf Eis aufgetauten) kompetenten Bakterienzellen (z.B. E. coli, Stamm BL21,
JM109, SCS110) wurden 1-4 ul DNA-Losung gegeben, vorsichtig gemischt und 30 min auf
Eis inkubiert. In dieser Zeit bindet die DNA an die Oberfliache der Bakterien. Das Einbringen
der DNA in die Bakterienzellen erfolgte iiber Hitzeschock im Wasserbad bei 42 °C fiir 80 s.
Die Zellen wurden hiernach zum Abkiihlen 2 min auf Eis gestellt und mit 500 pl SOC-
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Medium (10 mM Glukose in SOB-Medium: 2 % (w/v) Bacto Trypton, 0,5 % (w/v)
Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO., pH 7,0) verdiinnt. Die Bakterien
wurden fiir 1h bei bei 37 °C im Schiittler inkbiert. Es folgte eine kurze Zentrifugation zum
Sedimentieren der Bakterien, eine Resuspension in 100 ul SOC und das Ausplattieren von
10ul und 90 pl der Resuspension auf einer antibiotikumhaltigen Agar-Platte (1,5 % (w/v)
Bacto-Agar in LB Medium). Nach einer Ubernacht-Inkubation bei 37° C im Inkubator,
wurden die Kolonien fiir die Mini-Plasmidpréparation oder Proteinexpression

weiterverwendet.

2.2.7 Ubernacht-Kultur von E. coli

5 ml LB-Medium, 1,5 % (w/v) Bacto-Agar, 1 % (w/v) Bacto-Trypton, 0,5 % (W/v)
Hefeextrakt, 8,5 mM NaCl, pH7,5), 37 °C, inklusive eines auf das verwendete Plasmid
abgestimmten Antibiotikums, wurden mit je einem Klon, d. h. eine Bakterienkolonie der
Transformationsplatten bzw. Glycerolkultur inokuliert und iiber Nacht bei 37 °C auf dem
Schiittler inkubiert. Fiir groBere Ansdtze wurde eine Vorkultur von 5 ml fiir 3-5 h

herangezogen, die zur Inokulation einer 50 - 200 ml Kultur benutzt wurde.

2.2.8 Plasmidpriparationen aus E. coli

Die Plasmidpriparation aus den Ubernachtkulturen von E. coli erfolgten im Mini-MaBstab
(1,5 ml Kultur) mittels TELT-Puffer und im Midi-MaBstab mittels QIAGEN Plasmid Midi
Kit (Qiagen, Deutschland).

2.2.9 Mini-Plasmidpriparation

Von einer 3 ml E. coli- Ubernachtkultur wurden 1,5 ml bei 4000 x g fiir 5 min abzentrifugiert
und das Bakterienpellet in 150 pl TELT Puffer (50 mM Tris-HLC, pH 7,5 , 60 mM EDTA,
0,4 % Triton X-100, 2,5 M LiCl, A. bidest ) resuspendiert. Zur Lyse der Bakterien wurde
Lysozym (Boehringer Mannheim, Deutschland), in einer Endkonzentration von 1 mg/ml zur
Resuspension pipettiert und vorsichtig gemischt. Hiernach folgten Inkubationen fiir 5 min bei
RT, 2 min bei 95 °C und 5 min auf Eis. Das Lysat wurde bei 20.000 x g fiir 15 min
abzentrifugiert, das Pellet mit einem sterilen Zahnstocher entfernt und der Uberstand
weiterverarbeitet. Zum Uberstand wurden 0,6 bis 0,8 Volumina Isopropanol dazugegeben,
gemischt , und optional fiir 30 min bis 1h bei -20 °C inkubiert, und anschliefend 15 min bei
20.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet (DNA) zwei mal mit

je 200 ul 70 % Ethanol gewaschen, dem sich jedesmal ein weiterer Zentrifugationsschritt,
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20.000 x g fiir 6 min, anschloss. Das gereinigte Pellet wurde luftgetrocknet und in 50 pl 1x
TE-Puffer (10 mM TrisHCL, ph 8, ImM EDTA), inklusive RNAse A, aufgenommen. Da in
dieser Priaparation RNA vorhanden ist, wurde der 1x TE-Puffer mit RNAse A (Boehringer
Mannheim, Deutschland), Endkonzentration 10 pg/ml, versetzt. Der 1x TE/RNAse-DNA-
Ansatz wurde fiir 5 min bei RT und hiernach 5 min bei 65 °C inkubiert und anschlieBend
kurz  abzentrifugiert. @ Die = DNA  wurde  mittels  Restriktionsverdau  und

Agarosegelelektrophorese analysiert.

2.2.10 Midi Plasmidpriparation

Die Priparation groBerer und reiner Mengen an Plasmid-DNA wie sie z.B. fiir die
Transfektionen verwendet wurden erfolgten unter Verwendung des QIAGEN Plasmid Midi
Kits (Qiagen, Deutschland) und folgte den Herstellerangaben. Die gereinigte DNA wurde in
mit RNAse A versetzten 1x TE-Puffer aufgenommen. Die Konzentration der DNA wurde

gemessen und auf 1 pg/ul eingestellt.

2.2.11 Agarosegelektrophorese

In TAE Puffer (50x TAE: pHS8,3, 2 M Tris, | M Essigsdure, 50mM EDTA) wurde 1 % (w/v)
Agarose in der Mikrowelle aufgekocht und nach Abkiihlung auf 60 °C und Zugabe von
Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,5 pg/ml) in die Gelformen mit Plastikkdmmen fiir die
Geltaschen gegossen. Die DNA-Probe wurde mit 0,5-fach TAE-Puffer und Probenpuffer (60
mM EDTA, 30 % (v/v) Glyzerol, 0,5 ng/ml Bromphenolblau) auf 10 pl aufgefiillt. Die Probe
wurde in die Geltaschen des Geles pipettiert und das Gel bei einer Spannung von 50 V zum
Einziehen der Probe und 80 V zum Auftrennen der Probe elektrophoriert. Die Laufweite des
Geles wurde anhand der Bromphenolblaubande eingeschitzt und die Elektrophorese bei
Erreichen der gewliinschten Auftrennung der DNA beendet. Die (meist bekannten) Gréfen der

DNA wurden im Vergleich mit dem mitaufgetragenen Molekulargewichtsmarker abgeschétzt.

2.2.12 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Die durch Ethidiumbromid markierten DNA-Banden wurden auf dem UV-Leuchttisch
ausgeschnitten. AnschlieBend erfolgte die Isolation der aufgetrennten bzw. aufgereinigten
DNA-Fragmente bzw. Plasmide aus dem Agarosegel mit dem NuClean Kit von ENERGENE
(Energene, Deutschland) nach Angaben des Herstellers.
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2.3 Proteinbiochemische und immunologische Methoden

2.3.1 Expression und Priparation rekombinanter Proteine aus E. coli

Von einer Ubernachtkultur E. coli BL21(DE3)pLysS, in die die Vektoren pET-23W2 mit
cDNA-Insert transformiert worden war, wurden 1 ml fiir die Animpfung von 500 ml LB-
Medium, inklusive 100 pg/ml Ampicillin, 34 pg/ml Chloramphenicol und 2 % (w/v) Glucose,
genutzt. Der Ansatz wurde bei 37°C auf dem Schiittler bei 175 rpm fiir 3 h kultiviert bis die
Kultur eine ODgyo zwischen 0,8 und 1 erreicht hatte. Die Proteinexpression wurde durch
Zugabe von von X pl 1M IPTG (Endkonzentration 0,1 -0,5 mM) induziert und die Bakterien
fiir weitere 3 h kultivert. Die Bakterien wurden anschlieBend bei 4000-5000 x g, fiir 5 min,
bei 4 °C sedimentiert. Das Bakterienpellet wurde bei -20 °C gelagert und fiir die Aufreinigung
der rekombinanten Proteine verwendet. Die Aufreinigung der mit einer C-terminalen
Hexabhistidinsequenz fusionierten rekombinanten Proteine iiber eine Ni-NTA-Matrix erfolgte
mit dem Qiagen Kit (The QIAexpressionist) unter nativen Bedingungen. Das Bakterienpellet
wurde auf Eis fiir 15 min aufgetaut und in Puffer A (pH 8, 50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl,
10 mM Imidazol) resuspendiert und durch Zugabe von Lysozym (Endkonzentration 1mg/ml)
fiir 30 min auf Eis lysiert. Die lysierten Zellen wurden auf Eis sonifiziert (5 x 10 s, 200-300
W mit UP50H, Hielscher Systems GmbH) und anschlieBend bei 10.000 x g, 4 °C fiir 20-30
min pelletiert. Der Uberstand wurde 4:1 mit Ni-NTA-Agarose (v/v) gemischt und fiir eine
Stunde bei 4 °C auf einer Wippe inkubiert. In dieser Zeit banden die Hexahistidin-Sequenzen
an die Ni-NTA-Agarose. Unspezifische Bindungen von bakteriellen Proteinen iiber Histidine
an die Ni-NTA-Agarose- wurden durch 10-20 mM Imidazol im Puffer A und B (pH 8, 50
mM NaH,PO4, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol) unterbunden. Der Ansatz wurde bei 300 x g
sedimentiert, der Uberstand verworfen, das Pellet 2 x mit 4 ml Puffer B gewaschen und erneut
zentrifugiert. Das Pellet wurde hiernach in 500 pl Puffer B aufgenommen und in die mit
Puffer B (2 ml) equilibrierte Leersdule (mit Fritte) transferiert. Nach Durchlauf des
Waschpuffers wurde das Protein mit 4 x 500 ul Elutionspuffer (pH 8, 50 mM NaH,PO4, 300
mM NaCl, 250 mM Imidazol) von der Ni-NTA-Matrix eluiert. Die 500-ul-Fraktionen wurden
in EppendorfgefiBlen aufgefangen und anschlieBend weiterverwendet bzw. auf Eis im
Kiihlraum gelagert. Der Proteingehalt der einzelnen Fraktion wurden durch folgenden
Schnelltest tberpriift: 1 pl der Fraktion wurden auf Nitrozellulosemembran getropft,
getrocknet und 5Smin mit Ponceau-Rot-Losung (0,2 % (w/v) Ponceau-Rot, 0,01 % (v/v)

Essigséure, 0,15 % (w/v) Trichloressigsdure, 0,15 % Sulfosalicylat, alles in A.dest) geférbt, in
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A. dest entfarbt und getrocknet. Die Fraktionen mit dem hochsten Proteingehalt wurden in

einer SDS-PAGE iiberpriift.

2.3.2 Praparation von Aktin aus Muskelgewebe

Es wurden 500g gehacktes Hiihnerfleisch (hier Brustmuskel) mit 1,5 1 eiskaltem Hochsalz-
Extraktionspuffer (300 mM KCI, 150 mM KHPO4 20 mM EDTA, 5mM MgCl,, 1 mM ATP,
pH 6.5) gemischt. Nach Zugabe von 1,5 1 eiskaltem A. dest wurde das Hiihnerfleisch mittels
Blender homogenisiert und bei ca. 3500 x g und 4°C fiir 12 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und in 0,5 Vol Waschpuffer (40 mM KCI, 2 mM MgCl,, 1 mM DTT, 0,5
mM EGTA, 10 mM Imidazol, 10 mM TRIS, pH 6.5) und 0, 5 Vol A.dest. erneut
homogenisisert. Dieser Schritt wurde nochmals wiederholt. Das Pellet wurde hiernach in
eiskaltem Wasser homogenisiert und abzentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde noch weitere
3x wiederholt, wobei die letzte Zentrifugation auf 30 min ausgedehnt wurde. Der Uberstand
wurde verworfen, das Pellet mit 3 Vol eiskaltem Aceton versetzt, homogenisiert und
anschlieBend zentrifugiert. Dieser Schritt, der zur Entfernung des Wassers diente, wurde
weitere 3x wiederholt. AbschlieBend wurde das Pellet nochmals in eiskaltem Aceton
homogenisiert. Das Aceton wurde liber Vakuumpumpe, Fritte und Filterpapier vom Pellet
abgetrennt und verworfen. Das so ,.,trockene* Pellet wurde (mit Handschuhen) zerkleinert und
zur weiteren Trocknung iiber Nacht auf Filterpapier ausgelegt. AnschlieBend wurde das
Gewicht bestimmt. Das fertige Acetonpuder wurde bei -20°C bzw. -70°C gelagert. Es enthélt
neben Aktin auch diverse aktinbindende Proteine wie Tropomyosin und o-Aktinin.

Die Isolierung von G-Aktin aus einer Acetonpuderpréparation erfolgte folgendermalen:
Hierzu wurden 1 g Acetonpuder in 10 ml eiskaltem G-Aktin-Puffer (0,2 mM ATP, 0,2 mM
CaCl,, 20 mM Imidazol, pH 8.0) fiir 30 min bei 4 °C vermischt. Der G-Aktin-Puffer mit dem
extrahierten Aktin wurde in ein anderes Gefal3 iiberfiihrt und auf Eis bei 4 °C gelagert. Das
Acetonpuderpriparat wurde wiederum in in 10 ml G-Aktinpuffer aufgenommen und die oben
beschriebene Prozedur wiederholt. In einer Ultrazentrifugation von 20 min bei 4 °C und
10.000 g wurden mdgliche im Extrakt vorhandene denaturierte Proteine sedimentiert. Der
klare Extrakt wurde, zur Anreicherung von G-Aktin, einem Zyklus an Aktin-Polymerisation
und -Depolymerisation unterzogen. Die Polymerisation wurde durch Zugabe von MgCl,
(Endkonzentration 1,5 mM) und KCIl (Endkonzentration 100-150 mM) induziert und fiir 45
bis 90 min auf Eis geriihrt, bis die Losung viskos wurde. Eine Ultrazentrifugation bei 100.000
g, 1-2 h, 4 °C sedimentierte das F-Aktin. Das Pellet wurde in 5-10 ml G-Aktinpuffer

aufgenommen. Das Pellet, in G-Aktinpuffer resuspendiert, wurde gegen frischen G-
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Aktinpuffer (2 1) liber 2 Tage bei 4 °C, dialysiert, um eine Depolymerisation des F-Aktins zu
erreichen. Der zur Dialyse verwendete G-Aktin-Puffer wurde alle 12 Stunden, frisch
angesetzt, erneuert. Die G-Aktin Préparation wurde fiir maximal 1 Woche auf Eis gelagert

und fiir die Aktin-Kosedimentations-Versuche eingesetzt.

2.3.3 Aktinbindungsassay

Der Aktinbindungsassay erlaubt die Analyse von Proteinen oder Proteindoménen auf ihre
mogliche Aktin-bindenden und —biindelnden Aktivititen. Weiterhin kann iiber die Sattigung
der F-Aktinfilamente mit dem Protein X das molare Verhéltnis zwischen Aktin und Protein X
ermittelt wurden. Das G-Aktin wurde aus einer Acetonpuderpriparation des Brustmuskels des
Huhnes extrahiert. Die Konzentration der G-Aktinpréparation wurde mit dem BCA-Assay
festgestellt. Der Assay wurde in den Ultrazentrifugengefassen in einem Gesamtvolumen von
100 pl und mit einer Aktinkonzentration von 5 uM durchgefiihrt. Es wurden 20 pl 25uM G-
Aktinpraparation mit 8 pl 10x Polymerisationspuffer (2 mM ATP, 10 mM EGTA, 20 mM
MgCl,, 1000 mM KC1 , 200 mM Imidazol, pH 7,5) 52 ul A. bidest versetzt. Die Ansétze
wurden flir 45 min bei RT zur vollstaindigen Polymerisation des G-Aktins inkubiert. Zu dem
polymerisierten Aktin wurden 20 pl steigender Konzentrationen an Protein X (in 1x
Polymerisationspuffer) gegeben, so dal das Gesamtvolumen 100 pl betrug. Die Ansitze
wurde flir weitere 45 min bei RT inkubiert und anschlieBend bei 4 °C und 100.000 g fiir die
F-Aktinbindungsanalyse (Sedimentation der F-Aktinfilamente) bzw. 10.000 g fiir die F-
Aktinbiindelungsanalyse (Sedimentation der F-Aktinbiindel) fiir 45 min ultrazentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und mit 25 pl 5x SDS-Probenpuffer versetzt. Das Pellet wurde
in 100 pl 1x Polymerisationspuffer und 25 pl 5x SDS Probenpuffer aufgenommen. Beide
Proben wurden in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese miteinander verglichen. Bei
einer Bindung des Proteins X an F-Aktin wird dieses mit dem F-Aktin sedimentieren. Eine
Sattigung des F-Aktins mit Protein X ist in den Pelletfraktionen daran erkennbar, daf3 eine
Zunahme des Proteins im Ansatz keine Zunahme im Pellet folgt, sondern dieses im Uberstand
verbleibt. Bei Bilindelung des F-Aktins durch das Protein X erfolgt eine von der Konzentration
des Proteins X abhédngige Zunahme an sedimentierten F-Aktinbiindel (F-Aktinfilamente

werden nicht sedimentiert).
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2.3.4 Proteinextraktion aus Zellkulturzellen

Zur Gewinnung von Proteinextrakten aud Zellkulturzellen wurden diese zweimal kurz mit
kaltem PBS gewaschen, anschlieBend mit 95 °C heilem 4x SDS-Probenpuffer versetzt und
mit Gummischaber von der Kulturschale geldst. Die Zellen wurden in ein Eppendorfgefal3
tiberfiihrt, fiir 2 min bei 95 °C inkubiert und durch eine diinne Spritzenkaniile zur
Homogenisation und Scheren von DNA aufgezogen. Die Endkonzentration von 1 x SDS-
Probenpuffer wurde durch entsprechende Zugabe an A. dest und die vollstindige
Denaturierung durch Inkubation der Proben fiir weitere 2 min bei 95 °C errreicht. Die Proben

wurden bei -20 °C gelagert.

2.3.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung der isolierten Proteine erfolgte durch einen Bicinchoninsdure
(BCA)-Assay (Interchim, Osterreich) nach Angaben des Herstellers. In diesem durch hohe
Empfindlichkeit und geringe Storanfilligkeit gekennzeichneten Assay bindet Cu®" in einer
Biuretreaktion insgesamt 4 Amidgruppen zweier Proteine oder Peptide in einer alkalischen
Lésung. Die Bindung reduziert Kupfer zu Cu'", das von der Bicinchoninsiure chelatiert und
einen Farbumschlag von Apfelgriin (freie BCA) nach Blau-Violett (mit Kupfer komplexierte
BCA) ergibt. Die Farbintensitit ist von der Proteinkonzentration linear abhdngig. Die
Messung erfolgte bei einer Wellenldnge von 562 nm. Als Standard wurde BSA (Interchim,

Osterreich) benutzt.

2.3.6 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gele

Die Proteinproben wurden mit einem Drittel ihres Volumens mit SDS-Probenpuffer (10 %
SDS (w/v), 15 % B-Mercaptoethanol, 30 % (v/v) Glyzerin, 0,3 % (w/v) Bromphenolblau, 3
mM EDTA, 30 mM Tris-HCI, pH 8,4) gemischt und fiir 1 min bei 95 °C inkubiert. Die
Proben wurden in die Geltaschen der Sammelgele der SDS-Polyacrylamid-Gele aufgetragen.
Bei den hier verwendeten SDS-PA-Trenngelen handelte es sich um lineare Polyacrylamidgele
verschiedener Konzentrationsbereiche (6-12 %), die in Abhédngigkeit von den Grofen der zu
separierenden  Proteine = gegossen  wurden. Die  Sammelgele besalen eine
Polyacrylamidkonzentation von 3 %. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei konstanter
Stromstirke (10 mA) oder konstanter Spannung (100 V) in einem Laufpuffer ( 0,1 % (w/v)
SDS, 50 mM Tris, 384 mM Glyzin). Die Anfarbung der Proteinbanden im Gel erfolgte fiir 20-
30 min in einer Firbelosung (5 g Coomassie Blau R 250, 185 ml Essigsdure, 900 ml



Material und Methoden 33

Methanol, A. dest auf 2 1) mit anschlieBend er mehrstiindiger Entfarbung ( 1,5 1 Essigséure, 1
1 Methanol, A. dest auf 3 1).

2.3.7 Proteintransfer

Der Proteintransfer der liber die SDS-PAGE aufgetrennten Proteine erfolgte iiber das
Nassverfahren (Tankblot). Filterpapier, Schaumstoffkissen und Nitrozellulosemembran
wurden jeweils in Puffer (25 mM Tris-Base, 192 mM Glyzin, 18 % Methanol, 0,01 % SDS)
getrankt. Auf die Kathodenseite der Kassette wurden 1 Schaumstoftkissen und 2 Filterpapiere
gelegt, worauf das Gel platziert wurde. Auf das Gel wurden, in Richtung Anode,
Nitrocellulosemembran sowie 2 Filterpapiere und 1 Schaumstoffkissen platziert. Die fertige
Kassette wurde in die mit kaltem Puffer gefiillte Blot-Kammer gesetzt. Der Proteintransfer
erfolgte im Kiihlraum, auf einem Riihrer, bei konstanter Stromstirke (250 mA) iiber Nacht.
Die Nitrozellulosemembran wurde hiernach abgenommen, kurz in A. dest gewaschen und fiir
2-3 min in Ponceau-Rot gefirbt, in A. dest entfdarbt, getrocknet und dokumentiert.

Markerbanden usw. wurden mit Bleistift markiert.

2.3.8 Immunmarkierung und Detektion von Proteinen auf Nitrozellulose

Der Nachweis spezieller Proteinbanden auf der Nitrozellulosemembran erfolgte iiber die
Immundetektion mit spezifischen Antikérpern. Die Nitrozellulosemembran wurde zur
Verhinderung unspezifischer Signale fir 1 h mit 5 % Blockmilch (5 % (w/v)
Magermilchpulver in TBS/T) inkubiert. Die Blockmilch wurde abgesaugt und die Antikorper-
PBS/T-Losung fiir mindestens 1 h bei RT aufgetragen. Die Membran wurde anschlie3end
zwei mal kurz und zwei mal 5 min mit TBS/T gewaschen. Danach erfolgte eine einstiindige
Inkubation mit dem sekundiren Antikorper und ein Waschschritt. Die Detektion des
sekunddren Antikorpers, der mit einer Meerrettich-Peroxidase konjugiert ist, erfolgte iiber
Chemilumineszenz. Die Nitrozellulosemembran wurde fiir 5 min in einer Luminol-
Verstirkerlosung getrinkt. Hierbei oxidiert die Peroxidase Luminol, was zu einer Emission
bei 430 nm und Belichtung des Rontgenfilms flihrt. Die Nitrozellulose wurde in Klarsichtfolie
eingelegt, um das NaBwerden des Films zu verhindern, und zur Belichtung des Rontgenfilms
in eine Filmkassette gelegt. Die Belichtungsdauer wurde der Stirke des Signals angepalit. Es
wurde das Chemilumineszenz Kit Supersignal® West Pico von Pierce benutzt (Pierce

Biotechnology Inc. USA).
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2.3.9 Antikorper-Antigen-Bindungsassay

Zur Uberpriifung der Spezifitit der Antikdrper wurde ein Antikdrper-Antigen-Bindungsassay
durchgefithrt. Hierzu wurden rekombinant exprimierte Proteine in verschiedenen
Konzentrationen, die die Antigene bzw. ein Negativ-Kontrollpeptid darstellten mit den zu
testenden Antikorpern fiir 24 h bei 4 °C inkubiert. Mogliche Aggregationen wurden
anschlieBend  kurz abzentrifugiert. Die Ansédtze wurden wie beschrieben fiir die
Immunmarkierung (Nitrozellulose, Zellen, oder Gewebe) weiterverwendet. Spezifische
Immunsignale (Immundetektion) sollten konzentrationsabhidngig durch die Bindung des
Epitops am Antikérper reduziert bzw. eliminiert wurden. Die Kontrolle sollte hierbei keinen
EinfluB aufweisen. Unspezifische Signale bleiben erhalten. Die verschiedenen
Konzentrationen an Antigen und Kontrollpeptid verhindern, dal eine beobachtete
Blockierung der Immunreraktivitdt des zu iiberpriifenden Antikérpers oder Antiserum nur auf

unspezifische, allgemeine Blockierung durch z. B. zu viel Protein erfolgte.

2.4 Histologische und immunhistologische Methoden und Mikroskopie

2.4.1 Priaparation von Gefrierschnitten

Skelettmuskelgewebe wurde in von fliissigem Stickstoft gekiihlten Isopentan schockgefroren.
Das Schneiden der Gefrierschnitte (5- 8 pm Dicke) erfolgte mit dem Mikrotom-Kryostat HM
500 OM von MICROM bei -20 °C. Die Schnitte wurden auf Objektrager {iberfiihrt und bei -
80 °C gelagert. Die Fixierung und Permeabilisierung fiir die Immundetektion erfolgte fiir
jeweils 5 min in Methanol und Aceton (beide -20 °C). Die Schnitte wurden luftgetrocknet, mit
einem Fettstift umrandet, in PBS gewaschen und hiernach fiir die Immunfluoreszenz

weiterverwendet.

2.4.2 Praparation von Zellen

2.4.3 Indirekte Immunfluoreszenz

Zur Detektion der intrazelluldren Verteilung zell- und gewebespezifischer oder ektopisch
exprimierter Proteine wurden die Zellen bzw. Gewebeschnitte fixiert und permeabilisert.
Nach einem Waschschritt in PBS wurden zur Blockierung von unspezifischen
Immunreaktionen 10 % normales Ziegenserum in PBS/T auf die Préaparate fiir 15 min bei RT

aufgetragen. Der primére Antikorper (in PBS/T), zur Detektion des nachzuweisenden Proteins
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wurde fiir 1 h bei RT auf die Pridparate appliziert. Nichtgebundene Antikérper wurden
anschliefend in einem 2 x 5 miniitigen Waschschritt in PBS/T entfernt. Hiernach erfolgte zur
Detektion des primdren Antikorpers die Applikation des sekunddren Antikorpers fiir 1 h bei
RT. Dem anschlieBenden Waschschritt folgte die Einbettung in Mowiol. Die hier
verwendeten Antikorper sind im Anhang unter Tab. 13 S. 128 aufgelistet.

2.4.4 Mikroskopie und Bildbearbeitung

Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mit dem Zeiss Axiovert 200 (Zeiss, Deutschland)
mit dem ,,Plan Neofluar“-Objektiv , 63x/1,25, Ol, Ph3 (Zeiss) unter Verwendung einer CCD
RT Monochrome SPOT Camera (Diagnostics instruments, Inc. USA), durchgefiihrt. Das
Mikroskop war mit einem extern ansteuerbaren Filterrad (Visitron Systems, Deutschland) mit
Filtern fiir eine Einzelanregung bei 395 nm (DAPI), 484 nm (FITC, GFP) und 555 nm
(TRITC, Cy3) ausgestattet, die auf einen Filterkubus mit einem Farbteiler und Emissionsfilter
(61000 v2 SBX, Chroma Technology Corp., USA) fiir die 3 entsprechenden Emissionen
abgestimmt waren. Desweiteren wurden Aufnahmen unter Verwendung der Filtersets 02 (BP
530-583 FT 600 LP 615 nm; Texasred) und 10 (BP 450-490 FT 510 BP 515-565, GFP, FITC)
von Zeiss (Zeiss, Deutschland) gemacht. Die Lebendaufnahmen der Zellen erfolgten im
geschlossenen Focht Chamber System, FCS2 unter Verwendung der Heizeinheiten; Bioptechs
Objective und FCS2 Controller (Bioptechs, Inc., USA) bzw. im offenen Kammersystem von
Warner Instruments, Inc., USA unter Verwendung der Heizeinheit one Chan Heat Controller
(Warner Instruments, Inc., USA). Die Aufnahmen erfolgten mit dem auf Mikroskop und
Kamera abgestimmten Programm Metamorph 4.6 (Visitron Systems, Deutschland), das
Filterrad und CCD Kamera steuerte. Die Nachbearbeitungen der Aufnahmen erfolgten im
Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems Inc., USA) und Corel Draw 10 (Corel Corp., USA).

2.5 Zellkultur von Siugerzellen

2.5.1 Auftauen, Passagierung und Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden (in einem 2 ml Einfriergefdl3 eingefroren) aus dem Sticktoff geholt und in
einem 37° C warmen Wasserbad schnellstmoglich aufgetaut. Das Auftauen sollte schnell
erfolgen, da im Einfriermedium DMSO enthalten ist, und dieses in einigen Primérkulturen
und etablierten Zelllinien den intrazelluliren Kalziumgehalt ansteigen 14t (Morley und
Whitfield, 1993). Kalzium kann in einigen Zellkulturen u.a. als Differenzierungsstarter

wirken (Morley und Whitfield, 1993). Die Zellen wurden daher mindestens 1:5 bis 1:10 in
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vorgewarmten, 37° C warmen Zellkultur-Medium verdiinnt. Eine anschlieBende
Zentrifugation bei ca 200 g fiir 5 min bei Raumtemperatur sedimentierte die Zellen. Der
Uberstand wurde abgesaugt und einer anschlieBenden, schonenden Resuspension im warmen
Zellkulturmedium folgte die Aussaat der Zellen in geeigneter Zelldichte und Zellkulturschale.

Zum Passagieren der Zellen wurden alle verwendeten Medien und Losungen auf 37 °C
vorgewdarmt. Das Zellkulturmedium wurde abgesaugt und die Zellen wurden kurz und
vorsichtig mit 0,5mM EDTA/PBS gespiilt. Das EDTA soll hierbei Kalzium binden, welches
in der Adhésion der Zellen beteiligt ist. Der Waschschritt sorgt desweiteren fiir die Ablosung
und Herauswaschung toter Zellen und Zelltriimmer. Das EDTA/PBS wurde abgesaugt. Das
Ablosen der Zellen erfolgte durch Zugabe von 1-2 ml einer PBS-Trypsin-Losung. Der in %
angegebene Trypsingehalt wurde der Empfindlichkeit der verwendeten Zellen angepal3t. Fiir
die Ablosung und Vereinzelung der Zellen wurden die Zellen bei 37 © C im Brutschrank
inkubiert. Je nach Zelllinie dauerte diese Ablosung zwischen 2 bis 8 min. Der
Trypsinisierungsproze3 wurde mit 2 Volumen des Kulturmediums abgeblockt und die
vereinzelten und nun abgerundenten Zellen wurden vorsichtig resuspendiert. Diese
Suspension wurde nun in geeigneter Zelldichte passagiert.

Fiir das Einfrieren der Zellen wurden diese wie gehabt fiir die Passagierung trypsinisiert.
Der Trypsinierungsproze3 wurde durch Zugabe von mindestens 2 Volumen an warmem
Zellkulturmedium abgeblockt. Die Zellen wurden schonend resuspendiert. FEine
Zentrifugation bei 200 g fiir 5 min bei Raumtemperatur sedimentierte die Zellen. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in einem eiskalten Zellkulturmedium oder FCS
resuspendiert, welches mit DMSO, als , Frostschutzmittel versetzt war. Die genaue
Zusammensetzung des Einfriermediums war den verschiedenen Zellen angepalit. Die
resuspendierten Zellen wurden als 1 ml-Aliquot in einem Einfriergefdfl fiir 1 Stunde bei -20
°C und -80 °C iiber Nacht eingefroren und anschlieBend in fliissigem Stickstoff (fiir eine
,sunbegrenzte® Dauer) gelagert. Bei der Aliquotierung ist darauf zu achten, dal3 eine fiir die
Starterkultur ausreichende Zelldichte vorhanden ist.

Alle hier verwendeten Zellinien und Zellkulturen wurden in einem NuAir Inkubator bei 37

°C, 5 % CO, und einer gesittigten Luftfeuchte kultiviert.

2.5.2 Invitro Kultur von A7r5-Zellen

Die A7r5-Zellen (ATCC, CRL-1444) sind Glattmuskulatur-Zellen mit adultem Phénotyp, die
aus der Aorta von Rattenembryonen (Rattus norvegicus) gewonnen wurden (Firulli et al.

1998). Die Aussaat und Kultivierung erfolgte in DMEM mit 10 % FCS, 2 % L-Glutamin, 1 %



Material und Methoden 37

Penicillin/Streptomycin, 2 % Na-Pyruvat und 1 % MEM (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland). Das Medium der Zellen wurde alle 2 bis 3 Tage erneuert und die Zellen bei
Erreichen der optischen Konfluenz 1:2 bis 1:3 subkultiviert. Das Abldsen der Zellen erfolgte
mit 0,1 % Trypsin-PBS. Die Zellen wurden in Kulturmedium mit 5 % DMSO eingefroren.

Fiir die Lebendaufnahmen wurde das Medium statt mit DMEM mit L-15 (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) angesetzt.

Fiir die Kultivierung der myogenisierten, konfluenten A7r5-Zellen wurden diese 24 h nach
Transfektion auf einer 50/50 Mischung aus Differenzierungsmedium fiir Skelettmuskelzellen
(PromoCell, Heidelberg, Deutschland) und einem Medium aus DMEM supplementiert mit 2
% L-Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin und 0,4 % Ultroser G (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) kultiviert

2.5.3 Invitro Kultur von B16F1-Zellen

Bei den B16F1-Zellen (ATCC, CRL-6323) handelt es sich um eine Melanomzelllinie der
Maus (Mus musculus). Die Aussaat und Kultivierung der Zellen erfolgte in DMEM mit 10 %
FCS, 2 % L-Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin, 2 % Na-Pyruvat und 1 % MEM
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland). Das Medium der Zellen wurde alle 2 bis 3 Tage
erneuert und die Zellen bei Erreichen der optischen Konfluenz 1:10 subkultiviert. Das
Abldsen der Zellen erfolgte mit 0,25 % Trypsin-PBS. Die Zellen wurden in Kulturmedium
mit 5 % DMSO eingefroren.

B16F1-Zellen auf Laminin beschichteten Glas- oder Zellkulturschalenoberflichen zeigen
eine erhohte Motilitdt mit ausgeprdgten Lamellipodien. Die Beschichtung der Oberflache
erfolgte mit 25 pul/ml Laminin (L-2020, Roche Diagnostics).

Fir die Lebendaufnahmen wurde das Medium statt mit DMEM mit L-15 (Invitrogen,

Karlsruhe, Deutschland) angesetzt.

2.5.4 Invitro Kultur von Humanen Skelettmuskelzellen

Bei den Humanen Skelettmuskelzellen, HSkM, handelt es sich um eine Primérzellkultur aus
humanen, adulten Satellitenzellen (Homo sapiens sapiens, Muskelbiopsie), die unter
speziellen Kulturbedingungen proliferativ oder differenzierend gehalten wurden kénnen (van
der Ven et al., 1992). Differenzierende HSkM Myoblasten fusionieren zu multinukleéren
Myotuben und groBflichigen Synzytien und bilden quergestreifte und kontraktile
Mpyofibrillen aus. Die Aussaat und Kultivierung der Zellen erfolgte in DMEM mit 20 % FCS,
1 % L-Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin und 2 % Ultroser G (alles Invitrogen,
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Karlsruhe, Deutschland). Fiir eine Diffenzierung wurden die Zellen in
Differenzierungsmedium fiir Skelettmuskelzellen (PromoCell, Heidelberg, Deutschland)
tiberfithrt. Wahrend des Differenzierungsprozesses wurde das Medium alle 2 Tage zur Hélfte

aufgefrischt. Zum Einfrieren der Zellen wurde FCS mit 10 % DMSO verwendet.

2.5.5 Invitro Kultur von PtK2-Zellen

Bei den PtK2-Zellen handelt es sich um epitheliale Zellen aus der Niere der Kidngeruh-Ratte
(Potorous tridactylis). Die Aussaat und Kultivierung erfolgte in DMEM mit, 10 % FCS, 2 %
L-Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin, 2 % Na-Pyruvat und 1 % MEM (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland). Das Medium der Zellen wurde alle 2-3 Tage erneuert, die Zellen mit
0,1 % Trypsin/PBS abgelost und 1:2 bis 1:3 subkultiviert. Zum Einfrieren der Zellen wurde
Kulturmedium mit 5 % DMSO verwendet.

Fiir die Lebendaufhahmen wurde das Medium statt mit DMEM mit L-15 (Invitrogen,

Karlsruhe, Deutschland) angesetzt.

2.6 Transiente Transfektionen von Siugerzellen

Die Transfektion von DNA und deren Expression in verschiedenen Zellsystemen ist ein
wichtiges Werkzeug in der Erforschung von Genen und Genprodukten. Das Einbringen der

DNA kann hierbei vielfiltig erfolgen.

2.6.1 Transfektionen mit FuGENE 6

FuGENE™ von Bochringer Mannheim enthilt ein Gemisch aus Lipiden und nicht néher
benannten Komponenten in 80 % Ethanol (Handbuch, FuGENE Boehringer Mannheim).

Fiir die Transfektion einer im Durchmesser 2 cm grof8en Kulturschale wurden in einem
Eppendorfgefiss auf 97 - 94 ul DMEM 3-6 ul FuGENE 6-Reagenz gegeben (Gesamt 100 pl).
Hierbei ist es wichtig, das Reagenz direkt in das DMEM zu geben, da eine Adsorption am
Plastikrohrchen eine Ablosung von Kunststoffmachern bewirken kann. Diese wiirden sich
negativ auf die Transfektionseffizienz auswirken. Das Rohrchen mit der verdiinnten
FuGENE-Reagenz verblieb fiir 5 min bei RT. Zu dem Ansatz wurden 1-2 ug DNA pipettiert
und mit dem DMEM/Reagenz durch sanftes Pipettieren gemischt. Der Ansatz wurde fiir 10-
15 min bei RT belassen. Die Zellen wurden mit frischem Medium versorgt und der
Transfektionsansatz tropfenweise zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden 5 bis 8 Stunden
oder tiiber Nacht transfiziert, das Medium hiernach gewechselt. Die Analyse der

Transfektionsrate und der Expression der rekombinanten Proteine erfolgte frithestens 12 bis
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24 Stunden nach Transfektionsbeginn (pT). Fiir Doppeltransfektionen wurden die gleichen
Mengen an DNA fiir jedes Plasmid (1-2 pg DNA) beibehalten ohne die Volumina der

Transfektionsreagenz zu erhdhen.

2.6.2 Transfektionen mit Superfect

Superfect'™ von Qiagen enthilt Dendrimere die miteinander interagieren und somit eine
verzweigte spherikale Architektur, mit definierter Grofe und Struktur aufbauen. Diese
sphericale Architektur, endet in positiv geladenen Aminogruppen, die mit den negativ
geladenen Phosphatgruppen der Nukleinsduren interagieren. Die Interaktion erfolgt hierbei
dhnlich wie zwischen Histon und DNA. Die DNA-Dendrimer-Komplexe besitzen weiterhin
eine positive Nettoladung und konnen so mit negativ geladenen Rezeptoren, wie z.B
sialylisierten Glykoproteinen, in Kontakt treten. Eine Endozytose bringt die Komplexe als
Lysosom in die Zelle. Die Superfect'™-Reagenzien bewirken 1. eine Assemblierung der DNA
in kompakten Strukturen, 2. eine Anlagerung an die Zelloberfliche und 3. eine Abpufferung
der Lysosomen (pH-Inhibierung der lysosomalen Nukleasen) nach Fusion mit den
Endosomen. Somit wird ein sicherer Transport der Superfect/NS-Komplexe in den Zellkern
gewihrleistet (Superfect Handbuch, Qiagen).

Fiir eine Transfektion einer kleinen Kulturschale mit 2 cm Durchmesser wurden in ein
Eppendorf-Gefdss 2pg DNA, 100ul DMEM und 10pul Superfect durch 10 s Vortexen
miteinander vermischt und fiir 10 min stehen gelassen. In dieser Zeit, bildeten sich die DNA-
Superfect-Komplexe aus. Nach 10 min erfolgte die Zugabe von 600 pl Kulturmedium zum
DNA-Superfect-Ansatz. Das Kulturmedium der Zellen wurde abgesaugt und die Zellen
wurden mit 2ml DMEM vorsichtig gespiilt. Nach Absaugen des DMEMs erfolgte das
Auftragen der Superfect/DNA/Kulturmedium-Lésung. Nach einer 3 bis 5 stiindigen
Inkubation im Inkubator (37°C, 5 % CO;) wurde die Losung abgesaugt, die Zellen mit
DMEM gewaschen und 2 ml Kulturmedium dazugegeben (nach Handbuch Superfect,
Quiagen). Fiir die Expression des Plasmid bzw. des Inserts wurde den Zellen fiir mindestens
24 Stunden Zeit gelassen.

Fiir Doppeltransfektionen wurden die gleichen Mengen an DNA fiir jedes Plasmid (1-2 pg

DNA) beibehalten, ohne die Volumina der Transfektionsreagenzien zu erhdhen.
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2.7 Latrunculin-A-Behandlung der Zellen

Latrunculin-A stellt ein membrangéngiges Gift dar, das an Aktinmonomere bindend, eine
Polymerisation dieser zu F-Aktin verhindert. Die Wirkung ist konzentrationsabhingig und
reversibel (Yarmola et al., 2000). Latrunculin A (Mr 421,6 g/mol), aus Latruncula magnifica
(L5163, Sigma-Aldrich) wurden als 100 pg in 80 % Ethanol gelost. Diese Stammldsung (46
puM) wurde in Aliquots bei -20 °C gelagert. Fiir die Versuche mit einer Molaritdt von 0,5 uM
Latrunculin A wurden 5 ml Kulturmedium mit 54 pl Latrunculin A-Ethanol Gemisch versetzt.
Das Medium wurde auf die Zellen appliziert und die Zellen zu bestimmten Zeitpunkten
fixiert. Als Negativkontrolle dienten hierbei Zellen, denen nur das entsprechende Volumen an

Ethanol zugegeben wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 Sequenzanalyse von hXirp1 und hXirp2

Wang und Kollegen beschrieben das durch multiple charakteristische 16-AS-Motive
gekennzeichnete Protein zum erstenmal im Huhn (G. gallus) und bezeichneten es als cXin
(AF051944). Weiterhin beschrieben sie ein zu cXin homologes Protein der Maus (M.
musculus) und bezeichneten es als mXin (AC092053, RP11-331G2, Wang et al., 1999). Die
repetitiven 16-AS-Motive stellten in beiden Fillen die Hélfte des Proteins dar.

Ein zu mXin und cXin homologes humanes Xin-Protein wurde erstmals in unserer
Arbeitsgruppe kloniert. In weiteren Datenbankrecherchen wurden fiir Maus und Mensch
jeweils eine weitere von einem eigenen Gen kodierte Xin-Variante gefunden, die grofer als
die bisher beschriebenen waren. Dies war fiir das Huhn nicht moglich. Diese langen
Varianten sind zu ihren kiirzeren Paralogen homolog, zeichnen sich aber durch eine hdhere
Anzahl an repetitiven Motiven sowie einen lingeren N- und C-Terminus aus. Sie sollen
aufgrund der Unterschiede bzw. Homologie zum c¢Xin mit ,,Xin related protein 2, Xirp2
benannt werden. Dem Akronym wird ein Buchstabe vorangestellt, der auf die Herkunft
hinweist. So stellen mXirp2 das murine Xirp2 und hXirp2 das humane Xirp2 dar.
Desweiteren werden die kiirzeren, mit c¢cXin verwandten Varianten der Maus und des
Menschen zu ,,Xin related protein 1, Xirpl zusammengefaflt, dem ebenso ein Buchstabe

vorangestellt wird, der auf die Spezies hinweist.

3.1.1 Analyse der Nukleotidsequenz fiir hXirp1

Durch die Analyse der verfiigbaren ESTs, cDNAs (XM _093522) und genomischer Contigs
(NT _005498) wurde der genomische Locus fir das humane hXirpl dem
Chromosomenabschnitt 3p21.33 zugeordnet. Partielle cDNA-Klone (AL713648, AK096421)
sowie die Nukleotidsequenz NT 037575.20 weisen im UCSC Genome Browser auf 3p22.2
hin. In jedem Fall kodiert hier ein ungewdhnlich groBBes Exon von 5664 Nukleotiden fiir ein
Protein von 1843 Aminosduren. Die mRNA enthélt 5 eine nicht translatierten Region (UTR)
von 132 Nukleotiden. Die Sequenz der mRNA wies eine Vielzahl moglicher interner
SpleiBistellen auf, von denen sich eine durch RT-PCR verifizieren lie. Durch die Nutzung der
Spleif3-Stelle der Nukleotide 3357 und 3783 kommt es zum Verschieben des Leserasters und

zur Generierung eines Stop-Kodons, wodurch eine kleinere Variante von hXirpl, die fiir die
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Aminosduren 1 — 1121 kodiert, entsteht. Die Aminosduren 1 — 1119 entsprechen hierbei den
Aminosduren der langen hXirpl Variante. Die beiden C-terminalen Aminosduren 1120 und
1121 stellen hierbei zwei Leuzine dar. Diese kiirzere Variante des hXirpl wird als hXirp1-S
der groBen Variante hXirpl-L zur Seite gestellt (unpublizierte Daten). Die
Aminosduresequenz fiir hXirpl ist in Abb. 46, S. 123 im Anhang dargestellt. Eine
modellhafte Darstellung fiir hXirpl befindet sich in der Abb. 5 sowie als ausklappbare
Abbildung im Anhang (Abb. 44, S.121).

3.1.2 Analyse der Nukleotidsequenz fiir hXirp2

Der genomische Locus des humanen hXirp2 befindet sich auf Chromosom 2q24.3. Das
hXirp2 liegt hier in einer noch nicht ndher bestimmten Intron-Exon-Struktur vor. Bisher
gelang der Nachweis, daB3 ein sehr grofles Exon (auf AC093684) von 9407 Nukleotiden fiir
3136 Aminosduren kodiert, die einen Sequenzabschnitt darstellen, der die repetitiven 16-
Aminosdure Motive und fast den GroBteil des C-Terminus dieses Proteins beinhaltet. Diese
Sequenz entspricht den Aminosduren 169 — 3296 im bislang hypothetischen hXirp2, wie sie
in Abb. 47 auf S. 124 im Anhang zu sehen ist. Dieses vorerst 3319 AS lange Sequenz ist eine
Zusammenstellung der bisher verfiigbaren Sequenzdaten aus elektronischen Datenbanken.
Eine modellhafte Darstellung fiir hXirp2 gibt Abb. 5 wieder, die des weiteren als
ausklappbare Version im Anhang vorhanden ist (Abb. 44 S. 121).

3.1.3 Die charakteristischen repetitiven Motive in hXirp1 und hXirp2

Die charakteristischen repetitiven Motive (rM) in hXirpl und hXirp2 bestehen aus mindestens
16 Aminosduren mit einer gemeinsamen Konsensussequenz von GDVXXXRWLFETXPLD
(Einbuchstabenkode fiir =~ Aminosduren, s. Abbkiirzungsverzeichnis). Mit dieser
Konsensussequenz lassen sich in hXirpl mindestens 18 und in hXirp2 mindestens 36 dieser
Motive erfassen (Tab. 3, sowie Abb. 46, S. 123 und Abb. 47, S. 124 im Anhang). Die Motive
in hXirpl sind im Vergleich zu denen in hXirp2 weniger gut konserviert. In beiden Proteinen
werden die einzelnen 16-AS-Motive durch Verbindungssequenzen von durchschnittlich 20
Aminosduren miteinander verbunden. Im Detail kann die Linge der Verbindungssequenzen
allerdings erheblich variieren. So gibt es in hXirpl Verbindungssequenzen von minimal vier
AS (nach hXirpl rM-10) bis maximal 44 AS (nach hXirpl rM-9) und in hXirp2 von minimal
10 AS (nach hXirp2 rM-30) bis maximal 42 AS (nach hXirp2 rM-28). Auch hier zeigt hXirp1
eine groflere Variabilitdt in den Langen der Verbindungssequenzen, als es in hXirp2 der Fall

ist.
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Abb. 5 Schematische Darstellung von humanem hXirp1 und hXirp2

Gesamtansicht der Primérsequenz von hXirpl und hXirp2 A) und Detailansicht zu hXirpl (B) und hXirp2 (C)
mit bisher erkannten putativen und verifizierten Motiven und Doménen, die in B) und C) angegebenen Zahlen
stellen jeweils die Aminosdureposition dar. D) Legende der in A, B und C verwendeten Symbole.
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Bei ndherer Betrachtung der Motivsequenz zeigt sich, dass in der Mitte des 16-AS-Motivs
(Positionen 8-10) sich ein hydrophober Kern befindet, der aus Tryptophan, Leuzin und
Phenylalanin (WLF) gebildet wird. Flankiert wird dieser Bereich durch positiv bzw. negativ
geladene Aminoséuren (R bzw. E). Das Grundmotiv wird durch die Aminosduren Glyzin (G)
und Aspartat (D) begrenzt, dem ein Prolin (P) an Position 14 vorausgeht (Tab. 4). Abb. 48 auf
S. 125 und Abb. 49 auf S. 126 (im Anhang) zeigen u.a. die 16-AS-Motive von hXirpl und
hXirp2. Identische und dhnliche Aminosduren innerhalb der Motive wurden bei einem
gegebenen Schwellenwert von 50 % Homologie gekennzeichnet. Anhand dieser Darstellung
wurden die Motive als degeneriert oder schwach konserviert eingestuft. Als degeneriert gelten
hierbei z.B. Motive, deren Kernmotiv durch Aminosduresubstitutionen nicht mehr in die

Konsensussequenz paf3it bzw. der hydrophobe Kern verloren gegangen ist.

Protein Konsensussequenz Gesamtzahl davon degeneriert
hXirpl GDVQXXRWLFETXPLD 18 ™ 11, ™ 17
hXirp2 GDVXXXRWLFETQPLD 36 ™ 28 — 36

Tab. 3 Das 16-AS-Motiv in hXirp1 und hXirp2
Vergleich von Anzahl und Konsensussequenz der in hXirp1 und hXirp2 vorhandenen repetitiven 16-AS-Motive

Anhand des hoheren Konservierungsgrades der Motive selbst und eines Teils der
Verbindungssequenzen in hXirp2 lie sich das 16-AS-Grundmotiv N- und C-terminal um
einige Aminosduren aus den flankierenden Verbindungssequenzen erweitern. Somit sind
diese Sequenzen eher als Flanken zu sehen, die das Grundmotiv einbetten. Eine daraus
resultierende, auch fiir hXirpl anwendbare Konsensussequenz von 25 Aminosduren zeigt
Tab. 4.

In hXirp2 befinden sich im 25-Aminosdure-Motiv an der Position -1 hidufig Arginin bzw.
Lysin, die in hXirpl nicht tiberdurchschnittlich haufig auftreten. Das gesamte erweiterterte
Motiv wird N-terminal von Glutamatresten flankiert, die in den meisten Motiven von hXirp2
auch C-terminal vorhanden sind, wo ihnen eine positiv geladene Aminoséure (zumeist Lysin)
vorangestellt ist. Sie stellen moglicherweise die eigentlichen Grenzen der Motive dar (Abb.
48, S. 125 und Abb. 49, S. 126). Negativ wie auch positiv geladene Aminosiuren befinden
sich, gefolgt von hydrophoben Aminosduren, peripher des hydrophoben Kerns (Positionen 8-
10) in fast regelméBiger Anordnung. In den auf 23 Aminosduren erweiterbaren Motiv von
hXirpl befinden sich C-terminal keine negativ geladenen Aminosduren, so daB3 die
eigentliche, in Tab. 4 dargestellte Konsensussequenz mit den Positionen +2 endet, da die

Positionen +3 und +4 mit beliebigen Aminosduren belegt sind.
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Positionen der Aminosduren im Motiv
|-5|-4|-3|-2|-1|1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |s |9 |10|11|12|13|14|15|16|+1|+2|+3|+4|

hXirpl Konsensussequenz erweitertes Sequenzmotiv
(e lefvlv=fefefvie [*[x[r[wjr]e]e]=[*x[2[=[o[*]v][/[/]

hXirp2 Konsensussequenz erweitertes Sequenzmotiv
(e fefrfefrfefefvix[x[x[=]ufr]r]=f=]efe el [*]r["]" ]

hXirpl Ladungseigenschaften erweitertes Sequenzmotiv
o fvlvfrfef-fwle [xx]+]v]v]v]-J=[*[e]v]-][*]v][/]/]
hXirp2 Ladungseigenschaften erweitertes Sequenzmotiv
T el fw s [+ fvlvivi- == v - [*]v]* ]|

Tab. 4 Das erweiterte Aminosiduremotiv in hXirp1 und hXirp2

Konsensussequenz zum erweiterten Motiv in hXirpl und hXirp2, mit bekannten 16-AS-Motiv (Fettdruck,
Positionen 1-16). Den Positionsangaben der N- bzw C-terminalen Erweiterungen sind ein Minus (-) bzw. Plus
(+) vorangestellt und liegen dem 16-AS Motiv zugrunde. Die Ladungseigenschaften der Aminosduren im
erweiterten Motiv sind mit Plus (+) bzw. Minus (-) fiir positiv bzw. negativ geladenene Aminoséuren und mit Psi
(y) fiir hydrophobe Aminosiuren bezeichnet. Zu erkennen sind der hydrophobe Kern auf Position 8-10, Glyzin
(G) und Prolin (P) auf Positionen 1 und 14 und weitere Verteilung der hydrophoben und hydrophilen
Aminosduren ohne auffilliges Muster. Fiir hXirpl kann das Motiv in den Positionen +3 und +4 nicht erweitert
werden (/). Weitere Erldauterungen im Text.

Berechnungen des isoelektrischen Punktes fiir die alle repetitiven Motive und
Verbindungssequenzen enthaltende Aminoséduresequenz ergaben fiir hXirpl sowie hXirp2 pH
4,9 (im Anhang Abb. 48, S. 125 und Abb. 49 S. 126). Die meisten der 16- bzw. erweiterten
Aminosduremotive von hXirpl und hXirp2 besitzen einen isolektrischen Punkt um 4 bis 5.
Einzelne 16-Aminosduremotive in hXirpl (rM: 3, 5, 6, 18) und hXirp2 (rM: 6, 14, 15, 22, 23,
29, 30, 34) weichen mit Pi-Werten zwischen pH 6.25 bis 10.00 vom Mittelwert ab. Die
Erweiterungen des Motivs bewirkt eine Validierung des Pi-Wertes um pH 5, was eine
negative Nettoladung bei einem physiologischem pH-Wert von 7.4 zur Folge hitte.
Strukturvorhersageprogramme (Combet et al., 2000), die verschiedene Algorithmen zur
Ermittlung der Sekundérstruktur von Polypeptidsequenzen nutzen, wiesen dem Bereich um
den hydrophoben Kern zumeist als a-helikal aus, der von unstrukturierten Bereichen flankiert
wurde. Die gesamte Aminosduresequenz, die die repetitiven Motive und
Verbindungssequenzen enthdlt, weist eine starke Tendenz zu a-Helices auf, die von
ungeordneten Abschnitten unterbrochen werden. Hierbei spielen die Aminoséuren Glyzin und
Prolin als Helixbrecher eine Rolle. Innerhalb der Verbindungssequenzen von hXirpl wie auch
hXirp2 befinden sich in unregelméssiger Abfolge eine Vielzahl weiterer Proline und Glyzine.
Fiir tbergeordnete Strukturen in der Verteilung der repetitiven Motive bzw.
Verbindungssequenzen in hXirpl oder hXirp2 wurden in Clusteranalysen keine Hinweise
gefunden. Eine vergleichende Clusteranalyse zwischen hXirpl und hXirp2 wies keine
dhnlichen Verteilungsmuster der repetitiven Motive bzw. Verbindungssequenzen zwischen

hXirpl und hXirp2 auf, die auf eine gemeinsame phylogenetische Abstammung kiirzerer
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Genabschnitte hinweisen konnte. Die Analysen wurden auf Nukleotid- sowie

Aminoséduresequenzen durchgefiihrt.

3.1.4 Prolinreiche Sequenzmotive in hXirp1 und hXirp2

Wihrend man hXirpl mit 10 % Prolingehalt als prolinreiches Protein bezeichnen kann, trifft
diese Einteilung fiir hXirp2 mit 5 % nicht mehr zu. Beide Proteine enthalten jedoch in
analogen Bereichen der Primédrsequenz mehrere prolinreiche Abschnitte. Prolinreiche Motive
dienen diversen Doménen, wie z.B. Src-Homologie 3 (SH3), Ena-VASP Homologie 1
(EVH1) und WW als Bindungsmotiv und haben Anteil an Protein-Protein-Interaktionen
(Zarrinpar und Lim, 2000). Die Prolin-Motive werden von den oben genannten Dominen als
linksgéngige Polyprolinhelix II (PPII) in &hnlicher Weise erkannt und konnen iiberlappen, so
dal ein Motiv Ligand fiir SH3, WW und EVH1-Doménen darstellen kann (Zarrinpar und
Lim, 2000; Fedorov et al., 1999). Die verschiedenen Ligandenmotive fiir die drei Doménen

sind in Tab. 5 aufgefiihrt.

3.1.4.1 Ligandenmotive fiir EVHI-Domdinen

Domdiine|  Bindungsmotiv Konsensussequenz Tab. 5 Ligandenmotive fiir
EVHI1, SH3 und WW —-Domiinen
EVHI' (ED) - (FLWY) PPPPX- (DE) )
Ubersicht zu den bekannten
SH3? Grundmotiv PXXP prolinreichen Konsensussequenzen
Grundmotiv WYPXyP fiir die Poméinen EVHI, SH3 und
Klasse I BXYPXYP WW, , Renfranz und Begkerle,
Klasse II 2002, ~ Weng et al, 1995, “Sudol
VPXYPX® und Hunter, 2000
ww? Gruppe | PPXY
Gruppe II PPLP
Gruppe III (R)-R/K/X-PP bzw. PP-
Gruppe IV R/x-(R),
p-SP, p-TP

In hXirpl wie auch in hXirp2 befinden sich eine Reihe an polyprolinreichen Sequenzen die
sich teilweise in eine Konsensussequenz fiir Liganden der EVH1 Doméne (Tab. 5) einreihen
lassen und mit ihrer Sequenz mit mdglichen SH3-Ligandenmotiven iiberlappen. EVHI-
Dominen binden an Liganden, deren Prolinmotiv PPPP von den Aminoséuren Phenylalanin
(F), Leucin (L), Tryptophan (W) oder Tyrosin (Y) angefiihrt wird. Eine Flankierung des
Motivs durch die Aminosduren Glutamat (E) bzw. Aspartat (D) erhoht die Spezifitit der
Bindung an Ena/VASP Proteine (Niebuhr et al., 1997; Renfranz und Beckerle, 2002). Weitere
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Substitutionen innerhalb des Prolinmotives erhohen bzw. verringern die Bindungsspezifititen
(Niebuhr et al., 1997).

In hXirpl und hXirp2 befinden sich N-terminal jeweils zwei prolinreiche Motive von
denen mindestens ein Motiv potentiell als Ligand fiir EVH1-Doménen in Frage kommt (siche
Tab. 6). Das zweite hier vorkommende Prolin-Motiv ist in hXirpl auch und in hXirp2 nur als
SH3- bzw. WW-Ligandenmotiv charakterisierbar. Weitere mogliche Liganden fiir EVH1
Dominen befinden sich C-terminal der repetitiven Module und liegen in einem
Sequenzabschnitt, der auch Bindungsmotive fiir SH3-Domédnen enthilt. Das hXirp2 (AS:
2063 — 2204) weist hier fiinf in enger Nachbarschaft liegende Polyprolinsequenzen auf. In
hXirpl (AS: 1201 — 1333) 14Bt sich nur ein mogliches Prolinmotiv finden (Tab. 6).

3.1.4.2 Putative Ligandenmotive fiir SH3-Domdinen

Prolinreiche Motive, die in der Form PXXP bzw. wPXyP vereinfacht werden kdnnen, werden
als Minimalmotiv fiir SH3-Bindungsdoménen angesehen (Tab. 5), wobei die Positionen X
einer beliebigen Aminoséure und Positionen Psi (y) nur von hydrophoben Aminosduren
eingenommen werden. Die Spezifitdt der Bindung zwischen Ligand und SH3-Doméne erfolgt
durch die flankierenden Aminosduren (Kay et al. 2000; Weng et al, 1995). So erweitern
prézisere Betrachtungen der Liganden fiir SH3-Doménen dieses Motiv zu @XyPXyP (Klasse
I) und yPXyPX® (Klasse IT) (Mayer und Eck, 1995; Rickles et al., 1995; Politou et al. 2002;
Zarrinpar und Lim, 2000). Die N- bzw. C-terminalen Erweiterungen durch positiv geladene
Aminosduren wie Lysin (K) und Arginin (R) weisen darauf hin, da3 SH3-Domainen ihre
Liganden in zwei Orientierungen binden kdnnen, wobei die Lage der positiv geladenen
Aminosdure (und dementsprechend auch die der hydrophoben) die Spezifitit und/oder
Affinitét der Bindung beider Partner definiert (Mayer und Eck, 1995, Kay et al., 2000).

In hXirpl und hXirp2 lassen sich eine Vielzahl an potentiellen SH3-Bindungsmotiven
auffinden, die stellenweise mit den EVHI- bzw. WW-Bindungsmotiven iiberlappen. In
hXirpl (AS: 31 — 42) wie auch in hXirp2 (AS: 251 — 263) ist das zweite N-terminale
Prolinmotiv als Klasse II SH3-Bindungsmotiv charakterisierbar. Weitere, nicht eindeutig zur
Klasse I oder II zéhlende Motive, lassen sich in beiden Proteinen in den Sequenzabschnitten
C-terminal der repetitiven Motive finden. In einem analogen Sequenzabschnitt von hXirpl
(AS: 1311-1333) und hXirp2 (AS: 2140 — 2157) lassen sich zwei bzw. eine putative SH3
Bindungsstelle feststellen. Weitere, mit putativen WW-Bindungsmotiven iiberlappende
Sequenzen finden sich in hXirp1 und hXirp2 C-terminal dieses Abschnitts. Eine Ubersicht der
gefunden putativen SH3-Bindungsdominen stellt die Tab. 6 dar.
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hXirpl Prolinreiche Sequenzmotive fiir EVHI SH3 ww
19-30 AEDLPLPPPPAL DLPLPPPP PLPPPPA -
3040 LEDLPLPPPKES DLPLPPPKE LPLPPPK II -
1108-1120 GSDPRIPAAPRK ** VS.. * LL - RIPAAPRK -
I/II
1250-1260 HNAFVPPPPTL (FVPPPP) VPPPPT -
1311-1333 TPKLDPTMPPKKKPQLPPKPAH - KLDPTMP I? -
LPPKPAH I1I?
1340-1352 QRLPKPLPLSPSF - LPLSPS ? PLSP IV
1790-1801 TEQAEPPRNPGS - EPRNP 7 PPR III
hXirp2 Prolinreiche Sequenzmotive fiir EVHI SH3 ww
225-237 GMTEEFPPPPPDV EFPPPPPD PPPPP -
251-263 PELPSPPRRLPVP - LPSPPRR II PPRR ITI
PSPPR IV
2063-2078 SECPLPPPSPPPPPPS LPPPS °? PLPPPSPPPPPP | PPSP IV
2083-2095 EIEFPLPPPPPLM EFPLPPPPP PLPPPPP -
2117-2131 ESFPGLPLPPPPVDE LPLPPPPVD PGLPLPPPP -
2140-2157 MFLPPPPPPTPSQKPAHL FLPPPPPP PPPPPPTP PPTP IV
21922204 GKTGVLPPPTLPKPKLP LPPPT °? LPPPTLPKPKL -
28872889 IPPPSLKTRPPSPTF - PPSP RPP ITT
RPPSP IV
2929-2939 VEPPPRRPMSQ - PPRRP 7 PPRR ITI
2946-2958 ANTSPSPPRSRSE - SPSPPR 7 SPSPPR IV
PPR ITIT
3077-3086 VAVPPRLSEH - - PPR ITIT
3230-3239 | KHAPPTYEDV - _ PPTY I

Tab. 6 Prolinreiche Motive in hXirp1 und hXirp2

und ihre moglichen Funktion als Bindungsmotiv fiir die EVHI-, SH3- und WW- Doménen, Proline in der
Ligandensequenz und konservierte AS im Motiv sind in Fettdruck dargestellt, romische Zahlen weisen die
Gruppierung der Motive aus, die mit Fragezeichen versehenen Motive konnen nicht eindeutig eingeordnet
werden. Die (*) und (**) weisen drauf hin, da} an dieser Stelle das hXirpl-S (*) mit — LL endet (SpleiB3-Stelle)
und hXirp-L (**) —VS... weiterverlauft.

3.1.4.3 Putative Ligandenmotive fiir WW-Domdinen

Bindungsmotive fiir WW-Doménen (benannt nach zwei konservierten Tryptophanen, W)
unterteilen sich in vier Gruppen (Sudol und Hunter, 2000, Bork und Sudol, 1994). Die

Konsensussequenzen dieser Gruppierungen sind in Tab. 5 aufgelistet. Die

Aminosduresequenzen von hXirpl bzw. hXirp2 enthalten einige wenige putative WW-
Bindungsmotive der Gruppe I (PPXY) bzw. Gruppe III (PPR-Motive). Motive der Gruppe IV
(SP, TP) traten in hXirpl und hXirp2 sehr hédufig auf und wurden in die Tab. 6 nur
aufgenommen, wenn sie repetitiv auftraten, in einer prolinreichen Sequenz eingebettet

und/oder von einem  Arginin flankiert wurden (Verdecia et al., 2000).
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3.1.5 C-terminale Heptadenmotive in hXirp1 und hXirp2

Mit Hilfe eines Suchprogramms fiir Heptadenmotive (Lupas et al., 1991) wurde die gesamte
Sequenz von hXirpl und hXirp2 nach Sequenzmotiven durchsucht, die in ,coiled-coil*
Protein-Protein-Interaktionen mitwirken konnen. ,,Coiled coil““~-Strukturen repriasentieren eine
effiziente Moglichkeit zwei Proteinhelices miteinander interagieren zu lassen (Crick, 1953).
Ein ,coiled coil* stellt einen linksgidngigen helikalen Strang aus zwei (oder mehreren)
umeinander gewundenen o-Helices dar. Die o-Helices interagieren miteinander durch
hydrophobe Aminosduren, die einen apolaren Streifen entlang jeder Helix bilden.
Flankierende geladene Aminosduren konnen des weiteren fiir elektrostatische
Wechselwirkungen sorgen. Die Primirsequenz der beteiligten a-Helices setzt sich aus einer
Abfolge von Heptaden zusammen. Eine Heptade umfaflt siecben Aminoséduren, die in einer
regelmifigen Abfolge von hydrophoben und geladenen Aminosduren organisiert sind. In den
Positionen a und d (der Heptade abcdefg) sind gewdhnlich hydrophobe Aminosiduren wie
Leuzin, Isoleuzin und Valin (Cohen und Parry, 1990) zu finden, wiahrend die Positionen e und
g von geladenen Aminosduren eingenommen werden. Diese sorgen im ,,coiled coil“-Dimer
fiir intramolekulare Salzbriicken (McLachla und Steward, 1975).

Die Tab. 7 gibt Sequenzabschnitte in hXirpl und hXirp2 wieder, in denen mit hoher
Wabhrscheinlichkeit Heptadenmotive von mindestens 21 bzw.- 42 Aminosduren als ,,coiled
coil,, Sequenzen in  Frage  kommen. Diese  Regionen  wurden  von
Strukturvorhersageprogrammen als o-helikal ausgewiesen. In Tab. 7 sind die hydrophoben
Aminosduren der Positionen a und d in Fettdruck dargestellt. Aminosduren der Positionen f
und g sind, sofern es sich um geladene Aminosduren handelt, unterstrichen. Das
Heptadenmotiv ist umrandet und von der schematischen Heptadensequenz ,abcdefg™
unterlegt.

Der Sequenzabschnitt 1457 bis 1500 in hXirpl enthdlt maximal ein Sequenzmotiv von 3
Heptaden (21 Aminosduren) und wird in die schematische Darstellung von hXirpl (Abb. 5 S.
43) aufgenommen. Das Sequenzmotiv der Aminosduren 2311 bis 2350 in hXirp2 stellt nur ein
Heptadenmotiv dar und wird deshalb nicht in der schematischen Darstellung von hXirp2 in
Abb. 5 S. 43 integriert, da diese Art der kurzen Heptaden auch in Zufallsmustern innerhalb
der Sequenzen auftauchen konnen. Weiterhin ist hier die Aminosdure Prolin, die als
Helixbrecher fungiert, und direkt vor dem Heptadenmotiv liegt zu beachten. Im hXirp2
Sequenzmotiv 2719 bis 2746 fillt die Verschiebung der Abfolge der Heptaden auf, die durch
Pfeilspitzen (>>>) angedeutet ist und ein Heptadenmotiv von einem 14 Aminosduren Motiv

trennt. Ein Heptadenmotiv in der Linge von 35 bzw. 36 Aminosduren ist im Sequenzabschnitt
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AS 2774 bis 2813 in hXirp2 enthalten. Die potentiellen ,,coiled coil“-Module der
Sequenzabschnitte AS 2719-2746 und 2774-2813 werden in das Schema von hXirp2 (Abb. 44
S. 121) integriert.

Protein Aminoséuresequenzen mit markierten Heptaden-Motiven

hXirpl 1457-1500 APESPDS[LORNQKELQGLLNQVQALEKEAASSVDVQALRRLFEA
abcdefgabcdefgabcdefga

hXirp2 2311 -2350 PKPYMRKFKTPLMIAEEKYRQQOKEEIEKQKQESSYYNIVK
abcdefga

2719-2746  ALNIVEFLRKREELQQILSRVKQFEAEP
abcdefg>>>>>abcdefgabcdefg

2774 -2813 AVHIAMENNLEKVKEEITHIKTQAEDMLVSYENIIQTAMM
abcdefgabcdefgabcdefgabcdefgabcdefga

Tab. 7 Heptaden enthaltende Sequenzen in hXirp1l und hXirp2

Dargestellt sind die vorhergesagten ,,coiled coil“ Sequenzen. Die Heptadenmotive wurden so gewéhlt, da3 das
Kriterium der hydrophoben Aminosduren an den Positionen ,,a“ und ,,d* innerhalb der Heptade zutraf. Eine
solche Heptadensequenz ist umrandet dargestellt und mit der Heptadenabfolge ,,abcdefg™ unterlegt. Die
hydrophoben Aminoséuren in den Positionen ,,a“ und ,,d“ sind fettgedruckt. Die geladenen Aminosduren in den

(13

Positionen ,e“ und ,g“ sind unterstrichen. Die Pfeilspitzen (>>>) deuten auf die Verschiebung der
Heptadenabfolge in diesem Sequenzabschnitt hin.

3.1.6 Putative Phosphonukleotidbindungstelle in hXirp1 und hXirp2

Das humane Xirpl und Xirp2 enthalten jeweils ein Sequenzmotiv, das als Bindungsmotiv von
Phosphonukleotiden (ATP bzw. GTP) bekannt ist und als P-loop oder A-Motiv beschrieben
wird. Die Aminosduresequenz GMAVLGKS im Xirpl (AS: 1029-1036) und AKIITGKT im
Xirp2 (AS: 2187-2194) entspricht der bekannten Konsensensussequenz von [AG]-x[4]-GK-
[ST] (Saraste et al., 1990).

3.1.7 Putatives DNA-Bindungsmotiv in hXirp1 und hXirp2

N-terminal, den ersten beiden prolinreichen Sequenzen folgend, befindet sich eine mdgliche
DNA-Bindungstelle (hXirpl: AS: 56 — 68; hXirp2: AS: 271 — 290), die eine Ahnlichkeit zu
der DNA-Bindungstelle der beiden Oncogene MybA und MybB aufweist (Wang et al., 1999;
Foos et al., 1992, 1994; Trauth et al. 1994 ). Tab. 8 zeigt diese Sequenzabschnitte fiir Myb
A&B, hXirpl und hXirp2.
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Protein Sequenzmotiv Tab. 8 Putatives DNA-Bindungsmotiv
in hXirp1 und hXirp2
Hochkonservierte Aminosduren zwischen
Myb A&B' ERWHNHLNPE VKKS hXirp und MybA und -B sind in
hXirpl (AS: 56 — 68) RRLYRHIHPELRKN fettgedruckt,  dhnliche = Aminosduren
hXirp2 (AS: 277 —290) | NRLYKHTHPELRKN kursiv dargstellt; V' Foos et al, 1992

3.1.8 Weitere Motive in hXirp1 und hXirp2

Wie in der Einleitung beschrieben, wurde eine C-terminale Portion des humanen Xirpl .
(Abb. 5) durch eine Interaktion mit den im Filamin C C-terminal gelegenen Doménen 19-21
im Hefe-Doppelhybrid-System entdeckt. Die eingegrenzte Filamin C Bindungsstelle, die im
Hefe-Doppelhybrid-System verifiziert wurde, umfaf3t in hXirpldie Aminosduren 1685 — 1843
(unpublizierte Daten).

Neben den oben beschriebenen Sequenzmotiven und Doménen finden sich ein an Serinen
reicher N-Terminus in hXirp2 und eine Vielzahl an Sequenzmotiven in beiden Proteinen.
Aufgrund der unspezifischen Haufigkeit des Auftretens dieser (sehr kurzen) Sequenzmotive
werden sie hier nicht ndher betrachtet. Es handelt sich hierbei um potentielle Motive fiir
Phosphorylierung, Glykosylierung, Myristylierung sowie Amidierung und Signalsequenzen

fiir den Import in den Zellkern.

3.2 Herstellung rekombinanter hXirp-Konstrukte

Da Recherchen in elektronischen Datenbanken zeigten, dafl die kodierende Sequenz fiir
hXirp1 als ein einziges Exon im Genom vorlag (3.1.1), wurde die lange Isoform hXirp1-L aus
dem Genom der HSkM-Zellen (mittels Extend Long Template-PCR) amplifiziert. Durch die
primervermittelten Schnittstellen (Mlul-Sall bzw. BamHI-Sall) wurden beide Isoformen
gerichtet in verschiedene Expressionsvektoren fiir Bakterien und Séugetierzellkulturen
kloniert. Die ¢cDNA von hXirpl-L wurde sequenziert und war Grundlage fiir die
Amplifikationen und Klonierung verschiedener trunkierter Konstrukte. Die Klonierung von
hXirpl-S erfolgte auf der Grundlage der langen Isoform. Der 3” Primer enthielt hierbei die
Sequenzinformation fiir das 3’-Ende der kurzen Isoform. Die Klonierung der 28 repetitiven
Motive von hXirp2 erfolgte iiber Extend Long Template-PCR auf dem Genom der HSkM-
Zellen, da ein groBes Exon fiir den Grofteil von hXirp2 kodierte. Die verwendeten Primer
sind in Tab. 12 S. 127 aufgelistet.

Die hier verwendeten Vektoren waren der Vektor pET-23W2 fiir die bakterielle
Expression sowie den EGFP-Vektor pMyP-G fiir die transiente Expression eines EGFP-
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Fusionsproteins in Séugetierzellkulturen. Eine detaillierte Beschreibung der verwendeten
Vektoren findet sich unter 3.2.9. Die in pET-23W2 klonierten cDNAs wurden 5'- und 3’-
terminal von Sequenzen flankiert, die fiir einen T7-Immunotag bzw. eine
Hexahistidinsequenz kodierten. Die in Bakterien exprimierten Polypetide wurden {iber ihre C-
terminale Hexahistidinsequenz in einer Ni*"-NTA-Affinititsaufreinigung angereichert und
aufgereinigt und anschlieBend z.B. fiir die Aktinbindungsassays eingesetzt werden. Die in den
pMyP-G Vektor klonierten cDNAs sind 3’-terminal von einer Sequenz flankiert, die fiir das
EGFP kodiert. Diese Konstrukte wurden als Fusionsproteine mit C-terminalem EGFP
exprimiert und fiir Transfektionstudien in der Immunfluoreszenzmikroskopie und
Videomikroskopie verwendet.

Abb. 45 auf Seite 122 stellt eine schematische Ubersicht der verwendeten Konstrukte dar.
Tab. 9 bezeichnet die hergestellten hXirp-Kontrukte, die in ihr enthaltenden Sequenzmotive
sowie ihre Lage in der Aminoséure- bzw. Nukleotidsequenz im Vergleich zur hXirp1-L- bzw.
hXirp2-Sequenz. . Zu Beginn stehen die Isoformen von hXirpl, die als lange (hXirp1-L; long)

und kurze (hXirpl-S, short) Variante beschrieben werden. Diesen folgen die ,,N-Terminus*-

Konstrukte, die den N-Terminus bis zum Ende der repetitiven Motive umfaf3ten.

Konstrukt kodiert fiir Lokalisation | Lokalisation
Aminosduren | Nukleotide

hXirpl Isoform

hXirp1-S kurze hXirpl Variante 1-1121 1-3363

hXirpl-L lange hXirpl Variante 11843 15529

hXirp1l N-Terminus

hXirpl-NPP N-terminales prolinreiches Sequenzmotiv 1-54 1-162

hXirpl NPPDBD | N-terminales prolinreiches Sequenzmotiv mit putativer 1-289 1-267
DNA Bindungsdoméne

hXirpl-2rM, 2 repetitive Motive (Motive 3-4) 146 — 205 436 - 615

hXirp1-3rM, 3 repetitive Motive (Motive 10-12) 432 - 526 1294 - 1579

hXirpl-6rM, 6 repetitive Motive (Motive 1-6) 83 — 285 247 — 855

hXirp1-18rM 18 repetitive Motive (Motive 1-18) ohne N-terminalen 83 -749 247 — 2247
Anteil

hXirpl-N N-terminaler Teil mit allen 18 repetitiven Motiven 1-749 1-2247

hXirpl C-Terminus

hXirp1-757- 1162 | Abschnitt nach rM bis C-terminaler putativer SH3 757-1162 |2271 3486
Bindungsdomine, enthélt moglichen P-loop

hXirp1-CPP Putative C-terminale SH3-Bindungsdoméne 1120 —1416 |3360 — 4248

hXirpl-CPP-CC | Putative C-terminale SH3-Bindungsdoméne bis ,,coiled 1201 — 1565 | 3603 — 4695
coil* Sequenz

hXirpl-Y C-Terminus ohne (putative) ,,coiled coil* Sequenz, 1498 — 1843 | 4494 — 5529
inklusive der Filamin C Bindungstelle

hXirpl-FC C-Terminus, eingegrenzte Filamin C Bindungstelle 1686 — 1843 | 5056 — 5529

hXirp2 N-Terminus

hXirp2-28rM 28 repetitive Motive (Motive 1 —28) 314 - 1327 942 - 3981

Tab. 9 Ubersicht zu den hergestellten hXirp Konstrukten

Bezeichnung, Beschreibung und Lokalisation in der Amino- und Nukleotidsduresequenz innerhalb der hXirp1l
bzw. hXirp2 Sequenzen sind angeben.
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Die unter ,,C-Terminus® aufgelisteten Kontrukte kodierten fiir Sequenzen, die C-terminal
an die repetitiven Motiven anschlieBen. Den Abschluf} bildet das fiir 28 der 36 repetitiven
Motive des hXirp2 kodierende Konstrukt hXirp2-28rM. Die Konstrukte hXirpl-6rM und
hXirpl-Y dienten zur Herstellung polyklonaler Antikorper gegen die repetitiven Motive bzw.
den C-Terminus der langen Variante von hXirpl. Die Produktion der Antikérper in Mausen

wurde tiber DNA-Immunisierung angeregt.

3.3 Immunologische Untersuchungen zur Lokalisation und Expression von Xirp in

Muskelgewebeschnitten und Humanen Skelettmuskel-Zellen

Um Expressionstatus und Lokalisation des exprimierten hXirp in verschiedenen Zellen bzw.
Geweben zu iiberpriifen und die beiden Varianten hXirpl-L und hXirpl-S detektieren zu
konnen, wurden zwei AntikOrper gegen hXirpl generiert, die jeweils ihr Epitop in den
repetitiven Motiven 1-6 (AS: 83 — 285) bzw. C-terminal der langen Variante (AS: 1497 —
1843) besaBen. Die jeweiligen Antigene wurden durch die Konstrukte hXirpl-6rM und
hXirpl-Y kodiert. Die Generierung der Antikdrper erfolgte in verschiedenen Maiusen, die
iiber DNA Injektion immunisiert wurden. Die Antiseren gegen die repetitiven Motive wurden
mit aXlIrep bezeichnet. Die gegen den C-Terminus von hXirpl-L gerichteten Antiseren
wurden mit oXlct benannt. Die Untersuchungen wurden an Muskelschnitten,
Muskelkulturzellen und -extrakten durchgefiihrt. Die Priimmunseren der zu immunisierenden
Maiuse wurden auf Westernblot und in der Immunfluoreszenz getestet und waren nicht

immunreaktiv (nicht gezeigt).

3.3.1 Uberpriifung der Inmunreaktivitiit der Seren gegen hXirpl

Wang et al. (1999) beschrieben eine spezifische Expression von mXin in quergestreiftem
Muskelgewebe der Maus. Die Uberpriifung der Immunreaktivitit der Maus-Antiseren im
Westernblot erfolgte daher auf Zellextrakten differenzierter Muskelzellen in Kultur. Hierzu
wurde eine primdre Zellkultur aus humanem Skelettmuskel (HSkM) benutzt

Die polyklonalen Antikorper des Serums aX1rep gegen die repetitiven Motive 1 bis 6 sollten
in der Lage sein, die kurze (hXirpl-S), wie auch die lange Variante (hXirpl-L) von hXirpl
detektieren zu konnen, da diese Sequenz in beiden Proteinen prédsent ist. Antikorper des
Antiserums aX1ct gegen den C-Terminus von hXirp1-L sollten dementsprechend nur hXirp1-
L detektieren, da dieser Abschnitt in der kurzen Variante fehlt. Die Antiseren aXlrep
detektierten, wie erwartet, im Westernblot zwei Proteinbanden, deren Molekulargewicht in

etwa mit den aus der Primirsequenz abgeleiteten Molekiilmassen der beiden hXirpl-
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Varianten korrelierten: ca. 198 kDa fiir die lange Variante und 122 kDa fiir die kurze Variante
von hXirpl (Abb. 6). Das Serum detektierte des weiteren einige schwache unspezifische
Banden unterhalb der 200 kDa- bzw. 130 kDa-Bande. Es wurden keine Unterschiede in der
Immunreaktivitit dieser Antiseren festgestellt. Die Seren wurden mit aXlrepl, 2 und 3

bezeichnet. Eine Detektion von hXirp2 wurde in diesem Assay nicht beobachtet.

kDa 1 2 3 Abb. 6 Immunreaktivitit der aX1rep -Antiseren

Westernblotanalyse der Antiseren 1) bis 3) aXlrep, gerichtet gegen
die repetitiven Motive 1-6 (AS: 83-285) von hXirpl auf Zellextrakt
’”2 00 differenzierter HSkM-Zellen, Verdiinnung der Antiseren 1:1000.

PSR - c— - Antiseren aXlrep detektieren neben einigen unspezifischen
Banden hauptséchlich zwei Banden in Hohe von ca. 200 kDa und

o - 130 kDa, die hXirpl-L bzw. hXirpl-S entsprechen. Die Seren
~130 o wurden mit a-X1rep1 bis 3 bezeichnet.
— ‘

Die Antiseren gegen den C-Terminus (AS: 1497 — 1843) der langen Xirpl-Isoform wiesen
keine eindeutige Immunreraktivitit auf. Zur Uberpriifung der Spezifitit der ungereinigten
polyclobalen Antiseren sowie zur Verifizierung der fluoreszenzmikroskopisch gefundenen
Lokalisationen von hXirpl in den HSkM-Zellen (Abb. 7) wurde ein Antikdrper-Antigen-
Bindungsassay durchgefiihrt (3.3.1). Die Analyse wurde mit dem Antiserum oXlrepl
durchgefiihrt, um die zusitzlich auftretende Kernlokalisation dieses Serums zu iiberpriifen.
Die Spezifitit der polyklonalen Antikdrper wurde fluoreszenzmikroskopisch —auf
differenzierten HSkM-Zellen bzw. im Immunoblot von Zellextrakten differenzierter HSkM-
Zellen untersucht.

Das Antiserum wurde mit bakteriell exprimiertem und gereinigtem, rekombinantem
hXirpl-6rM, das als Antigen gedient hatte, inkubiert. Um ausschlieBen zu kdnnen, dal} eine
Blockierung der Immunreaktivitit der Antiseren nur auf einer allgemeinen und unspezifischen
Blockierung basierte, wurden dieses Protein bzw. ein Kontrollpolypeptid in steigenden
Konzentration von 1 ng/ml bis 50 pug/ml angeboten. Als Kontrolle diente hierbei ein Fragment
des M-Banden-Proteins Myomesin. Nach einer 24-stiindigen Inkubation wurden die
entsprechend behandelten Antiseren fiir die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen,
bzw. fiir die Westernblotanalyse weiterverwendet. Abb. 7 A bis C zeigt die typischen
immunreaktiven Signale des Antiserums oXlrepl in differenzierten humanen
Skelettmuskelzellen (siehe auch Abb. 15). Die Signale lokalisierten an peripheren Stref3fasern

bzw. Pramyofibrillen, dem Kern und als einzelne punktformige Aggregate. Eine Blockierung
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der polyklonalen Antikorper durch das hXirpl-6rM war schon ab einer Konzentration von 10
pg/ml deutlich zu erkennen, wobei nur die Kernanfarbung in der Immunfluoreszenz sichtbar
blieb. Im Kontrollversuch waren selbst 50 pg/ml des Myomesinfragments (Doméne 9-11)
nicht fahig die Immunreaktivitit des Antiserums zu blockieren (Abb. 7, G-I). Die Detektion

der Zellkerne durch die Antiseren stellte somit eine unspezifische Immunreaktion dar.

a-X1_[ep] + Ag a-X1repl

a-X1repl + K

Abb. 7 Antikérper-Antigen-Bindungsassay fiir das Antiserum aX1repl

Die Aufnahmen zeigen HSkM-Zellen des Differenzierungstages 6. In A-C sind typische Immunsignale der
aXlrep-Antiseren zu erkennen. Aufnahmen A) bis C) zeigen Immunlokalisationen fiir hXirpl ohne
Vorinkubation des Antiserums, in D) bis F) erfolgte Blockierung mit Antigen (Ag) hXirpl-6rM in den
Konzentrationen D) 10 pg/ml, E) 25 pg/ml und F) 50 pg/ml. In G) bis H) erfolgte eine Blockierung mit
Kontrollpolypeptid (K) Myomesin (Domine 9-11) in gleichen Konzentration, wie sie fiir hXirp1-6rM angegeben
sind. Die Blockierung der spezifischen aXlrepl-Signale war bei 10 pg/ml Antigen deutlich erkennbar. Die
unspezifische Féarbung des Kerns hingegen blieb erhalten. Es erfolgte keine Blockierung durch das
Kontrollpeptid. Pfeil: Kerne, Stern: Aggregate, Pfeilspitze: Praimyofibrillen, MaBstabsbalken: 10 pm

Wie die Analyse der Immunreaktivitét fiir aX1repl im Westernblot zeigte, waren schon 10
ng/ml hXirpl-6rM fiir deutliche Blockierung des Antiserums ausreichend (Abb. 8). Die
Abnahme der Signalstdrke fiir die Banden von 200 kDa und 130 kDa korrelierte mit der
Zunahme an eingesetztem Epitop und stellt somit die konzentrationsabhingige Blockierung

der polyklonalen Antikorper durch hXirpl-6rM dar. Die Detektion der ,,unspezifischen*
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Bande zwischen 200 kDa und 130 kDa wurde hingegen durch die Blockierung nicht derartig

beeinfluflt, so dafl diese Bande eine unspezifische Immunreaktion darstellt.

1 10 25 50

Abb. 8 Antikérper-Antigen-Bindungsassay auf Westernblot
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Westernblot von Zellextrakten differenzierter HSkM-Zellen ohne
Antigenblockierung (0) und mit Antigenblockierung Bei Vorinkubation des
Antiserums mit steigenden Konszentrationen an Antigen (1-50 ng/ml),
zeigte sich bereits bei 10 ng/ml hXirp1-6rM eine erkennbare Blockierung.
Die Markerbanden entsprechen 200 und 130 kDa.

Westernblotanalysen der Zellextrakte von A7r5 bzw. PtK2-Zellen, die transient mit

hXirpl-L oder -S transfiziert wurden, zeigten die jeweils exprimierten hXirpl als eng

zusammenliegende Doppelbanden, die vermutlich proteolytische Fragmente darstellten (Abb.

9). Weiterhin trat eine zusitzliche Doppelbande fiir hXirpl-L auf, die unterhalb der Grofe

von hXirpl-S lag. Dieser Unterschied, der erst in einem 4 %-SDS-PA-Gel auszumachen war,

widerlegte die Vermutung eines Spleillens der langen Isoform in PtK2- und A7r5-Zellen.

Wahrscheinlich wird es sich auch hierbei um ein proteolytisches Fragment handeln.

A C

o
1

-

N

"@‘a_

Abb. 9 Westernblotanalyse der ektopisch exprimierten hXirp1-S und -L

Zellextrakte von A) untransfizierten und B) mit hXirpl-S bzw. C) hXirpl-L
transfizierten A7r5-Zellen. Auftrennung der Proteine erfolgte in einem 4 %
SDS-PA-Gel. In untransfizierten A7r5 wurde keine, hXirpl entsprechenden
Banden detektiert. Die in A7r5-Zellen exprimierten hXirpl Konstrukte wurden
als eng zusammenliegende Doppelbanden detektiert, die vermutlich
proteolytische Fragmente darstellten. hXirpl-L wies zudem zwei Doppelbanden
auf, von denen, die schwiéchere, oberhalb der 206 kDa, dem hXirp1-L entsprach.
Die zweite, stirkere Doppelbande, knapp oberhalb der 116 kDa, befand sich
unterhalb der hXirp1-S Bande. Markerbanden sind angegeben.

Eine weitere Uberpriifung der Spezifitit der Antiseren aXlrep war die Detektion

verschiedener, in A7r5-Zellen transfizierter, hXirp1-Konstrukte, die die repetitiven Motive

enthielten (Abb. 10).

Die Antiseren detektierten alle Konstrukte, die die repetitiven Motive 1-6 enthielten.
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Abb. 10 Detektion von in A7r5-Zellen
ektopisch exprimiertem hXirp1-L durch
aXlrep2

Aufnahmen  von  A7r5-Zelle  nach
transienter Transfektion mit hXirpl-L und
Detektion durch Antiserum oXlrep2.
Darstellung  des  A)  transfizierten
Konstruktes (EGFP) und B) Detektion tiber
das Antiserum oXlrep2 (Texasrot). Man
beachte Kolokalisation beider
Darstellungen. Pfeil: StreBfaser, Pfeilkopf:

3.3.2 Lokalisation von Xirpl im Herz- und Skelettmuskel der Ratte durch hXirpl-

Antiseren

Die im Westernblot immunreaktiven, wie auch nicht immunreaktiven Antiseren wurden auf
ihre Verwendbarkeit in der Immunofluoreszenzmikroskopie getestet. Die Antiseren wurden in
einer Verdiinnung von 1:20 auf Muskelpriparaten getestet. Bei den Muskelpréiparaten
handelte es sich um den Herzmuskel und Skelettmuskel (M. soleus) der Ratte (Abb. 11 und
Abb. 12). In allen Férbungen wurden als Referenz polyklonale Antikorper gegen das
sarkomere a-Aktinin genutzt, da dieses in den Z-Scheiben des quergestreiften Muskels und
den Glanzstreifen des Herzmuskels lokalisiert ist.

Die Antiseren aX1repl, 2 und 3 detektierten Xirpl in den Muskelproben, wohingegen die
aXlct-Antiseren keine Immunreaktivitit zeigten. Alle drei aXlrep-Antiseren zeigten ein
starkes Immunsignal an den Glanzstreifen des Ratten-Herzmuskels sowie ein schwécheres
Signal an den Z-Scheiben der Kardiomyozyten (Abb. 11, A-C). Herzmuskelzellen, die im
Querschnitt zu sehen waren, wiesen ein schwaches zytoplasmatisches Signal auf. Eine
allgemeine sarkolemmale Dekoration durch die Antiseren war nicht zu beobachten.

Die Untersuchung am M. soleus der Ratte erfolgte mit dem Antiserum aXlrep2. Hier
wurde Xirpl wiederum in den Z-Scheiben des Muskels (Abb. 11, D-F) sowie verstéirkt in der
myotendinosen Ubergangszone (Abb. 12) detektiert. In den Z-Scheiben kolokalisierten Xirpl
und sarkomeres a-Aktinin miteinander. Diese Kolokalisation war in den myotendinosen
Ubergangszonen (MTZ) nicht beobachtbar, wo die Signale fiir beide Proteine alternierten.
Diese Zone stellt die Muskelsehnenverbindung dar, in der die Muskelzelle mit der kollagen-
reichen extrazelluliren Matrix der Sehne in Kontakt tritt. Sie ist gekennzeichnet durch eine
starke Invagination des Sarcolemms, um die bei der Kontraktion am Sarcolemma auftretenden
Krifte relativ zur Fldche zu verringern (Trotter, 2002). Die in der MTZ durch aXlrep2

detektierten Substrukturen wiesen einen zur Muskelfaser longitudinalen Verlauf auf (Abb.
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12). Die regelméBige Anordnung der Sarkomere und Z-Scheiben war in diesen Abschnitten
nicht mehr gegeben. Diese UnregelméBigkeit stellte vermutlich einen Artefakt dar, der durch
das Schneiden zustande kam.

Die Ergebnisse verifizierten die von Wang und Kollegen (1999) gefundenen Resultate, daf3
das mXin (bzw. hier Xirpl) in den Glanzstreifen der Kardiomyozyten présent ist. Die hier
angefiihrten Ergebnisse wiesen zudem darauf hin, da3 Xirp1 auch einen integralen Bestandteil
der Z-Scheiben im quergestreiften Muskel darstellen konnte. Die schon von Sinn et al. (2002)
beschriebene Lokalisation von mXin in den myotendinosen Ubergangszonen im

Skelettmuskel wurde auch hier noch einmal deutlich.

Herzmuskel, Ratte

R ——

M. soleus, Ratte

Abb. 11 Immunlokalisation von Xirp1l im Herzmuskel und M. soleus der Ratte

Gefrierschnitte von A-C) Herzmuskel und D-F) M. soleus der Ratte. A) und D):Darstellung des aX1rep2-Signals
(Texasrot). B) und D):Lokalisation des sarkomeren a-Aktinins (FITC). In C),F) Uberlagerungen der Aufnahmen
aus A) und B) bzw. D) und E). Das Antiserum detektierte rXirp in den Glanzstreifen und Z-Scheiben des
Herzmuskels der Ratte. Im M.soleus detektierte das Antiserum Xirpl in den Z-Scheiben und MTZ (s. Abb. 4.3-3).
Das durch aXlrep2 detektierte Xirpl kolokalisierte mit sarkomerem o-Aktinin in den Glanzstreifen und Z-
Scheiben. Pfeil: Glanzstreifen, Pfeilspitze: Z-Scheibe, Maf3stabsbalken: 10 pm
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Abb. 12 Immulokalisation von
Xirpl in Muskel-Sehnen-
aX1rep2 -~ . Verbindung

Gefrierschnitte von M. soleus der
Ratte wurden mit A) oaXlrep2
(Texasrot) und B) gegen sarkomeres
a-Aktinin (FITC) gefarbt.
C):Uberlagerung beider Aufnahmen,
Das Antiserum detektierte Xirpl in
den Z-Scheiben des Muskels und ist
verstirkt in den myotendinosen
Ubergangszonen (MTZ). In den Z-
Scheiben kolokalisierten o-Aktinin
und das von o-Xlrep2 detektierte
Xirpl. In den MTZ wurde diese
Kolokalisation nicht beobachtet und
die Signale fiir o-Aktinin und rXirp
alternierten. Das rXirp erschien in
den MTZ in Strukturen, die
longitudinal zur Muskelfaser
orientiert waren, im Gegensatz zur
orthogonalen Orientierung der Z-
Scheiben. Pfeil: MTZ, Pfeilspitze: Z-
Scheibe, Malistabsbalken: 10 pm

3.3.3 Lokalisation und Expression von hXirpl in Humanen-Skelettmuskel-Zellen

Fiir die Untersuchung des rdaumlichen und zeitlichen Expressionsmusters des humanen Xirp1
wihrend der Myogenese wurden als Modellsystem die HSkM-Zellen genutzt. Die
Kulturbedingungen der HSkM-Zellen wurden so gewdéhlt, daB dem Stadium der
proliferierenden Myoblasten (mononukleédr) die verschiedenen Stadien der Differenzierung
entgegengestellt werden konnten. Wihrend des Differenzierungsprozesses, der durch
Kontaktinhibition der Zellen bei Konfluenz der Kultur induziert wird oder durch serumarmes
Medium stimuliert werden kann, stellen die Myoblasten ihre Zellteilung ein und fusionieren
zu  mehrkernigen Myotuben und vielkernigen, ausgedehnten Synzytien. Der
Differenzierungsprozef3 beinhaltet die Expression einer Vielzahl an Muskelproteinen und den
Aufbau der quergestreiften und kontraktilen Myofibrillen. Dieser Prozel3 mit all seinen
Expressionen und  physiologischen und phénotypischen  Verdnderungen folgt
selbstverstindlich einem zeitlichen und rdumlichen Muster (Sanger et al., 2002, Du et al.,
2003).

Der Expressionsstatus des humanen Xirpl in HSkM-Zellen lieB sich anhand von
Zellextrakten  verschiedenener  Differenzierungsstadien = im  Westernblot ~ und
Immunfluoreszenzmikroskopie untersuchen. Die Immundetektion im Westernblot wurde mit

dem Antiserum oXlrepl durchgefiihrt, um die Expression beider Xirpl-Varianten zu
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detektieren. Die Untersuchungen in der Immunfluoreszenzmikroskopie wurde primér mit

aXl1rep2 durchgefiihrt.

3.3.3.1 Zeitliche Expression von hXirpl in Humanen-Skelettmuskel-Zellen

In Zellextrakten der proliferierenden, undifferenzierten Myoblasten (Abb. 13, Spur: M) wie
auch in Myoblasten die unmittelbar vor der Differenzierung standen (Abb. 13, Spur: 0 h)
konnte keine hXirpl-Expression nachgewiesen werden. Die Unterscheidung zwischen ,,M*“-
Myoblasten und ,,0h“-Myoblasten weist darauf hin, da in ,M*“ die Myoblasten nicht
konfluent, und somit unter proliferierenden Bedingungen, und in ,,0h* konfluent, und am
Beginn des DifferenzierungsprozeBes standen. Zum Zeitpunkt ,,0h* wurden die Zellen auf
(serumarmes) Differenzierungsmedium umgesetzt. Schon acht Stunden (8h) nach
Differenzierungsbeginn wurde im Zellextrakt dieser Myoblasten eine Expression fiir hXirp1-
L und hXirpl-S detektiert, die bis zum Zeitpunkt ,,16 h* weiter anstieg. Eine Erhchung des
Expressionsniveaus konnte bis Tag 2 bzw. 4 der Differenzierung beobachtet werden. Ab dem
Tag 4 des Differenzierungsprozesses liegt die Mehrzahl der Muskelzellen als fusionierte

Myotuben und kleinere Synzytien vor.

M  Oh 8h I6h 2T '_4T 6T

- _ﬁ-ﬂ ~200 kDa

-
L —— F‘—~130 kDa

Abb. 13 Zeitlicher Expressionsstatus von hXirp1 in HSkM-Zellen

HSkM Zellextrakte verschiedener Differenzierungsstadien von proliferierenden (M) nicht konfluenten und
konfluenten Myoblastenkulturen (Oh). Zellen wurden bei Oh auf Differenzierungsmedium gesetzt. Die
Differenzierungsstadien sind in der Kopfzeile durch 8h , 16h bzw. 2 bis 6 Tage (2T-6T) angegeben.
Proteinbanden in Hohe von 200 kDa bzw. 130 kDa stellen hXirp1-L bzw. hXirp1-S dar. Die Expression beider
Proteine wird mit Beginn des Differenzierungsprozesses induziert und steigt bis Tag 4 (4T) an. Die Veringerung
der Expression von hXirpl-L in 6T stellt moglicherweise eine leichte Herabregulierung der hXirp1-L Isoform
dar.

Der Differenzierungstag 6 stellte den Hohepunkt der Differenzierung der HSkM-Zellen
dar, in dem ausgedehnte Synzytien mit quergestreiften und kontraktilen Myofibrillen
vorhanden sind. Zu diesem Zeitpunkt wies hXirpl-L einen leichten Abfall in seiner
Expressionstiarke gegeniiber Tag 4 auf, wohingegen ein leichter Anstieg fiir hXirpl-S zu

verzeichnen war.
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Die Immunoblots zeigen deutlich, dafl die Expression von hXirpl-L und hXirp1-S durch
den Beginn der Muskeldifferenzierung induziert wurde.

Da die Expression der kurzen und langen Isoformen von Xirpl zwar bis Tag 4 in Kultur in
etwa gleichem Maf3e anstieg, danach aber deutlich weniger hXirp1-L nachzuweisen war, liegt

der Verdacht nahe, daf3 beide Isoformen genetisch unterschiedlich reguliert werden.

3.3.3.2 Zeitliche und riumliche Expression und Lokalisation von hXirpl in Humanen

Skelettmuskel-Zellen

Fiir die immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchung an der rdumlichen und zeitlichen
Expression und Lokalisation von hXirpl in HSkM-Zellen wurde primir das Antiserum
aXlrep2 genutzt. Eine Unterscheidung zwischen hXirp1-S und —L konnte somit nicht erlangt
werden. Die Zellen wurden wie beschrieben kultiviert und fiir die Immunfluoreszenz
prépariert.

Da sarkomeres (sk)-a-Aktinin ein friher Marker fiir den Beginn des
Differenzierungsprozesses in HSkM-Zellen ist und es in differenzierten Zellen in der Z-
Scheibe lokalisiert, wurde dieses Protein wiederum als Referenz gewdhlt. Sarkomeres o-
Aktinin wird in diesen Zellen innerhalb weniger Stunden nach Differenzierungsbeginn
exprimiert.

In der Untersuchung wurden die verschiedenenen Entwicklungsstadien der HSkM-Zellen
getestet. Proliferierende Myoblasten einer nicht konfluenten Kultur exprimierten weder
hXirpl noch sk-a-Aktinin (nicht gezeigt). Erst in einer konfluenten Kultur lief sich mit Hilfe
des Antiserums hXirpl in einigen wenigen Myoblasten lokalisieren. Die Abb. 14 A zeigt
einen der Myoblasten, die in den konfluenten Kulturen hXirpl exprimierten. Das Antiserum
aXlrep2 detektierte hierbei das Protein an Fokalkontakten und Stressfasern dhnliche
Strukturen, die moglicherweise schon frithe Pramyofibrillen darstellten. Eine Expression von
sk-a-Aktinin lag in diesen Myoblasten noch nicht vor, doch ist anzunehmen, daBl diese
Myoblasten am Beginn der Differenzierung standen. Im weiteren Verlauf der
Differenzierung, Tag 1 bis 4, zeigte sich eine Kolokalisation von sk-o-Aktinin und dem
Signal des Antiserums an den Pramyofibrillen der Myotuben. Das hXirp1-Signal wies hier,
wie sk-a-Aktinin, eine perlschnurartige Verteilung an den Pramyofibrillen auf (Abb. 14). n
vielen Myotuben war zu beobachten, dall eine starke sk-o-Aktinin Lokalisation mit einer
Abschwichung des Signal fiir hXirpl einherging und vice versa. Die Lokalisation des hXirpl
an Fokalkontakten fiel in den Myotuben ab dem Differenzierungstag 2 deutlich verringert aus,

jedoch lokalisierte hXirp1 verstirkt an den Enden der Zellen (Abb. 14, C).



Ergebnisse 62

aXlrep2 o-Aktinin

Abb. 14 Zeitliche und riumliche Expressionmuster von hXirp1 in HSKM (1)

Detektion von hXirp1 iiber das Antiserum aXIrep2 (A,C,E,G) mit Referenzfiarbungen gegen sarkomeres a-Aktinin
(B,D,F,H). Die Aufnahmen zeigen die Lokalisationen von hXirpl und o-Aktinin (sk) in den Muskelzellen zu
unterschiedlichen Differenzierungsstadien, die hier mit Tag 0 (A,B), Tag 2 (C,D) und Tag 4 (E bis H) angegeben
sind. Die Expresssion von hXirpl lauft der des sarkomeren a-Aktinins voraus (A,B) und kolokalisiert in spéteren
Differenzierungstadien mit diesem (C bis H). In den Zellen ergab sich der Eindruck, dafl Lokalisationen mit hohem
a-Aktinin Anteil weniger hXirpl zeigten. In Myotuben mit frithen Myofibrillen (G, H) fand sich hXirpl primér an
der Zellperipherie an Pramyofibrillen bzw. Stre3fasern. In G) ist punktférmige Lokalisation von hXirpl erkennbar.
Weitere Erlduterungen im Text. Pfeil: Pramyofibrillen, Pfeilspitze: Fokalkontakt, MaBstabsbalken: 10pm

In den Myotuben des Differenzierungstages 4, in denen die ersten quergestreiften
Myofibrillen sichtbar waren, kam es zu einer dramatischen Umverteilung von hXirpl.

Wihrend a-Aktinin (sk), wie bekannt, die Z-Scheiben dieser Myofibrillen fiarbte, war das
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hXirpl Signal nur an der Peripherie und den distalen Enden der Myotuben und Synzytien
vertreten (Abb. 14, Abb. 15 und Abb. 8, C). Diese Trennung von sk-a-Aktinin und hXirpl

wurde in den Differenzierungstagen 5 und 6 verstérkt.

aXlrep2

a-Aktinin

Uberlagerung

Abb. 15 Zeitliche und riumliche Expressionsmuster von hXirp1 in HSKM (2)

Detektion von hXirp1 iiber das Antiserum aX1rep2 (A,D, Texasrot) mit Referenzfarbungen gegen sarkomeres o-
Aktinin (B, E, FITC) und den Uberlagerungen in C) und F). Die Aufnahmen zeigen die Lokalisationen bedier
Proteine am Differenzierungstag 6 mit quergestreiften Myotuben (B, E). Nach Tag 4 erfolgte eine dramatische
Umverteilung der Lokalisation von hXirpl, so da in Myotuben des Differenzierungstages 6 hXirpl
ausschliesslich in der Peripherie der Zellen detektiert wurde. Hier fand sich hXirpl an Pramyofibrillen (oder
Strefifasern), an denen sarkomeres a-Aktinin kaum préasent war. dagegen war hXirpl in den Myofibrillen nicht
zu detektieren. Pfeil: Z-Scheiben der Myofibrillen, Pfeilspitze: periphere Lokalisation von hXirpl,
MaBstabsbalken: 10um

Das hXirpl Signal in den Zellenden und der Peripherie besal} filamentosen Charakter und
war nahezu sk-a-Aktinin-negativ (Abb. 15). Das sk-a-Aktinin stellte die mehr zentral
liegenden, quergestreiften Myofibrillen, wie auch die nicht quergestreiften Primyofibrillen
dar, in denen ein Signal flir hXirpl bis auf einen diffusen Hintergrund fehlte. Einige Zellen
wiesen punktformige Verteilungen fiir hXirpl auf, die stellenweise in Verbindung mit den sk-
a-Aktinin Farbungen standen (Abb. 14, G und Abb. 8, A). Anhand dieser Ergebnisse lief3 sich
bestitigen, daB3 hXirpl-L bzw. hXirp1-S in differenzierenden Myoblasten und differenzierten

Myotuben, nicht aber in den proliferierenden Myoblasten exprimiert wurde. Die Expression
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fiir hXirp1 lief wihrend des Differenzierungsprozesses der des sarkomeren a-Aktinins voraus.
Das hXirpl lokalisierte an Fokalkontakten und Prédmyofibrillen. Mit Fortschreiten des
Differenzierungsprozesses, zeigte sich eine Relokalisation von hXirp, die eine weniger
ausgepriagte Fokalkontakt- und Priamyofibrillenlokalisation ab Differenzierungstag 4
beinhaltet. Das Protein ist in den differenzierenden und differenzierten HSkM-Zellen an den
distalen Enden und der Peripherie in Prdmyofibrillen oder strefaserartigen Strukturen zu
finden. Die Kolokalisation mit sk-a-Aktinin, wie sie in differenzierenden Myoblasten

erkennbar war, war nicht zu beobachten.

3.4 Transiente Transfektionen mit hXirp Konstrukten in kultivierten Sidugerzellen

Um einen Hinweis auf die Funktion und die Lokalisation eines Proteins, eines Teilpeptids
oder einer Domine eines Proteins zu erhalten, ist ein Mittel der Wahl die Expression dieses
Proteins oder eines entsprechenden Fragments in lebenden Zellen. Uber eine anschlieBende
immunologische Anfarbung 146t sich das exprimierte Polypeptid visualisieren und durch eine
Referenzfarbung mit bekannten Komponenten in einen Zusammenhang setzen. Eine weitere
Moglichkeit, das zu untersuchende Protein zu visualisieren, ist die Fusion mit dem Griin
Fluoreszierenden Protein (GFP bzw. EGFP). Bei dieser Art der experimentellen
Herangehensweise wird davon ausgegangen, daf3 das in den Zellen exprimierte Protein bzw.
Polypeptid sich dhnlich verhalte, wie in seiner nativen Umgebung. Somit kann man man aus
den Lokalisationen des Proteins bzw. des Fragmentes und seinen moglichen Effekten in der
Zelle, Riickschliisse auf Funktionen ziehen.

Eine lange und kurze Variante sowie verschiedene trunkierte Konstrukte von hXirpl bzw.
hXirp2 wurden in unterschiedliche Séugerzellkulturen transient transfiziert. Hierzu gehorten
AT7r5-Glattmuskelzellen (aus der Ratte), die epithelialen PtK2-Zellen (aus der Beutelratte),
B16F1-Melanomzellen (aus der Maus) sowie Myoblasten aus humanem Skelettmuskel
(HSkM), die eine Primérzellkultur aus Satellitenzellen darstellen.

Da Xin spezifisch in der Skelett- bzw. Herzmuskulatur exprimiert wird (Wang et al.,
1999), handelte es sich bei den Transfektionen in A7r5, PtK2 und B16F1 um ektopische
Expressionen. Eine zuvor durchgefiihrte immunfluoreszenzmikroskopische Analyse der
Zellen mit dem Antiserum aXl1rep2 stellte sicher, dafl kein endogenes Xirp in diesen Zellen
exprimiert wurde.

Die hier verwendeten Konstrukte und Konstruktgrenzen sind der Tab. 9 S.52 zu entnehmen

und im Anhang Abb. 45 S. 122 dargestellt.
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3.4.1 Transfektionen mit hXirp1-L, -S und -N in A7r5-, PtK2- und B16F1- Zellen

Mehrere Konstrukte, die jeweils die repetitiven Motive von hXirpl enthielten, wurden in
AT7r5- und PtK2-Zellen transfiziert. Das Konstrukt der langen hXirp1 Isoform hXirp1-L (AS:
1 - 1843), und kurze Variante hXirp1-S (AS: 1 - 1121), wie auch das trunkierte Fragment
hXirpl-N (AS: 1 - 749) exprimierten ein Protein bzw. Polypeptid, das, ausgehend vom
Beginn der Sequenz, die N-terminalen Prolinmotive und repetitiven Motive (rM) (also den N-
Terminus) von hXirpl umfaBte. Die Unterschiede der Konstrukte lagen somit nur in der C-
terminalen Erweiterung. Da keine generellen Unterschiede in Verhalten und Lokalisation
dieser Konstrukte in den Transfektionsstudien auffielen, werden die Ergebnisse nachfolgend
gemeinsam unter hXirpl-rM (repetitive Motive) behandelt. In den beiden verwendeten
Zelltypen A7rS und PtK2 lokalisierte hXirpl-rM an den Fokalkontakten und am
Aktinzytoskelett. In den A7r5-Zellen war fiir hXirpl-rM eine stirkere Lokalisation am
Aktinzytoskelett zu beobachten, als es in den PtK2-Zellen der Fall war.

Eine immunologische Vergleichsfarbung gegen Vinculin, einem Markerprotein fiir
Fokalkontakte (Geiger et al., 1980), wies eine Kolokalisation mit hXirp1-rM an diesen Stellen
auf. Das Signal der Vinculinfirbung nahm hierbei zusitzlich eine mehr distale (Ende der
Stref3faser) und hXirp1-rM eine mehr proximale (ins Zellinnere gerichtete) Position innerhalb
der Fokalkontakte ein. Das Signal der Phalloidinfarbung zur Darstellung der Aktinfilamente
war hier analog zum hXirpl-rM Signal. Abb. 16 veranschaulicht unter anderem diesen
Zusammenhang. Abb. 16 B zeigt desweiteren Vinculin-positive fibrilldre Adésionen, wie sie
in nichttransfizierten und transfizierten Zellen zu beobachten waren. Die mehr zentral in der
Zelle liegenden, fibrilliren Adhédsionen (1.5.1) bestehen u.a. aus einer etwas anderen
Zusammenstellung an Ankerproteinen, als es in den Fokalkontakten der Fall ist (Katz et al.,
2000; Zamir et al., 2000). Die longitudinal zu den StreBfasern verlaufenden Adhisionen
wiesen keine verstirkte Signalintensitit fiir hXirpl-rM bzw. Phalloidin (F-Aktin) auf. Die
Konstrukte hXirpl-rM zeigen also eine iiber das Aktinzytoskelett vermittelte Praferenz fiir
Fokalkontakte FEine durch die exprimierten hXirpl-rM vermittelte Vergroferung der

Fokalkontakte wurde in den untersuchten Zellen nicht beobachtet.
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hXirpl-L N\ Vinculin &

Abb. 16 Transfektion von PtK2-Zellen mit hXirp1-L

Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahme von PtK2-Zellen nach transienter Transfektion mit hXirp1-L mit
A) Darstellung des transfizierten Konstruktes (EGFP), B) Immunférbung gegen Vinculin (Texasrot) und C)
Darstellung des Aktinzytoskeletts durch Phalloidinanlagerung (CPITC). Uberlagerung D) von A, B und C
zeigt Assoziation von hXirpl-L am Aktinzytoskelett und Kolokalisation mit Vinculin an Fokalkontakten, in
denen die mehr distale Lokalisation von Vinculin zu erkennen ist.. Man beachte fehlende Signalintensitit fiir
hXirpl-L und Phalloidin an Vinculin-positiven fibrilliren Adhéisionsstellen innerhalb der Zelle.
Pfeil: Strefaser, Pfeilkopf: Fokalkontakt bzw. Adhisionsstelle, MaBstabsbalken: 10 pum.

In den Zellen (A7r5 und PtK2), in denen die Expression der hXirp1-rM Konstrukte relativ
schwach war, wurden in einigen Zellen nur die Fokalkontakte markiert und eine Lokalisation
am Aktinzytoskelett nicht beobachtet. Weiterhin waren transfizierte A7r5 bzw. PtK2-Zellen
zu beobachten, in denen hXirpl-rM trotz vorhandener Fokalkontakte nur an das
Aktinzytoskelett band. In manchen A7r5-Zellen fielen fein gewundene Aktinfilamente auf,
die moglicherweise einen Indikator fiir Stre darstellen sollen. Eine Biindelung von
Aktinfilamenten durch die liberexprimierten hXirp1-rM wurde nicht beobachtet.

Eine Zeitreihe iiber 24 h, 48 h und 72 h nach Transfektion und anschliefender
Immunfarbung gegen Vinculin und das Aktinzytoskelett (Phalloidin) konnte keine Klarheit
dariiber erbringen, ob die Konstrukte primér die Fokalkontakte und erst danach das restliche
Aktinzytoskelett banden, da zu jeglichem Zeitpunkt die beschriebene Variabilitit zu finden
war. Die Lokalisation am Aktinzytoskelett in den transfizierten Zellen war zumeist als
kontinuierlich beschreibar. In einigen der transfizierten Zellen wurde fiir hXirpl-rM eine
perlschnurartige Verteilung entlang der StreBfasern beobachtet, die - a-Aktinin positiv - als

»dense bodies* in Fibroblasten und Glattmuskelzellen bekannt sind (Langanger et al., 1986,
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Bond und Somlyo, 1982). Abb. 17 zeigt hierzu ein Beispiel. In Zellen mit kontinuierlicher
Lokalisation des hXirpl-rM am Aktinzytoskelett war diese perlschnurartige Verteilung

stellenweise nur sehr schwach ausgeprédgt bzw. fehlte komplett.

hXir1-6*
' ' - q-mN;\-_‘“
RN S ‘

Abb. 17 Transfektion von A7r5-Zellen mit hXirp1-S

Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahme von A7r5-Zellen nach transienter Transfektion mit hXirpl-S mit
A) Darstellung des transfizierten Konstruktes (EGFP), B) Immunfiarbung gegen a-Aktinin (Texasrot). Das
hXirpl-S zeigte klare Lokalisationen an Stre3fasern und Fokalkontakten. VergroBerungen in C) hXirp1-S und
D) a-Aktinin zeigen Verteilungen des Proteins hXirpl-S in ,,dense body‘“-Strukturen. Selbe Verteilungsmuster
wurden auch fiir hXirp1-L und hXirp1-N beobachtet. Pfeile: Streifaser in A) und B) und ,,dense bodies“ in C)
und D), Pfeilkopf: Fokalkontakt, MaBstabsbalken aus D) betrdgt in A) und B) 20 um, in C,D): 5 pm.

Abb. 18 Transfektion von A7r5-Zellen mit hXirp1-N

Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahme lebender A7r5-Zellen nach transienter Transfektion mit hXirpl-N
mit Darstellung des A) transfizierten Konstruktes (EGFP) und B) korrespondierender Phasenkontrastaufnahme.
C) Darstellung des transfizierten Konstruktes (EGFP) in Vergroferung. Deutliche Assoziation von hXirp1-N mit
den Fokalkontakten und Streffasern, Pfeile in C) deuten auf schwach erkennbare knotchenartige Verdickungen
hin, die moglicherweise hier ,dense bodies dastellen. Pfeil: Strefaser, Pfeilkopf: Fokalkontakt,
MaBstabsbalken in B) und C):10 pm

Eine Lokalisation der Proteine in lebenden Zellen zu beobachten war selbstverstindlich
von groem Interesse und wurde u.a. in A7r5-Zellen durchgefiihrt. Abb. 18 zeigt die
Lokalisation von hXirp1-N in A7r5-Zellen stellvertretend fiir alle hXirp1-rM Konstrukte.



Ergebnisse 68

Die Lokalisationen wie sie allgemein in den fixierten Zellpridparaten gefunden wurden,
lieBen sich auch hier nachvollziehen. Die Aufnahme zeigt die kontinuierliche Lokalisation
von hXirpl-N entlang der Aktinstre3fasern mit schwach erkennbaren kndtchenartigen, relativ
regelmifig verteilten Verdickungen sowie Lokalisation an den Fokalkontakten. Ein
verdnderter Phidnotyp wurden in den untersuchten Zellen nicht beobachtet.

Um einen Einblick auf einen moglichen EinfluB der hXirpl-rM auf die Dynamik des
Aktinzytoskeletts zu erhalten, wurden weitere Transfektionsstudien in B16F1-Melanomzellen
durchgefiihrt. Diese Zellen besitzen auf Laminin platiert erhohte Motilitdt und ausgeprigte
Lamellipodien. Um eine Darstellung der Dynamik dieser Prozesse zu ermoglichen, wurden
die mikroskopischen Untersuchungen an lebenden Zellen vorgenommen. Abb. 19 zeigt einige
Bilder aus einer Bildsequenz einer mit hXirp1-S transfizierten B16F1 Zelle

In den motilen B16F1-Zellen war die Lokalisation der iiberexprimierten Konstrukte
hXirpl-L, hXirpl-S und hXirpl-N deutlich auf das kontraktile Aktinfilamentsystem des
Zellkorpers begrenzt. Motile, transfizierte Zellen besallen ausgeprigte Lamellipodien und ein
im Zellkorper gelegenes Aktinfilamentsystem, dessen Kontraktion sowie die regulierte
Depolymerisation und Polymerisation eine Ursache der gerichteten Bewegung der Zelle
darstellen (Small et al., 1998).

Eine Lokalisation von hXirpl-rM im dynamischen, ebenfalls aktinhaltigen Lamellipodium
(Saum der Lamelle) und der Lamelle selbst wurde hingegen nicht beobachtet. Im Ubergang
vom kontraktilen Aktinfilamentsystem zum dynamischen lamellipodialen, zeigte sich eine
eindeutige Ausdiinnung der hXirpl-rM Signale. Eine Lokalisation an Fokalkontakten ist
kaum beobachtet worden, oder fiel relativ schwach aus. Zellen mit einem sehr hohen

Exressionsniveau an hXirpl-rM wiesen einen kontrahierten und nicht motilen Phinotyp auf.
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hXirp1-5

Abb. 19 Transfektion von B16F1-
Zellen mit hXirp1-S

Immunfluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen einer Bildfolge von
lebenden B16F1-Zellen nach transienter
Transfektion mit hXirp1-S. Darstellung
A) bis D) des transfizierten Konstruktes
(EGFP) und E) bis H) der
korrespondierenden Phasenkontrast-
aufnahmen. Die Bilder entstammen
einer Bildfolge und liegen ca. 5 min
auseinander. Die dargestellte Zelle in
D) zeigt die im Text beschriebene,
kaum beobachtbare,
Fokalkontaktlokalisation von hXirpl-S
in B16F1-Zellen. Beachte starkes
hXirpl-S—Signal am  kontraktilen
Aktinzytoskelett, die  Ausdiinnung
dieses Signals im restlichen Zellkdrper
und das Fehlen im dynamischen
Lammellipodium.  Begrenzung des
hXirpl-S Signals wird in den
Phasenkontrastbildern durch die
schwarze Linie gekennzeichnet. In D)
erfolgte  Retraktion der Lamelle.
Analoge Beobachtungen wurden fiir
hXirp1-L und hXirp1-N gemacht.

Pfeil: kontraktiler Apparat, Pfeilkopf:
Fokalkontakt, MaBstabsbalken: 20 pm
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Die Ergebnisse der Transfektionsstudien wiesen auf eine starke Affinitdt aller hier
untersuchten hXirpl-rM-Varianten zum Aktinzytoskelett und den hierauf basierenden
Fokalkontaktstrukturen hin. Es handelte sich somit bei hXirpl um ein Aktinzytoskelett-
assoziertes Protein. Die untersuchten Konstrukte zeigten in den transfizierten Zellen A7r5 und
PtK2 keine negativen Effekte auf den Phédnotyp der Zellen. Transfizierte BI16FI1-
Melanomzellen besallen bei hoher Expression von hXirpl-rM moglicherweise einen bereits

kontrahierten Phénotyp, der eine dynamische Motilitdt be- bzw. verhinderte.
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3.4.2 Transfektionen mit hXirpl Konstrukten mit prolinreichen Motiven

Verschiedene hXirpl-Konstrukte, die die prolinreichen Sequenzen und Motive umfaliten,
wurden in A7r5-Zellen transfiziert. Die hier verwendeten Konstrukte und Konstruktgrenzen
sind schematisch in Abb. 45 S. 122 dargestellt. Es wurden zwei Konstrukte hergestellt, die
beide die N-terminal gelegenen prolinreichen Motive enthielten. Einem der Konstrukte
(hXirpl-NPPADBD) fehlte die nachfolgende putative DNA-Bindungsdomine (DBD),
wohingegen hXirpl-NPP-DBD diese enthielt. Mit beiden Konstrukten sollte der Frage
nachgegangen werden, ob die DBD einen Einflul auf die Lokalisation des exprimierten
Peptids besitzt und z.B. eine Kernlokalisation hervorruft.

Das Konstrukt hXirp1-NPPADBD (AS: 1-54) lokalisierte neben einer diffusen Verteilung
im Zytoplasma, nur sehr schwach und perlschnurartig am Aktinzytoskelett der A7r5-Zellen
(nicht gezeigt). Das hierzu erweiterte Konstrukt hXirpl1-NPP-DBD (AS: 1-89), das die
putative DNA-Bindungsstelle enthielt, zeigte die gleiche Lokalisation am Aktinzytoskelett
wie hXirpl-NPPADBD, die jedoch deutlicher ausfiel. HXirp1-NPP-DBD lokalisierte hierbei
klar an den a-Aktinin-positiven ,,dense bodies* der Stre3fasern (Abb. 20). Eine Lokalisation
an Fokalkontakten wurde nicht beobachtet. In beiden Transfektionsexperimenten (hXirpl-
NPPADBD und —-DBD) zeigte sich eine Kernfirbung, die allerding nur nach PFA-Fixierung
auftrat und in der MA-Fixierung ausblieb. Die Ergebnisse gaben also letztlich keinen Hinweis
auf eine Funktionalitdt der putative DNA-Bindungstelle. Interessanterweise zeigte sich ein
positiver Effekt der DBD-Erweiterung (hXirp1-NPP-DBD) auf die StreB3faserlokalisation.

hXir14NPP-DBD \cAKGRIn .

Abb. 20 Transfektion von A7r5-Zellen mit hXirp1-NPP-DBD

Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von A7r5-Zellen nach transienter Transfektion mit hXirp1-NPP-
DBD. Darstellung A) des transfizierten Konstruktes (EGFP) und B) a-Aktinin (Texasrot). Beachte die
Lokalisation des exprimierten Peptids an StreBfasern mit starker Priferenz zu ,,dense bodies®, die durch a-
Aktinin dargestellt werden und eine Kolokalisation zu hXirpl-NPP-DBD zeigen. Pfeil: Strefaser, Pfeilkopf:
,dense body*, Mafistabsbalken: 20 um
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Das Konstrukt hXirp1-757-1162 (AS: 757-1162), das die Aminonsduresequenz C-
terminal der repetitiven Motive bis Aminosdure 1162 abdeckte und eine putative
Bindungstelle fiir Phosphonukleotide (P-loop, AS: 1026-1036) sowie putative
Bindungsstellen fiir SH3-Doménen enthielt (AS: 1109-1120), zeigte sich diffus im
Zytoplasma verteilt und nur schwach am Aktinzytoskelett lokalisiert. Fokalkontakte wurden

nicht dargestellt (Abb. 21).

hXiro1-756-1162

Abb. 21 Transfektion von A7r5-Zellen mit hXirp1-757-1162

Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von A7r5-Zellen nach transienter Transfektion mit hXirp1-757-
1162. Darstellung A) des transfizierten Konstruktes (EGFP) und B) des Aktinzytoskeletts {iber Phalloidin.
Beachte diffus zytoplasmatische und schwach am Aktinzytoskelett erkennbare Lokalisation des Konstrukts.

Pfeil: Strefifaser, MaBstabsbalken: 50 um

Das Polypeptid des Konstruktes hXirp1-CPP (AS: 1119-1416) umfafite die C-terminalen
prolinreichen putativen Liganden fir EVH1 und SH3-Doménen. In A7r5-Zellen lokalisierte
dieses Polypeptid an den Stre8fasern, dagegen wurde keine Lokalisation an den
Fokalkontakten beobachtet (Abb. 22).

HXirp-1-CPP-CC (AS: 1200- 1556), das ein die C-terminal erweitertes Konstrukt von
hXirp1-CPP darstellte, enthielt zusitzlich die Heptaden-Sequenz (AS: 1457-1500) des C-
Terminus von hXirpl-L. In A7r5- wie auch PtK2-Zellen fiihrte dieses Konstrukt zu einem
verdanderten Phdnotyp der Zellen, der als kontrahiert zu beschreiben ist (Abb. 23).
Transfizierte Zellen waren gekennzeichnet durch retrahierte Zellrinder mit langen Vinculin-
und hXirp1-CPP-CC-positiven Fokalkontakten. Das exprimierte Protein zeigte eine deutliche
Affinitdt zu StreBfasern und Fokalkontakten. Die Zellen enthielten kleinere Aggregate, die
auch in der Phalloidinanfarbung positiv und somit aktinhaltig waren. Die Lokalisation von
hXirp1-CPP-CC an den Zellrindern der Zellen stellt keinen Lamellipodialsaum, sondern die
retrahierte Peripherie der Zelle mit Uberresten des Aktinzytoskeletts dar. Da sich diese
Darstellung in verschiedenen Transfektionsstudien zeigte, wurde nicht von einem

Fixierungsartefakt ausgegangen.
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hXirp1-CPP
v

/y“

Abb. 22 Transfektion von A7r5-Zellen mit hXirp1-CPP

Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von A7r5-Zellen nach transienter Transfektion mit hXirp1-CPP.
Darstellung A) des transfizierten Konstruktes (EGFP) und B) Aktinzytoskeletts iiber Phalloidin. Beachte die
schwache, jedoch klare Lokalisation von hXirp1-CPP an Strefasern. Pfeil: Stre3faser, Maf3stabsbalken: 50 pm

hXirp1-CPP-CC

Abb. 23 Transfektion von A7r5-Zellen mit hXirp1-CPP-CC

Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von A7r5-Zellen nach transienter Transfektion mit hXirp1-CPP-
CC. Darstellung A) des transfizierten Konstruktes (EGFP) B) Vinculin (Texasrot) und C) des Aktinzytoskeletts
iiber Phalloidin. Man beachte den retrahierten Phénotyp der transfizierten Zelle mit einer Zellperipherie, in der
sich Uberreste des Aktinzytoskeletts befinden. Das Konstrukt kolokalisierte mit Vinculin an den langen, spitzen
Fokalkontakten =~ sowie = mit  Phalloidin an den  Strefasern und am  Retraktionssaum.
Pfeil: Stre3faser, Pfeilkopf: Fokalkontakt, Mafstabsbalken: 50 um

3.4.3 Transfektionen mit hXirp1-Y und -FC

Die mit dem Konstrukt hXirpl-Y beobachtete Bindung am Filamin C lie sich durch ein
Hefe-Doppelhybrid-Experiment weiter eingrenzen (unpublizierte Daten). Dieses Konstrukt
wurde mit hXirp1-FC bezeichnet. Beide C-terminalen Konstrukte, hXirp1-Y und die hiervon
trunkierte Variante hXirp1-FC zeigten jedoch eine vergleichbare Verteilung in transfizierten

A7r5 und PtK2-Zellen:
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HXirp1-Y (AS: 1497-1843) wies eine perlschnurartige bis weit verteilt punktférmige,
aggregatartige Lokalisation an den Stref3fasern auf. Diese Verteilung entlang der Stre3fasern
fiel in vielen Zellen erst durch die Anfarbung mit Phalloidin auf. Bei vielen dieser
punktformigen Lokalisationen handelte es sich anhand der Grofle um Aggregate, die auch in
der Phalloidinfarbung als knotenartige Verdickungen an den Stref3fasern erkannt wurden
(Abb. 24, C, D). Kleinere ,,Aggregate* lokalisierten (nur schwach erkennbar) in den ,,dense
bodies®, wie die Referenzfiarbung gegen a-Aktinin belegte (Abb. 24, G und H). Grofle
Aggregate von hXirpl-Y hingegen wiesen keine Kolokalisationen mit a-Aktinin auf (Abb.
24, T bis M), wodurch eine Wechselwirkung zwischen hXirpl-Y und a-Aktinin

ausgeschlossen werden kann.

hXirp1-Y

hXirp1-Y

Abb. 24 Transfektion von A7r5-Zellen mit hXirp1-Y

Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von A7r5-Zellen nach transienter Transfektion mit hXirpl-Y.
Obere Reihe zeigt die mehr ,,zufdlligen® Verteilungsmuster von A) hXirp1-Y, die erst durch die Referenzfarbung
mit B) Phalloidin als StreBfaser-assoziert erscheinen. Die Aggregate von C) hXirpl-Y erscheinen D) Phalloidin-
und somit Aktin-positiv. Mittlere Reihe zeigt E) relative klare Streffaser-assoziierte Lokalisation von hXirpl-Y
(EGFP) mit F) Referenzfarbung gegen a-Aktinin (Texasrot). In G) (hXirpl-Y) und H) (a-Aktinin) zeigt sich
gleiche Lokalisation beider Proteine. Untere Reihe stellt I) und L) groBe Aggregate an hXirpl-Y dar, die K) und
M) keine Aggregation an a-Aktinin folgern. Pfeilkopf: hXirpl-Y und Kolokalisationen mit Phalloidin bzw a-
Aktinin, MaBstabsbalken: 50 umin A, B, E, F, [, Kund Sumin C, D, G, H, L, M
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In transfizierten B16F1-Zellen zeigte sich fiir hXirpl-Y die gleiche Art der Lokalisation
(hXirpl-FC nicht getestet). Auf Laminin platierte B16F1-Zellen zeigten allerdings keine
Motilitdt und besallen einen stark kontrahierten Phinotyp. Zellen mit Lamellipodien wurden
in diesen Transfektionen nicht beobachtet. Das ektopisch exprimierte hXirpl-Y blockierte
also in den Melanomzellen deren Motilitét.

In den mit hXirp1-FC (AS: 1685 — 1843) transfizierten A7r5-Zellen wies das exprimierte
Polypeptid im Vergleich zu hXirpl eine nur schwache punktférmige Aggregatbildung auf.
Die schon fiir hXirpl-Y beschriebenen ,,punktférmigen bis ,perlschnurartigen‘
Verteilungsmuster lieBen sich auch hier wiederfinden. Geringe Konzentrationen des
exprimierten Peptids fanden sich perlschnurartig in den ,,dense bodies* der StreBfasern, die
durch die Referenzfarbung gegen a-Aktinin dargestellt wurden. (Abb. 25). Zellen mit starker
Expression des Peptids wiesen auBBerdem diffus im Zytoplasma verteiltes hXirp1-FC auf.

[ hxirp1-FC a-AKtinin

Abb. 25 Transfektion von A7r5-Zellen mit hXirp1-FC

Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von A7r5-Zellen nach transienter Transfektion mit hXirpl-FC.
Darstellung A) und C) des hXirpl-FC (EGFP) und B), D) a-Aktinin (Texasrot). hXirp1-FC lokalisierte &hnlich
hXirpl-Y mit geringerem Aggregationsvermdgen an ,,dense bodies®. Diffuse zytoplasmatische Verteilung des
Grossteils des exprimierten Proteins mit erkennbaren perlschnurartigen Lokalisationen an Streffasern.
Referenzfarbung gegen a-Aktinin B) und D) weist diese Lokalisationen als “dense bodies” aus, in denen o-
Aktinin und hXirp1-FC kolokalisieren. Pfeilkopf: Kolokalisation von hXirpl-FC und a-Aktinin an A) und B)
einer Stre3faser und C) und D) innerhalb einer Stre(faserbiindel. Mafistabsbalken in A,B) 50 um, und C,D) 5 um
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Zur weiteren Verifizierung der Hefe-Doppelhybrid-System-Daten, die eine Interaktion
zwischen Filamin C d19-21 und hXirpl-FC zeigten, wurden diese beiden trunkierten
Varianten in PtK2-Zellen doppeltransfiziert. Fiir die Doménen 19-21 des Filamin C war
bereits bekannt, dafl sie in PtK2-Zellen eine schwache Lokalisation an den ,,dense bodies*
aufwies, aber auch zur Bildung von groflen Aggregaten neigte (van der Ven 2000 b). In den
Doppeltransfektionen wiesen beide Konstrukte eine Kolokalisation innerhalb der ,,dense-
body* Strukturen der Streffasern auf. Zusitzlich erfolgte die Rekrutierung des hXirp1-FC in
die von dem Filamin Konstrukt hervorgerufenen Aggregate, die auf eine Bindung beider

Polypeptide hinwies.

hXirp1-FC

Abb. 26 Doppeltransfektion von PtK2-Zellen mit hXirp1-FC und FInC-d19-21

Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von PtK2-Zellen nach transienter Transfektion mit hXirpl-FC
und FInC-d19-21. Darstellung A) des hXirpl-FC (EGFP) und B) FInC-d19-21 (T7,Texasrot). hXirpl-FC
kolokalisierte mit FInC-d19-21 in den ,,dense bodies“. Beide Proteine waren auch in den von FInC-d19-21
verursachten Aggregaten zu finden. Pfeilkopf: Kolokalisationen in ,,dense bodies, MaBstabsbalken: 20 um

3.4.4 Transfektion von hXirpl Konstrukten in Humanen-Skelettmuskel-Zellen

Transfektionen in kultivierten HSkM-Zellen sollten dariiber AufschluB3 geben, wie sich die
hXirpl-Volldngenvariante bzw trunkierte Varianten in dem Zellsystem verhalten, in dem
hXirp endogen exprimiert wird (s.3.3.2). Die Kultivierung der Zellen beinhaltet
proliferierende, mononukleire Myoblasten die in einem Differenzierungsprozel zu
poylnukleiren =~ Myotuben und  ausgedehnten = Synzytien  verschmelzen.  Der
Differenzierungsproze wird durch Kontaktinhibition der Myoblasten induziert oder kann
durch serumarmes Medium induziert werden. Die ersten Myotuben sind ca. 24 bis 36 h nach
Differenzierungsbeginn erkennbar und enthalten nach ca. 3 bis 4 Tagen (Differenzierungstag,
3T bzw. 4T) Myofibrillen mit beginnender Querstreifung. Der Differenzierungsprozefl

erreicht in den HSkM-Zellen seinen Hohepunkt im Differenzierungstag 6. Hier kdnnen
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spontane Kontraktionen der Muskelzellen beobachtet werden und die Myofibrillen zeigen
eine ausgepragte Querstreifung.

Ein gravierender Nachteil der Skelettmuskelzellen besteht darin, daBl sie sich nur mit sehr
geringer Effizienz transfizieren lassen bzw. daBl transfizierte Zellen oftmals nicht zu
Myotuben differenzieren. Weiterhin fiithrt die Verschmelzung der frithen Muskelzellen (zu
Myotuben und ausgedehnten Synzytien) mdoglicherweise zu einer Ausdiinnung der
Transfektionstdrke und somit —effizienz. Differenzierende oder differenzierte Zellen sind des
weiteren nicht transfizierbar. Ein Vielzahl an Transfektionen mit den verschiedenen hXirp-
Konstrukten wurde durchgefiihrt und erbrachten wie zu erwarten eine relative geringe
Ausbeute.

HXirp1-N, (AS: 1-749) wie auch hXirpl-L (AS: 1-1843) wurden in transfizierten
Myoblasten (mononukleér, undifferenziert) und in differenzierenden Myotuben (polynukleér)
an Fokalkontakten, Streffasern und/oder Pramyofibrillen beobachtet. In den Pramyofibrillen
und StreBfasern lokalisierten beide Varianten kontinuierlich bis perlschnurartig entlang dieser
Aktinzytoskelettstrukturen. Kolokalisationen mit sarkomerem a-Aktinin (Abb. 27) in den
Strukturender Z-Korperchen wurden beobachtet und es entstand der Eindruck, da3 hXirp1-N
bzw. -L weniger in stark o-Aktinin-positiven Stellen lokalisierte und vice versa. Die

Aufnahme in Abb. 27 zeigt einen Ausschnitt einer Myotube am Differenzierungstag 2.

o-Aktinin

Abb. 27 Zelluldre Lokalisation von hXirp1-N in HSkM, Differenzierungstag 2

Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transient transfizierter HSkM-Zellen im Differenzierungsstadium
2 (DS2). Darstellung der Lokalisation des A) hXirpl-N (EGFP) und des B) sarkomeren a-Aktinin, (Texasrot),
hXirpl-N lokalisierte an den Pridmyofibrillen mit verstirktem Signal in den Ubergingen zu den in
Fokalkontakten. Beachte Kolokalisation beider Proteine in Pramyofibrillen. Stellenweise weisen Strukturen mit
starkem hXirpl-N Signal kaum bis keine Signale fiir a-Aktinin auf (Pfeil). Pfeilspitzen: Pramyofibrillen in
Fokalkontaktndhe, Pfeil: Pramyofibrillen oder Strefaser ohne (sk)-a-Aktinin, Mafstabsbalken: 20 pm

Abb. 28 zeigt eine recht schlecht differenzierte Myotube des Differenzierungstages 6 die
hXirpl-L iiberexprimierte. Die Zelle wies quergestreifte Myofibrillen (Referenzfirbung
gegen Titin, T12, Z-Scheibenepitop) auf, in deren Z-Scheiben kein hXirp1-L lokalisierte. Das
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Konstrukt lokalisierte hierbei in Néhe der Fokalkontakten. Der diffuse zytoplasmatische
Hintergrund konnte nicht eindeutig in Ubereinstimmung mit den Pri- bzw Myofibrillen
gebracht werden. Eine vergleichbare Beobachtung wurde auch mit dem Konstrukt hXirpl-N

gemacht.

Abb. 28 Zelluldre Lokalisation von hXirp1-L in HSkKkM, Differenzierungstag 6

Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transient transfizierter HSkM-Zellen im Differenzierungsstadium
6 (6T). Darstellung der Lokalisation des A) hXirpl-L (EGFP) und des B) Titinepitops T12 (Texasrot), das die Z-
Scheiben markiert. hXirpl-L A) lokalisierte an den Fokalkontakten der transfizierten Zellen, die in diesem
Differenzierungsstadium B) quergestreifte Myofibrillen enthielten. Eine Lokalisation von hXirpl-L innerhalb
Myofibrillen konnte nicht beobachtet werden. Pfeil: Fokalkontakte, Pfeilspitze: Z-Scheiben, Malistabsbalken, 20
pum

HXirp1-Y (AS: 1497-1843), das die Bindungstelle fiir die muskelspezifische Isoform
Filamin C enthielt, zeigte eine punktformig bis perlschnurartige und strangartige Verteilung
an Pramyofibrillen (Abb. 29). Fiir die Referenzfirbung wurde ein Antikorper gegen ein in
Néhe der Z-Scheibe gelegenes Epitop (T12) von Titin gewahlt. Die Lokalisationen von Titin
T12 und hXirpl-Y tiiberlagerten sich stellenweise. Eine wirkliche Kolokalisation wurde nicht
beobachtet. Die Referenzfarbung gegen Titin wies stellenweise Kolokalisationen auf, die an
anderen Stellen fehlten. Aggregatartige Lokalisationen von hXirpl-Y hatten keine
Verstiarkung des Titin-,,Signals* an diesen Stellen zur Folge. Eine Analyse dieser Strukturen
iiber Konfokalmikroskopie wurde nicht durchgefiihrt, so dafl keine Aussage dariiber getroffen
werden kann, ob es sich bei den longitudinalen bis perlschnurartigen Strukturen um
membrannahe Areale handelt, die auf Vorlauferstrukturen der Costamere (PLAS) hinweisen
wiirden. Die bloBe Verdnderung der Fokusebene im Fluoreszenzmikroskop erbrachte hierbei
keinen Aufschluf}, da die Zellen sehr diinn waren.

Die Ergebnisse der Transfektionsstudien gaben trotz der niedrigen Ausbeute einen klaren
Hinweis darauf, daB hXirpl in kultivierten Muskelzellen an den Fokalkontakten und

Pramyofibrillen lokalisiert war.
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hXirp1-Y

Abb. 29 Zellulire Lokalisation von hXirp1-Y in HSkM , Differenzierungstag 6

Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transient transfizierter HSkM-Zellen am Differenzierungstages 6
(6T). Darstellung der Lokalisation des hXirpl-Y (EGFP)in A), C) und des Titin Epitops T12 (Texasrot) in B),
D), das die Z-Scheiben markierte. hXirpl-Y A) wies punktartige bis strangartige Lokalisationen auf, die die
Pramyofibrillen darstellten. Die Kolokalisationen mit T12 erscheinen zuféllig. (C,D). Beachte dafl hXirpl-Y, im
Gegensatz zum B) Titin nicht alle Praimyofibrillen markierte. Pfeil: keine Kolokalisation mit Titin. Pfeilspitze:
Kolokalisation mit Titin, MaBstabsbalken, 20 um, in A) und B) und 5 pm in C) und D).

3.4.5 Transfektion von hXirp2-28rM Konstrukten in A7rS -Zellen

In mit hXirp2-28rM transfizierten A7r5-Zellen lokalisierte das trunkierte hXirp2 an
Fokalkontakten, Aktinfilamenten und Strefasern. Die Abb. 30, A zeigt weiterhin einen
Lamellipodialsaum, der Aktin-positiv war und kein hXirp2-28rM enthielt. Diese Beobachtung
reiht sich in die Ergebnisse der Transfektionsstudien fiir hXirpl-rM ein. Mit hXirp2-28rM
transfizierte PtK2-Zellen zeigten zwar gleiche Verteilungsmuster fiir dieses Konstrukt, jedoch
konnte zusétzlich eine zytoplasmatisch diffuse Verteilung beobachtet werden. In den A7r5-
Zellen war diese diffuse Lokalisation nicht ganz so stark ausgeprigt. Eine Kernlokalisation

des Konstrukt wurde nicht beobachtet.
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Abb. 30 Transfektion von A7r5-Zellen mit hXirp2-28rM

Immunfluoreszenzmikroskopische ~Aufnahmen mit hXirp2-28rM transient transfizierter A7r5-Zellen.
Darstellung der Lokalisation von A) hXirp2-28rM (EGFP). In B) dargestelltes Aktinzytoskelett {iber
Phalloidinanlagerung (CPITC). hXirp2-28rM lokalisiert an Fokalkontakten und Aktinfilamenten bzw.
Stre8fasern, keine Lokalisation am dynamischen Saum des Lamellipodiums (Einkreisung in A und B).
Aktinfilament bzw. StreBfaser, Pfeilkopf: Fokalkontakt, MaBstabsbalken: 50 um

3.5 Aktinbindung der repetitiven Motive von hXirp1 und hXirp2

Aufgrund der in den Transfektionsexperimenten (3.4) nachgewiesenen starken Assoziation
zwischen hXirpl und dem Aktinzytoskelett in einer Vielzahl verschiedener
Séugetierzellinien lag es nahe zu vermuten, daf3 es sich bei hXirpl (bzw. hXirp2) um ein
F-Aktin bindendes Protein handelt und eine F-Aktinbindung moglicherweise iliber die
repetitiven Motive vermittelt wird. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde ein F-Aktin-
Kosedimentationsassay mit trunkierten hXirpl-Varianten durchgefiihrt, die eine
unterschiedliche Anzahl an repetitiven Motiven besal3en.

Der Assay dient der Analyse F-Aktin-bindender und -biindelnder Aktivitdt eines
Proteins oder seiner putativen Aktinbindungsdoméne(n). Die Grundlage bildet gereinigtes
G-Aktin, das in vitro zu F-Aktin polymerisiert wird. Die F-Aktinfilamente werden durch
Ultrazentrifugation vom nicht polymerisierten G-Aktin getrennt. Hierbei verbleibt das G-
Aktin im Uberstand, wihrend die F-Aktinfilamente sedimentieren. Wird zu einem F-
Aktinansatz ein zu untersuchendes Protein hinzugegeben, und besitzt dieses eine Affinitit
zu F-Aktin, wird es mit F-Aktin kosedimentieren. Fiir den Fall, daB keine Bindung
zwischen F-Aktin und diesem Protein vorhanden ist, verbleibt dieses im Uberstand. Bei
einer Ultrazentrifugation ohne F-Aktin sollte das Protein selbstverstindlich nicht
sedimentieren. Uberstand und Pellet werden entsprechend separiert und mittels SDS-PA-
Gelelektrophorese analysiert. Die Methode erlaubt weiterhin, das molare Verhiltnis zu

ermitteln, in dem die Bindung zwischen dem zu untersuchenden Polypetid und F-Aktin
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absdttigt ist. Hierzu wird im Konzentrationsbereich der Abséttigung die Molaritit des
sedimentierten Proteins in Verhéltnis zum sedimentierem F-Aktin gesetzt. Der Verlauf der
Bindungsdaten fiir eine spezifische, konzentrationsabhidngige, absattigbare Bindung weist
in der graphischen Darstellung eine hyperbole Kurve auf. Unspezifische Bindungen
wiirden eine lineare Funktion aufweisen. Es ist auBerdem mdoglich, aus den Bindungsdaten
die Dissoziationskontante Kd zu ermitteln, die angibt mit welcher Affinitit die Bindung
erfolgt.

Ist ein Protein in der Lage F-Aktinfilamente zu biindeln, so konnen diese Biindel
inklusive des bindenden/biindelnden Proteins durch eine niedertourige Zentrifugation
(etwa 10.000 x g) von F-Aktinfilamenten getrennt werden. Weiterhin wird eine Erh6hung
der Konzentration an Protein mit einer Zunahme an sedimentierbarem Aktin korrelieren.
Dies bedeutet eine Zunahme der sedimentierten Aktinbiindel bei gleichzeitiger Abnahme
der im Uberstand verbleibenden Aktinfilamente.

Das Aktin fiir den Assay wurde aus einer Acetonpuderpriaparation des Brustmuskels
von G. gallus (Huhn) isoliert und in den Versuchen in einer Konzentration von 5 uM
eingesetzt.

Die zu iiberpriifenden rekombinanten hXirp Polypeptide wurden bakteriell exprimiert
und tiber ihre Hexahistidin-Tags mittels Affinititschromatographie aufgereinigt. Die
Konzentration der aufgereinigten Proteine wurde liber den BCA-Assay ermittelt.

Es wurden vier hXirpl-Polypeptide, auf ihre F-Aktinbindung iiberpriift. Die hXirpl-
Polypeptide enthielten zwei, drei und sechs sowie 18 repetitive Motive. Das Konstrukt
hXirp1-3rM (3 Motive) umfalite die repetitiven Motive von 10 bis 12, deren Motiv 11 (in
dieser Arbeit) als degeneriert klassifiziert wird, zunichst aber bei Herstellung als lange
Verbindungssequenz betrachtet wurde. Das Konstrukt hXirp1-2rM (2 Motive) beinhaltete
die repetitiven Motive 3 und 4, die eine relativ kurze Verbindungssequenz besallen. Das
Konstrukt hXirp1-6rM reprasentierte mit den Motiven 1 - 6 etwa ein Drittel der repetitiven
Motive. Ein weiteres Konstrukt hXirpl-18rM umfafite alle 18 repetitiven Motive von
hXirpl. Das hXirp2-28rM Konstrukt, das 28 der 36 repetitiven Motive enthielt, wurde
ebenfalls auf F-Aktinbindung getestet. Parallel zu diesem in vitro Assay wurden die
Konstrukte in Transfektionstudien in A7r5-Glattmuskelzellen auf ihre zelluldre

Lokalisation untersucht.
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3.5.1 Aufreinigung und Darstellung der verwendeten Motiv-Konstrukte

Das Kontrollexperiment zur Uberpriifung der zu untersuchenden Polypeptide zeigt Abb. 31.
Die bakteriell exprimierten und aufgereinigten hXirp-Polypeptide wurden nach einer
Ultrazentrifugation bei 100.000 x g in Polymerisationspuffer in Uberstand und Pellet
separiert. Die Abb. veranschaulicht, daf} die zu untersuchenden Polypeptide nur zu einem sehr
geringen Anteil von sich aus sedimentierten. Verunreinigungen in den Préparationen der
Polypeptide, die z.B. bakterielle Proteine oder proteolytische Fragmente der hXirp-
Polypeptide darstellten wurden aufgrund der zumeist geringen Mengen in den eingesetzten
Molarititen nicht herausgerechnet.

Die aufgereinigten hXirp-Polypeptide wiesen aufgrund ihrer Laufeigenschaften im SDS-
PA-Gel eine scheinbar hohere molekulare Masse auf als berechnet wurde. Diese
Verschiebung soll zum einen im Zusammenhang mit den repetitiven Motiven und deren

Anzahl stehen (Wang et al., 1999). Die C-terminale Fusionierung der Polypeptide mit dem
Hexabhistidin-Tag (0.84 kDa) wurde miteingerechnet.
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Abb. 31 Darstellung der aufgereinigten hXirp-Polypeptide

Nach Aufreinigung mittels Affinitdtschromatographie und Ultrazentrifugation bei 100.000 x g, wiesen die
rekombinanten Polypeptide einen marginalen Anteil an sedimentierten Protein auf (*). A) 12 % SDS-PAGE, B)
8% SDS-PAGE,. Der Hauptanteil der Polypeptide verblieb wahrend der Ultrazentrifugation von 100.000 x g im
Uberstand (S) und wurde nicht pelletiert (P) A) hXirpl-3rM: 11 kDa, 8uM, hXirp1-6tM: 27 kDa, 2,5 uM,
hXirpl-18rM: 77 kDa, 1uM, hXirp2-28rM: 253 kDa, 5 uM; B) hXirpl-2rM: 7 kDa, 5 uM. Weiterhin waren
Banden zu erkennen, die Verunreinigungen bzw. proteolytische Fragmente darstellten. Eingetragene

Markerbanden stammten aus den entsprechenden Gelen. Die Massen der Polypeptide bzw. Proteine sind in kDa
angegeben.
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3.5.2 F-Aktinbindung von 18 repetitiven Motiven von hXirp1

Die Abb. 32 zeigt in A und B die analytischen SDS-PA-Gele der Proben der Uberstand- bzw.
Pelletfraktionen des Kosedimentationsassay flir hXirpl-18rM. Beide Gele zeigen deutlich,
daB3 eine Erhéhung der Gesamtkonzentration ab 2,5 uM fiir hXirp1-18rM im Versuchsansatz
keine weitere Erhohung an sedimentiertem hXirpl-18rM (Abb. 32, B) bewirkte. Die
Erhohung der Gesamtkonzentration zeigte sich allein Anstieg des im Uberstand befindlichen
hXirpl-18rM (Abb. 32, A) und deutete auf die Absittigung des F-Aktins mit dem
rekombinanten Polypeptid hin.
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Abb. 32 Aktinkosedimentationsassay mit hXirp1-18rM

In A) und B) sind die analytischen SDS-PA-Gele der Fraktionen fiir Uberstand (A) und Pellet (B) nach
Ultrazentrifugation bei 100.000 x g zur Uberpriifung der F-Aktinbindung dargestellt. In D) sind die Fraktionen
der Uberstands und Pellets nach Ultrazentrifugation bei 10.000 x g zur Uberpriifung der F-Aktinbiindelung
dargestellt. Angegeben sind die jeweils eingesetzten Gesamtkonzentrationen von hXirpl-18rM bei konstanter
Konzentration von 5 uM an Aktin. Die Gele in A) und B) zeigen, dafl hXirpl-18rM F-Aktin séttigend (ab 2,5
pM) band. Kontrollen in A) und B) zeigen, dal hXirpl-18rM nicht ohne F-Aktinbindung sedimentierte.
Graphische Darstellung der Sedimentationsdaten in C) Abzisse: eingesetzte Konzentration an hXirpl-18rM,
Ordinate: Quotient der Pelletdaten aus uM gebundenem hXirp1-18rM pro uM Aktin. Die Gele in D) zeigen, daf3
hXirp1-18rM nicht in der Lage war, F-Aktin zu biindeln. Kontrolle in D) zeigt, da} ein Anteil an prépariertem
und polymerisiertem F-Aktin als F-Aktinbiindel sedimentierbar war. Die Kontrolle der G-Aktinpréparation
(GA*) wurde bei 100.000 g zentrifugiert und wies kein F-Aktin auf. Erlauterungen im Text. A: Proteinbande des
Aktins, X: Proteinbande des hXirp1-18rM, K: Kontrolle, FA: F-Aktin, GA: G-Aktin, U: Uberstand, P: Pellet

Die Ermittlung der absoluten Molarititen zwischen Aktin und hXirpl-18rM in der
pelletierten Fraktion erfolgte iiber interne Standards und einer Verhéltnisrechnung der
densitometrischen Werte zwischen Aktin und hXirp1-18rM. Eine graphische Darstellung der
Bindungsdaten (Abb. 32, C) wies eine hyperbole Funktion auf, wie sie fiir spezifische
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Bindungsaffinitdten charakteristisch ist. Die Berechnungen erfolgten unter Beriicksichtigung
der nichtlinearen Kurvenanpassung nach dem Hill-Modell und ergaben, daf3 ca. 0,25 bis 0,28
uM hXirp1-18rM 1 uM Aktin sdttigend banden. Dies entsprach somit in etwa einem molaren
Verhéltnis zwischen hXirpl1-18rM und Aktin von 1 : 4, womit in etwa 4 Motive ein
Aktinmonomer binden wiirden. Die nichtlineare Kurvenanpassung wies auf keine
Kooperativitdt (n=1) hin. Die Bindungseigenschaften von hXirpl-18rM wurden also nicht
durch schon am F-Aktin gebundene hXirp1-18rM beeinfluf3t.

Zu beachten ist, daB3 auch in den Ansétzen unterhalb der 2,5 pM Gesamtkonzentration (z.B.
0,6 uM), hXirp1-18:rM im Uberstand nachzuweisen war (Abb. 32, A) und nicht an F-Aktin
band, obwohl die Sittigung hier noch nicht erreicht war (Abb. 32, B, C).

Abb. 32, D zeigt die Ergebnisse des Assays zur Uberpriifung der Biindelungsaktivitit von
hXirp1-18rM. Wie in den Ansdtzen mit hXirpl-18rM und der Kontrolle des polymerisierten
F-Aktins (FA) zu erkennen ist, sedimentierte ein gewisser Anteil an F-Aktin. Trotz allem
kann eine Biindelung von F-Aktinfilamenten durch hXirp1-18rM ausgeschlossen werden, da
eine Erhohung der Gesamtkonzentration an hXirp1-18rM keine Erhhung an sedimentiertem
Aktin bedingte. In der G-Aktinpréparation fand sich desweiteren kein F-Aktin.

Transfektionsstudien (Abb. 33) mit diesem Konstrukt zeigten, da3 das exprimierte hXirp1-
18rM in A7r5 oder PtK2-Zellen an StreB3fasern, Aktinfilamenten und Fokalkontakten
lokalisierte. Die Abb. 33 gibt hierbei Aufnahmen von lebenden und fixierten Zellen wieder.
Auch hier wurden keine Biindelungen an Aktinfilamenten oder StreBfasern beobachtet. Die
Varianzen der Lokalisationen, wie sie flir die hXirpl-rM unter 3.4.1 beschrieben wurden,

lieBen sich auch hier finden.

Abb. 33 Transfektion von A7r5-Zellen mit
hXirp1-18rM

hXip T=1.8tM hXirp1-18mv

Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von
AT7r5-Zellen nach transienter Transfektion mit
hXirpl-18rM. Abbildungen A) und C) zeigen
Aufnahmen fixierter, B) und D) lebender Zellen.
Darstellung des transfizierten Konstruktes (EGFP) in
A) und B) und Darstellung des Aktinzytoskeletts C)
durch Phalloidinanlagerung (CPITC). In D)
Phasenkontrastaufnahme zu B). A, B und C zeigt
Assoziationen von hXirp1-18rM am Aktinzytoskelett
und Fokalkontakten. Pfeil: StreBfaser, Aktinfilament,
Pfeilkopf: Fokalkontakt, Ma@3stabsbalken: 20 um
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3.5.3 F-Aktinbindung von sechs repetitiven Motiven von hXirpl1

Abb. 34 zeigt in A und B die SDS-PA-Gele fiir dic Proben der Uberstand- bzw.
Pelletfraktionen des Kosedimentationsassay fiir hXirpl-6rM. Die Gele zeigen, da} ab einer
Gesamtkonzentration von 5 uM hXirpl-6rM keine Zunahme an sedimentiertem Polypeptid
(Abb. 34, B) mehr erfolgte. Die Erhohung der Gesamtkonzentration von 5 pM auf § pM
zeigte sich allein in der Zunahme des im Uberstand befindlichen hXirp1-6rM (Abb. 34, A).

Die Ermittlung der absoluten Molarititen zwischen hXirp1-6rM und Aktin erfolgte {iber
interne Standards und Verhiltnisrechnungen der densitometrischen Werte zwischen hXirp1-
6rM und Aktin unter Beriicksichtigung der nichtlinearen Kurvenanpassung nach dem Hill-
Modell. Die Berechnungen ergaben, da3 ca. 0,45 uM hXirpl-6rM fahig waren, 1 uM Aktin
sattigend zu binden (Abb. 34, C). Dies entsprach somit in etwa einem molaren Verhiltnis von
1:2 fir hXirpl-6rM zu Aktin bzw. drei Motiven pro Aktinmonomer. Die graphische
Darstellung der Ergebnisse wies wiederum eine hyperbole Funktion auf. Eine Kooperativitit
war auch hier nicht vorhanden.

Weiterhin ist zu beachten, dal auch in den

100.000 g UBERSTANDE Ansétzen unterhalb 5 MM (ZB 1,0 MM), thrp1-6rM
03 06 % h)z(.lrsm_g.rgn 80 25 im Uberstand vorhanden war (Abb. 34, A) und nicht
an F-Aktin band, obwohl die
A — Sattigungskonzentration hier noch nicht erreicht
worden war (Abb. 34, C, D).
X —— —
A Eine Schwierigkeit bei diesem Ergebnis stellte die
Zunahme des Aktins im Uberstand bei 8uM dar. Der
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Abb. 34 Aktinkosedimentationsassay mit hXirp1-6rM

In A) und B) sind die analytischen SDS-PA-Gele der
Fraktionen fiir (A) Uberstand und (B) Pellet nach
Ultrazentrifugation bei 100.000 x g zur Uberpriifung der F-
Aktinbindung dargestellt. Angegeben sind die jeweils
eingesetzten Gesamtkonzentrationen von hXirpl-6rM bei
konstanter Konzentration von 5 uM an Aktin. Gele in A) und
B) zeigen, dal hXirp1-6rM F-Aktin sittigend band (ab 5 uM).
Kontrollen in A) und B) zeigen, dafl hXirp1-6rM nicht ohne F-
Aktinbindung sedimentierte. Graphische Darstellung der
S —— Sedimentationsdaten in C), Abzisse: eingesetzte Konzentration
01234567 8 9 an hXirpl-6rM, Ordinate: Quotient der Pelletdaten aus pM
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hXim1-6V A thrbf-érM Abb. 35 Transfektion von A7r5-Zellen mit
’ ' hXirp1-6rM

Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahme von
A7r5-Zellen nach transienter Transfektion mit
hXirpl-6rM. Abbildungen. A) und C) zeigen
Aufnahmen fixierter, B) und D) lebender Zellen.
Darstellung des transfizierten Konstruktes (EGFP )
in A) und B) und Darstellung des Aktinzytoskeletts
C) durch Phalloidinanlagerung (CPITC). In D)
Phasenkontrastaufmahme zu B). A), B) zeigen
Assoziation von hXirpl-6rM am Aktinzytoskelett
und Fokalkontakten. Pfeil: Streffaser,
Aktinfilament, Pfeilkopf: Fokalkontakt,
MaBstabsbalken: 20 um.

Zuhilfenahme von internen Standards und Verhiltnisrechnung zwischen gebundenem hXirp1-
6rM und dem im Pellet vorhandenen Aktin rechnete sich dies allerdings wieder heraus. Eine
Bindung des Konstruktes an G-Aktin wurde nicht beobachtet.

In den mit hXirpl-6rM durchgefiihrten Transfektionstudien in A7r5 und PtK2-Zellen
lokalisierte das exprimierte Konstrukt an Streffasern, Aktinfilamenten und den
Fokalkontakten. Die Aufnahmen der Abb. 35 zeigen hierbei lebendende und fixierte A7r5-
Zellen, die mit hXirpl-6rM transfiziert wurden. In PtK2-Zellen wurden analoge

Beobachtungen gemacht.

3.5.4 F-Aktinbindung von drei bzw. zwei repetitiven Motiven von hXirpl1

Wie Abb. 36 zeigt, wurde mit diesem Assay keine Aktinbindung fiir hXirpl-3rM bzw.

hXirp1-2rM nachgewiesen. Die hXirp1-Polypeptide verblieben im Uberstand.
Interessanterweise lieBen sich mit diesen Konstrukte in den Transfektionsstudien (Abb. 37
und Abb. 38) folgende Beobachtungen machen: Ein Grofteil des exprimierten hXirp1-3rM
und -2rM lag in den A7r5-Zellen zytoplasmatisch diffus und

100'009 9 _ nukledr vor. Allerdings wiesen alle transfizierten A7r5-Zellen
hXirp1-3rM  hXirp1-2rM
U5 OF’ U8 OF’ schwache, aber erkennbare Lokalisationen der Polypeptide an
A st - Fokalkontakten und zu geringerem Anteil an Stref3fasern auf.

Abb. 36 Aktinkosedidmentationsassay mit hXirp1-2rM und -3rM

4 Die dagestellten Gelausschnitte zeigen, daB3 eine F-Aktinbindung iiber
hXirpl-3rM und -2rM ausgeschlossen werden kann, da keine
X [=- Sedimentierung der Polypeptide mit F-Aktin nachzuweisen war. A:

- Proteinbande des Aktin, X:Proteinbande der hXirpl-Polypeptide, K:
Kontrolle, U: Uberstand, P: Pellet
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hXirp1-3rM Xirpl- hXipl-3riv

Phalloidin

Abb. 37Transfektion von A7r5-Zellen mit hXirp1-3rM

Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahme von A7r5-Zellen nach transienter Transfektion mit hXirp1-3rM mit
A), B) und C) Darstellung des transfizierten Konstruktes (EGFP ), und D) Darstellung des Aktinzytoskeletts
durch Phalloidinanlagerung (CPITC). In E) und F) Phasenkontrastaufnahmen. A) und D) zeigen Aufnahmen
fixierter Zellen. B),C) und E), F) zeigen Aufnahmen lebender Zellen. Zu beachten ist die Lokalisation von
hXirp1-3rM an Aktinzytoskelettstrukturen, wie Aktinfilamente und Fokalkontakten. Die Zelle in A) und B) weist
klare Lokalisation von hXirp2-3rM an Aktinfilamenten auf. Lokalisation an Fokalkontaktstrukturen in C) und F).
Zu beachten sind  nukledre Lokalisation. Pfeil: Aktinfilament, Stre3faser, Pfeilkopf: Fokalkontakt,
MaBstabsbalken: 20 pm.

hXip1-2rM hXip1-2tM .«
S/

Abb. 38 Transfektion von A7r5-Zellen mit hXirp1-2rM

Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahme von A7r5-Zellen nach transienter Transfektion mit hXirp1-2rM mit
A), B) und C) Darstellung des transfizierten Konstruktes (EGFP), und D) Darstellung des Aktinzytoskeletts durch
Phalloidinanlagerung (CPITC). In E) und F) Phasenkontrastaufnahmen. A) und D) zeigen Aufnahmen fixierter
Zellen. B),C) und E), F) zeigen Aufnahmen lebender Zellen. Zu beachten ist die Lokalisation von hXirp1-2rM an
Aktinzytoskelettstrukturen. Die in B) gezeigte Zelle weist eine klare Lokalisation von hXirp2-2rM mit ,,dense
body“-artiger Verteilung entlang der StreBfasern. Zu beachten sind nukledre Lokalisation. Pfeil: StreBfaser,
Aktinfilament, MaB3stabsbalken: 20 pm.
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Diese Beobachtung wurde in fixierten, wie auch lebenden Zellen gemacht. In
transfizierten, lebenden PtK2-Zellen zeigten sich diese Aktin-assozierten Lokalisationen
jedoch nicht und das exprimierte hXirp1-3rM bzw. —2rM lag nur nukleédr und zytoplasmatisch
diffus vor (nicht gezeigt).

3.5.5 F-Aktinbindung von 28 repetitiven Motiven von hXirp2

Die Abb. 39 zeigt das analytische SDS-PA-Gel der Proben der Uberstand- bzw.
Pelletfraktionen flir den Kosedimentationsassay von hXirp2-28rM. Auch fiir diese Motive
zeigte sich, wie es aus der hohen Homologie mit hXirpl zu erwarten war, eine F-
Aktinbindung. Die Préparation des hXirp2-28rM (Abb. 31 S.81) wies starke, hoher
molekulare Verunreinigungen im Bereich von 45 bis 97 kDa auf. Da proteolytische
Fragmente die repetitiven Motive beinhalten und somit auch kosedimentieren sollten, dies
aber nicht der Fall war, handelte es sich hierbei wahrscheinlich um bakterielle Proteine. Die
kalkulierten Konzentrationen fiir hXirp2-28rM beriicksichtigten nicht die Verunreinigungen,
die dadurch die absolute Konzentration fiir hXirp2-28rM stark herabsetzten. Die in der
Abbildung angegebenen Molarititen entsprechen somit nur der eingesetzten
Gesamtkonzentration an Protein. Die Auswertung der densitometrischen Geldaten wies
infolge dessen keine Sittigung des F-Aktins durch hXirp2-28 auf.

Transfektionsstudien mit diesem Konstrukt wurden unter 3.4.5 beschrieben. Das

exprimierte Konstrukt lokalisierte an StreBfasern, Aktinfilamenten und Fokalkontakten.

100.000 g
UBERSTANDE  PELLETS K Abb. 39 Aktinkosedimentationsassay mit hXirp2-28rM
WM hXirp2-28rM (=]
0.3 06 1.0 25 0.306 1.0 25 50 Die Abbildung zeigt die analytischen SDS-PA-Gele des Aktin-
X - = Kosedimentationsassay fiir hXirp2-28rM nach

Ultrazentrifugation bei 100.000 x g und Separierung des
Uberstands und Pellets. Die Kopfzeilen bezeichnen die jeweils
eingesetzte Gesamtkonzentration von hXirp2-28tM  bei
konstanter Konzentration von 5 uM an Aktin. Kontrolle K zeigt,
A da hXirp2-28rM nicht ohne F-Aktinbindung sedimentierte.
hXirp2-28rM kosedimentierte mit F-Aktin. A: Proteinbande des
Aktins, X: Proteinbande von hXirp2-28rM, K: Kontrolle, U:
Uberstand, P: Pellet
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3.5.6 Stabilisierung von Aktinfilamenten durch hXirp

Die Transfektions- (3.4) sowie die F-Aktin-Kosedimentationsdaten (3.5) zeigten, daf3 es sich
bei hXirpl bzw. hXirp2 nicht nur um ein Aktinzytoskelett-assoziertes, sondern um ein an
F-Aktin bindendes Protein handelt. Im nachfolgenden Experiment wurde untersucht, ob
hXirpl stabilisierend auf das F-Aktinzytoskelett der A7r5-Zellen wirkt.

Die raumliche wie auch zeitliche Organisation des Aktinzytoskeletts unterliegt einem
staindigen UmbauprozeB3, an dem eine Vielzahl F- und G- Aktin-bindender Proteine involviert
ist. Diese Proteine konnen der Polymerisation, Stabilisierung, Biindelung oder Verzweigung
von F-Aktin dienen. Bei einer Depolymerisation wirken Aktin bindende Proteine durch
Zerschneidung der Aktinfilamente oder der Verhinderung einer Polymerisation. Eine
Regulationsmoglichkeit fiir die Polymerisation oder Depolymerisation stellt die Verfiigbarkeit
des G-Aktins dar. Ist in einer Zelle oder in einer bestimmten Region in der Zelle kein G-Aktin
fiir die Polymerisation verfiigbar, so iiberwiegen die depolymerisierenden Prozesse und das
Aktinzytoskelett ~ wird  abgebaut. = Dementsprechend  sorgt ein  Vorrat an
polymerisationsfihigem G-Aktin fiir ein Uberwiegen der Polymerisation (Pollard et al.,
2000).

Das aus dem Schwamm Latruncula magnifica isolierte Gift Latrunculin A (Lat-A) bindet
G-Aktin an dhnlicher Position wie Thymosin 34 mit einer Stochiometrie von 1:1, verhindert
den Nukleotidaustausch und somit die Aktinpolymerisation in vivo wie auch in vitro
(Yarmola et al., 2000). Wird Latrunculin A auf kultivierte Zellen appliziert, so erfolgt eine
rasche Depolymerisation der Aktinzytoskelettelemente. Der Zeitraum des kompletten Abbaus
des F-Aktinzytoskeletts ist abhéngig von der eingesetzten Molaritdt des Giftes (Cai et al.,
2000). So kann bei hoher Molaritdt an Lat-A das Aktinzytoskelett innerhalb von fiinf Minuten
vollstindig depolymerisiert und die Zelle abgerundet sein, ohne sich jedoch vom Untergrund
zu losen. Die Geschwindigkeit des Abbauprozesses gibt die hohe Dynamik des
Aktinzytoskeletts wieder. Die Effekte von Lat-A sind reversibel, so daB in kultivierten
humanen Trabekularzellen ein Wiederautbau des Aktinzytoskeletts schon 2 bis 24 Stunden
nach Absetzen des Toxins gezeigt werden konnte (Cai et al., 2000). Der Prozef3 des stindigen
Umbaus, der sogenannte Tretmiihlenmechanismus, wird durch Lat-A also nur indirekt durch
Beschlagnahmung des G-Aktins be- bzw. verhindert. Wirkt ein Protein stabilisierend auf das
F-Aktinfilamentsystem, so wiirde dies eine Verzogerung der Depolymerisation bedeuten. In

beiden Fillen werden Zellen, die dieses Protein {iberexprimieren in der Lage sein, der Lat-A
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induzierten Depolymerisation entgegenzuwirken und ein besser erhaltenes Aktinzytoskelett
besitzten, als untransfizierte Zellen.

Die Vermittlung der Bindung zwischen hXirp und F-Aktin erfolgt, wie in 3.5 gezeigt,
primér iiber die repetitiven Motive des Proteins. Die Glattmuskelzellen A7r5 wurden mit
hXirpl-S transfiziert, um einen mdglichst 'nativen Zustand” der F-Aktin-hXirpl Interaktion
darzustellen. Hierbei ist natiirlich zu beachten, da3 die kurze Isoform hXirpl-S N-terminal
zwei putative Prolinmotive sowie C-terminal eine mogliche GTP- oder ATP-Bindungsstelle
und ein weiteres Prolinmotiv besitzt. Die transfizierten A7r5-Zellen wurden 48 Stunden nach
Transfektion mit 0,5 pM Lat-A behandelt. Die Zellen wurden zu unterschiedlichen
Zeitpunkten fixiert und das Aktinzytoskelett bzw. die Fokalkontakte detektiert.

Vor der Lat-A-Applikation (Zeitpunkt 0 min, Abb. 40) zeigten die A7r5-Zellen das fiir sie
typische Aktinzytoskelett mit Stre3fasern und gewundenen F-Aktinfilamenten sowie Fokal-
und Zell-Zellkontakten (Abb. 40, A, B). Das exprimierte hXirpl-S lokalisierte (wie schon
unter 4.5.1 beschrieben) an Fokalkontakten und F-Aktinfilamenten (Abb. 40, C, D, E).

Schon 5 Minuten nach Beginn der Lat-A-Applikation wiesen die nicht transfizierten A7r5-
Zellen (Abb. 40, F, G) kleinere bis groBere Lisionen im Aktinzytoskelett (bzw. den
StreBfasern) auf. Die gewundenen Aktinfilamente wurden in keiner der Zellen mehr
beobachtet. Einige Zellen waren schon zu diesem Zeitpunkt komplett vom F-Aktin ,,befreit®.
In den ausgerdumten Zellen befanden sich verbliebene Strefifasern in der Zellperipherie und
F-Aktin-Uberreste an den Fokalkontakten. Die Verteilung der Fokalkontakte schien zu
diesem Zeitpunkt in den meisten Zellen von der Depolymerisation nicht merklich beeinfluf3t.
Es fanden sich allerdings auch Zellen, in denen die Enden der durch Lat-A geschédigten
StreBfasern keine Vinculin positiven Fokalkontakte mehr besaBen (Abb. 40, G). Die Grofie
der vorhandenen Fokalkontakte hatte gegeniiber denen der unbehandelten Zellen in ihrer
Grofle abgenommen. In den transfizierten A7r5-Zellen lokalisierte hXirpl-S an den
Stre3fasern und den Fokalkontakten. Die Form der Fokalkontakte in den transfizierten Zellen
erschien elongiert und vergroBert. A7r5-Zellen, die untransfiziert ein dhnlich gut erhaltenes
Aktinzytoskelett aufwiesen, besalen allerdings ebenfalls vergroBerte Fokalkontakte, wie sie
fiir die transfizierten Zellen beobachtet wurden.

Nach 10 Minuten Lat-A-Behandlung zeigten die untransfizierten Zellen (Abb. 40, L, M)
zum Grofiteil ein stark von der Depolymerisation angegriffenes Aktinzytoskelett mit
groBflichigen Lisionen und kommaformigen F-Aktin-Uberresten an den Fokalkontakten. Die
Verteilung der Fokalkontakte war auch hier nicht merklich verdndert. Die GroBe der

Fokalkontakte war geringer als die der unbehandelten Zellen. Einige untransfizierte Zellen
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waren bis auf periphere Streflfasern und den Fokalkontakt-assozierten F-Aktin komplett
ausgerdumt. Die mit hXirpl-S transfizierten Zellen besaBlen ein gut erhaltenes
Aktinzytoskelett mit hochstens kleineren Lasionen (Abb. 40, N, O, P). Eine verstirkte
Anfarbung der StreBfasern (iiber CPITC-Phalloidin) in einigen der Zellen wies
moglicherweise auf eine erhohte Biindelungen der StreBfasern hin. Die Fokalkontakte dieser
Zellen wiesen auch hier eine VergroBerung und Elongation auf.

Nach 15 min Lat-A Applikation war der Zellverband der nicht transfizierten Zellen
betrdchtlich gelockert (Abb. 40, Q, R). Die Zell-Zell-Kontakte der Zellen waren aufgegeben
und das vorhandene F-Aktin-Zytoskelett bis auf periphere Streffasern weitestgehend
ausgerdumt worden. An den in ihrer Verteilung kaum beeintrachtigten Fokalkontakten fanden
sich weiterhin F-Aktinreste. Die Grof3e der vorhandenen Fokalkontakte war im Gegensatz zu
den unbehandelten Zellen verringert. Die mit hXirpl-S transfizierten A7r5-Zellen zeigten
nach 15 min eine zunehmende Heterogenitit im Erhalt ihres Aktinzytoskeletts. Es wurden
Zellen mit gut erhaltenem bis ausgerdumtem F-Aktinsystem beobachtet. Die ausgeraumten
Zellen besaflen zumeist eine schwache Expression des hXirpl-S. Die Mehrheit der
transfizierten Zellen zeigten grof3flachige Lésionen in ihrem Stref3fasersystem (Abb. 40, S, T,
U).

Im weiteren Verlauf von 20 bis 50 min (nicht gezeigt) nahm die Heterogenitét des Erhalts
bzw. Abbaus des Aktinzytoskeletts in den transfizierten Zellen zu.

Die Ergebnisse dieses Experimentes belegen, dafl in A7r5-Zellen ektopisch exprimiertes
hXirpl-S in der Lage ist, die durch Latrunculin A induzierte Depolymerisation des

Aktinzytoskeletts deutlich zu verzogern.
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Abb. 40 hXirp1-S stabilisiert in Lat-A behandelten A7r5 das F-Aktinzytoskelett

A-E) Zellen vor der Lat-A Applikation mit A,B) nicht transfizierten A7r5-Zellen. F-K) Zellen fiinf min nach
Lat-A-Applikation mit F,G) nicht transfizierten A7r5-Zellen, L-P) Zellen 10 min nach Lat-A-Applikation mit
L,M) nicht transfizierten A7r5-Zellen, Q-U) Zellen 10 min nach Lat-A-Applikation mit Q,R) nicht transfizierten
AT7r5-Zellen. Untransfizierte A7r5-Zellen (F,G) wiesen im Gegensatz zu den transfizierten Zellen (H-I) erste
Lasionen im Aktinfilamentsystem nach fiinf min auf. L&sionen und Abbau des Aktinzytoskeletts in
untransfizierten Zellen nahmen mit der Behandlungsdauer drastisch zu. Erst nach 10 bzw. 15 min wiesen auch
mit hXirpl-S-transfizierte A7r5-Zellen sichtbare Lésionen im Aktinzytoskelett auf. (N,O und S,T). Nicht
transfizierte Zellen zeigen wihrend Lat-A-induzierten F-Aktindepolymerisation einen Abbau des F-
Aktinsystems (Phalloidin) mit in der GroBe verringerten Fokalkontakten (Vinculin). Im Gegensatz hierzu wiesen
die hXirp1-S-exprimierenden A7r5-Zellen ein relativ intaktes StreBfasersystem mit vergroBerten Fokalkontakten
auf. Weitere Erlauterungen im Text. MafBstabsbalken: 50 uM
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3.6 Einflul von Langzeitkulturbedingungen und Myogenisierung der A7r5-Zellen auf

Expression von Xirp

Um einen weiteren Einblick in die Funktion bzw. EinfluB von Xirp auf Zytoskelett und
Fokalkontakte zu erhalten, wurden die A7r5 Glattmuskelzellen nach der Transfektion unter
verschiedenen Langzeit-Kulturbedingungen gehalten. Die Zellen wurden hierzu in
Proliferationsmedium oder serumreduziertem ,,Differenzierungsmedium* kultiviert. Fiir einen
weiteren Einblick der Funktion von Xirp in der Myogenese wurden die Glattmuskelzellen
iiber eine Transfektion mit MyoD, einem muskelspezifischen Transkriptionsfaktor,
myogenisiert. Die = Myogenisierungsexperimente  erfolgten  ausschlielich  unter
serumreduzierten Bedingungen. Die Zellen wurden hierbei entweder nur mit MyoD oder mit
hXirp1-S und MyoD doppeltransfiziert. Fiir die Darstellung der Fokalkontakte wurde als
Markerprotein Vinculin gewéhlt. Die Myogenisierung wurde iiber die Expression des
Muskelproteins Titin, die Expression des endogenen rXirp in myogenisierten A7r5-Zellen

wurde liber das Antiserum aX1repl nachgewiesen.

3.6.1 Einflufl des Kulturmediums auf A7r5-Zellen

Die A7r5-Zellen wurden mit hXirp1-S transfiziert und nach Transfektion (iiber Nacht) fiir die
weitere Kultivierung unter proliferierenden bzw. serumreduzierten Bedingungen aufgeteilt.
Die Zellen besallen nach Beendigung der Transfektion eine 80-90 %-ige optische Konfluenz
und hXirpl-S lokalisierte an Fokalkontakten und StreBfasern. Nach einer anschlieenden
viertdgigen Kultivierung unter oben genannten Bedingungen wurden die Zellen fixiert und

iiber die Immunfluoreszenzmikroskopie ausgewertet.

3.6.1.1 Einfluf} des Kulturmediums auf Fokalkontakte der A7r5-Zellen

Im Vergleich beider Kulturbedingungen wies die Zellkultur nach viertdgiger Kultivierung
unter proliferativen Bedingungen eine (zu erwartende) hdhere optische Konfluenz bei
geringerer Zellgrofe auf, als es unter serumreduzierten Bedingungen der Fall war. Die
Morphologie der Zellen war unter beiden Kulturbedingungen rundlich-polygonal.

Die proliferativ kultivierten Zellen besaBlen periphere sowie wenige zentral gelegene
zumeist kommaformige Fokalkontakte. Diese waren im Vergleich zu den Fokalkontakten der
in serumreduziertem Medium kultivierten A7r5 in ihren Ausmaflen geringer. Im
serumreduzierten Medium besafen die A7r5-Zellen vermehrt peripher und zentral lokalisierte
komma- bis facherformige Fokalkontakte. Die Kontakte wiesen aulerdem ein stdrkeres

Immunsignal fiir Vinculin auf, das in einigen Fokalkontakten eine graduelle Ab- bzw.
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Zunahme zeigte. Abb. 41, B und E bzw. H und L zeigen neben den mit hXirpl-S
transfizierten Zellen, auch die hier beschriebenen untransfizierten Zellen nach viertigiger

Kultivierung unter proliferativen bzw. serumreduzierten Bedingungen.

3.6.1.2 Einfluf} des Kulturmediums auf Expression und Lokalisation von hXirp1-S

Die Anzahl der transfizierten A7r5-Zellen war nach insgesamt vier Tagen Kultur unter
serumreduzierten Bedingungen vergleichsweise hoher als unter proliferativen Bedingungen.
Die Mehrzahl dieser Zellen entsprachen in ihren Ausmallen denen in Abb. 41, G bis M
abgebildeten Zellen. Die transfizierten Zellen in den proliferativ gehaltenen A7r5 waren (wie
auch die meisten nicht transfizierten Zellen) relativ klein. Abb. 41, A bis F zeigen einige der
wenigen grofleren Zellen. Das ektopisch exprimierte hXirpl-S wies unter serumreduzierten
Bedingungen in den A7r5-Zellen eine besser erkennbare sowie stirkere Lokalisation an
Fokalkontakten und Stre3fasern auf, als es in den proliferativen Zellen beobachtet wurde.

Die AusmaBe der Fokalkontakte der Zellen variierten unter beiden Kulturbedingungen und
zeigten keine generelle zusitzliche Vergroferung fiir mit hXirpl-S transfizierten Zellen.

(Abb. 41, A bis M).

3.6.2 Einfluf} einer Myogenisierung auf A7r5-Zellen und Expression von Xirp

Die A7r5-Zellen wurden mit MyoD allein oder mit hXirpl-S doppeltransfiziert und unter
serumreduzierten Bedingungen fiir weitere vier bis maximal sechs Tage kultiviert. Die
Myogenisierung der Zellen wurde iiber die Detektion des muskelspezifischen Proteins Titin
nachgewiesen. Praktisch jede mit hXirpl-S transfizierte Zelle war bei einer
Doppeltransfektion mit MyoD auch myogenisiert. Eine Kontrolltransfektion von hXirp1-S

ohne MyoD unter gleichen Bedingungen wies keine Expression von Titin auf.

3.6.2.1 EinfluBl der Myogenisierung auf A7r5-Zellen und Expression von hXirp1-S

Die Doppeltransfektion der A7r5-Zellen mit MyoD und hXirp1-S fiihrte zu einer drastischen
Vermehrung bzw. Vergroflerung sowie verdnderten Morphologie der Fokalkontakte (Abb. 41,
S. 97, N-P und Abb. 42, S. 98). Auffillig an diesen Zellen waren die peripher oftmals
zusammengefalten oder zentral liegenden fiederformigen, groBen Fokalkontakte. Die Stérke
des Vinculin-Immunsignals variierte in diesen Fokalkontakten zwischen stark bzw. weniger
stark, und wies oftmals eine graduelle Zunahme auf, die zentripetal gerichtet war. Das
hXirp1-S lokalisierte wiederum an den Fokalkontakten und Streffasern. Die Myogenisierung
verursachte zudem eine morphologische Anderung der A7r5-Zellen von rundlich-polygonal

zu thombisch (Abb. 41, N-P auf S. 97 und Abb. 42 auf S. 98 ).
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Nach Beendigung der ,,iiber Nacht“-Transfektion, 12 Stunden pT, war eine Expression des
endogenen Titins kaum bis schwach an zentral gelegenen Streflfasern nachweisbar (nicht
gezeigt). Nach zwei Tagen Zellkultur unter serumreduzierten Bedingungen war Titin
eindeutig an den StreBfasern der Zellen detektierbar, die hier nach der Nomenklatur fiir
quergestreifte Muskelzellen als streB3faserartige Strukturen (stress fibre like structures, SFLS)
bezeichnet werden sollen. Die von Titin beanspruchten SFLS-Regionen befanden sich primér
zentral der Zelle und weiteten sich im Laufe der Kultivierung bis zu sechs Tagen iiber den
gesamten Zellkorper aus (Abb. 42, B, E, H). Wéhrend dieser Kultivierungszeit waren in den
myogenisierten Zellen sogenannte Z-Korperchen (analog zu den ,,dense bodies®) entlang der
SFLS zu erkennen, die als Vorlduferstadien der Z-Scheiben gelten (Sanger et al., 2002). Die
Abb. 42 H =zeigt einige friilhe Myofibrillen, die durch eine naszierende Querstreifung
gekennzeichnet sind.

Das ektopisch exprimierte hXirpl-S (Abb. 42, A, D, G) wies wiederum die bisher
beschriebenen Lokalisationen an Fokalkontakten und StreB3fasern bzw. SFLS auf. An einigen
Fokalkontakten konnte eine zentripetal zunehmende Graduierung der Signalstirke fiir das
hXirp1-S-GFP-Konstrukt beobachtet werden (vgl. Abb. 41, N, O, P und Abb. 42, A, D, G).

Ein weiterer interessanter Aspekt der Signale fiir hXirp1-S und Titin war, daBl sich die
Lokalisationen fiir die stdrksten Immunsignale fiir hXirpl-S und Titin einander nahezu
ausschlossen. So war zum einen an den hXirp1-S positiven Fokalkontakten kein, bzw. kaum
Titin prisent. In den SFLS-Regionen in denen hXirp1-S klar lokalisierte, wurde fiir Titin ein
weniger starkes Immunsignal beobacht. Vice versa zeigten SFLS-Regionen mit einem starken
Titin-Immunsignal eine verringerte Signalstirke fiir hXirp1-S, die besonders deutlich in den

entstehenden Myofibrillen zutage trat (Abb. 42, G-I).

3.6.2.2 Expression von endogenem rXirp in myogenisierten A7r5-Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dal myogenisierte Glattmuskelzellen endogenes Titin
exprimierten, sollte der Frage nachgegangen werden, ob dies auch fiir endogenes rXirp gilt.
Fiir die Detektion des endogenen Xirp wurde das Antiserum aXlrepl benutzt. Die Zellen
wurden nach erfolgter Transfektion fiir maximal sechs weitere Tage unter serumreduzierten
Bedingungen kultiviert. Die Myogeniserung der Glattmuskelzellen wurde wiederum iiber die
Expression von Titin validiert, die jedoch nicht als Referenz zum Antiserum oXlrepl
verwendet werden konnte, da beide Seren bzw. Antikorper zu den IgG Subklassen (Maus)
gehoren. Als Referenzfarbung wurde daher ein polyklonales (Kaninchen) Serum gegen

jegliches a-Aktinin gewéhlt.
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Eine Expression des endogenen rXirp war schon nach Beendigung der ,iiber Nacht“-
Transfektion, 12 Stunden pT, in den myogenisierten A7r5-Zellen nachweisbar. Das endogene
rXirp befand sich hierbei an den noch normal klein aussehenden Fokalkontakten sowie an den
Stre8fasern. Diese fiir rXirp positiven Lokalisationen waren peripher bis perinukleér
vorhanden. Abb. 43, A-C =zeigt eine Zelle mit relativ hohem Expressionsstatus. Die
Expression des rXirp nahm mit der Kultivierungszeit zu und wies die schon beschriebenen
Lokalisationen fiir das ektopisch exprimierte hXirp1-S-GFP-Konstrukt auf. Wie schon fiir die
Doppeltransfektionen beschrieben, wiesen auch diese myogenisierten A7r5-Zellen eine
Verianderung der Morphologie von rundlich polygonal zu rhombisch auf (Abb. 43, A, D und
G).

Die Fokalkontakte der myogenisierten Zellen waren in Ausmall und Zahl erhéht und
wiesen wiederum eine iiberwiegend fiacherformige bis fiederformige Morphologie auf, wie sie
schon in den MyoD-hXirpl-S doppeltransfizierten A7r5-Zellen beschrieben wurden. Die
Fokalkontakte dieser myogenisierten Zellen befanden sich peripher und zentral und besallen
vergleichbare Dimensionen, wie sie in den doppeltransfizierten A7r5-Zellen zu finden waren
(Abb. 43, D-I).

Die Referenzfirbung gegen a-Aktinin wies eine eine Zunahme des Immunsignals in den
rXirp positiven A7r5-Zellen auf (Abb. 43, B, E, H). Es kann keine Aussage dariiber getroffen
werden, ob es sich bei dieser Zunahme des Immunsignals um eine Expressionserh6hung des
sarkomeren und/oder nicht-sarkomeren a-Aktinins handelt bzw. ob dieser Eindruck aus einer
verstarkten Aktinfilamentbiindelung stammt, wie sie in einigen (jedoch nicht allen)
myogenisierten Zellen beobachtet wurde (nicht gezeigt). Ein Expressionsnachweis fiir das
sarkomere a-Aktinin, einem frithen Differenzierungsmarker in quergestreiften Muskelzellen

konnte nicht erbracht werden.
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Abb. 41 Transfektionen mit hXirp1-S in A7r5-Zellen unter verschiedenen Kulturbedingungen

A-F) und G-M) zeigen hXirpl-S Transfektionen, N-P zeigen iliber MyoD-hXirpl-S Doppeltransfektionen
myogenisierte A7r5-Zellen. Die Zellen in A-F wurden nach Transfektion fiir vier Tage in normalem
Proliferationsmedium kultiviert. Die Zellen in G-P) wurden in serumreduziertem Medium kultiviert. Zu beachten
sind die VergroBerung der Fokalkontakte unter serumreduzierten Bedingungen sowie in myogenisierten Zellen.
Dieser Effekt wurde durch ektopische Expression von hXirpl-S nicht verstirkt. Vergleiche hierzu Abb. 4.8-2.
Weitere Erlduterungen im Text. Pfeilkopf: Fokalkontakt. Pfeil: StreBfaser. Mafistab: 50 pm
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Abb. 42 Transfektionen mit hXirp1-S in myogenisierten A7r5-Zellen

Alle Zellen wurden nach erfolgter MyoD-hXirp1-S-Doppeltransfektion unter serumreduzierten Bedingungen A-
C) zwei, D-F) vier und G-H) sechs Tagen kultiviert. Die Abbildungen A, D, G) zeigen hXirp1-S-GFP, B, E, H)
endogene Titinexpression iiber Antikorper T12 (Texasrot) und C, F, I) die Uberlagerungen der jeweiligen
Kanile. Beachte die fiir myogenisierte A7r5-Zellen typischen facher- bis fiederformigen Fokalkontakte (vgl.
hierzu Abb 4.8-1 N-P) und rhombische Morphologie (vgl auch Abb. 4.8-1 A-M). Ektopisch exprimiertes
hXirpl-S wies typische Lokalisationen an Streffasern bzw. SFLS und Fokalkontakten auf, mit gradueller
Abstufung des Signals in den Fokalkontakten. B,E,H) Endogene Titin- Expression und Lokalisation nahm mit
Kultivierungsdauer zu. In H) zu erkennende naszierende Myofibrillen (Sternchen) zeigen kaum hXirp1-S, aber
starke Titinlokalisation. Weitere Erlduterungen im Text. Pfeilkopf: Fokalkontakte. Pfeil: Stre3faser bzw. SFLS.
Sternchen: Myofibrille. MaBstab: 20 um
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Abb. 43 Expression von endogenem rXirp in myogenisierten A7r5-Zellen

A-I) zeigen iiber MyoD-Transfektion myogenisierte A7r5-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten: A-C) 12
Stunden nach Transfektionsstart, D-F) zwei Tagen und G-I) vier Tagen Kultivierung in serumreduziertem
Medium. A,D,G weisen Expression von endogenem rXirp mit Antiserum aXIrepl (TXR) nach. B, E, H zeigen
Referenzfiarbung gegen o-Aktinin (hier keine Unterscheidung zwischen zytoplasmatisch und sarkomer!) mit
FITC-Konjugat. C ,F, I) zeigen Uberlagerung der Kanile. Erlduterungen im Text. Pfeilkopf: Fokalkontakte.
Pfeil: Strefifaser bzw. SFLS. Sternchen: Myofibrille. Mafstab: 20 um
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Abb. 41 Transfektionen mit hXirp1-S in A7r5-Zellen unter verschiedenen Kulturbedingungen
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Abb. 42 Transfektionen mit hXirp1-S in myogenisierten A7r5-Zellen
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4 Tage serumreduziertes Medium

Abb. 43 Expression von endogenem rXirp in myogenisierten A7r5-Zellen
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4 Diskussion

4.1 Xirp ein Multidoménenprotein mit charakteristischen repetitiven Motiven

Xin wurde erstmals von Wang et al. 1999 in Huhn (cXin: AF051944) und Maus (mXin:
AF051945) als Protein beschrieben, das durch repetitive Motive charakterisiert wird, die
keinerlei Homologien zu bekannten Proteinen aufwiesen. Die Motive, deren Funktion bis
dahin unbekannt war, bestanden hierbei aus 16 Aminosduren. Weiterhin beschrieben die
Autoren, daB die Aminosduresequenz von cXin und mXin eine Vielzahl prolinreicher
Sequenzen enthielt (Wang et al., 1999).

In unserem Labor wurde ein zu mXin homologes humanes Xin-Protein kloniert. Durch
Recherche innerhalb der biologischen Datenbanken, konnte ein weiteres bei weitem grofleres
humanes Paralog hierzu gefunden und teilweise kloniert werden. Aufgrund der Homologien
und Unterschiede (in Grofle, Motivanzahl und Dominen) zu cXin (und mXin) wurde das
homologe humane Xin-Protein mit ,,human Xin related Protein 1* und das grofere Paralog

mit ,human Xin related Protein 2 hXirp2 benannnt.

4.1.1 Vergleich der Sequenzen innerhalb der Xirp-Familie

Die aus den Datenbanken stammenden Sequenzinformationen zu den ¢cDNA Klonen fiir
hXirpl und hXirp2 wiesen eine Besonderheit auf. Ein ungewdhnlich groes Exon kodierte die
Nukleotidsequenz flir das gesamte hXirpl bzw. fiir einen Grofteil des hXirp2. Ein grofes
Exon von 5664 Nukleotiden kodiert auf Chromosom 3p22.2 (bzw. 3p21.33) das gesamte
hXirpl-L. Ein GroBteil von hXirp2 wird von einen groBem Exon von 9407 Nukleotiden auf
Chromosom 2q24.3 kodiert. Homologien innerhalb des Ablaufs der repetitiven Motive bzw.
der Verbindungssequenzen auf Ebene der DNA und Aminosduresequenz, die auf einen
gemeinsamen genomischen Ursprung hinweisen wiirden, waren nicht vorhanden.

Die zu den humanen Xirp homologen mXin und mXirp2 (AKO040786) liegen auf den
Chromosomen 9 und 2, wo auch sie von einem riesigen Exon kodiert werden. Die orthologen
Varianten mXin und hXirpl sowie mXirp2 und hXirp2 sind in ihrer Primdrsequenz zu 57 %
bzw. 70 % identisch.

Das von Wang et al. klonierte cXin ist zu den bisher bekannten humanen und murinen Xin
bzw. Xirp-Varianten zu 24 % identisch. Eine genaue Zuordnung von cXin zu der kleinen
Variante Xirpl oder Xirp2 ist schwierig. Sequenzvergleiche beziiglich der Abfolge der

repetitiven Motive und Verbindungssequenzen, sowie C-terminale Abschnitte verweisen
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allerdings in Richtung Xirpl. Ein zu hXirp2 und mXirp2 homologes cXirp2 wurde bisher in
keiner Datenbank gefunden. Desweiteren ist die genomische Lokalisation des cXin aufgrund
fehlender Datenbankeintrage unbekannt.

Die fiir hXirpl verifizierten Spleilvarianten hXirpl-S und -L sind aufgrund analoger
SpleiB-Loci in der mRNA Sequenz moglicherweise auch fiir hXirp2 vorhanden. Ein Beweis
steht jedoch noch aus.

Ein aus dem humanen Zungengewebe stammender cDNA-Klon (AK096421) stellt
auflerdem eine mogliche weitere hXirp1-Spleif-Variante dar. Dieser Klon, der einen Teil der
5’-UTR sowie den C-Terminus des hXirpl-L umfaflite, wiirde mit dem Methionin 1318
beginnen, welches vor der C-terminalen putativen SH3-Bindungsdomine liegt. Dieser
Spleiflvariante wiirden somit die repetitiven Motive fehlen und enthielte zwei putative SH3-
Bindungsdoménen sowie die Filamin-C Bindungsstelle.

Zwei weitere zu hXirpl homologe ESTs (ai703241, bx116988) umfaliten die 5" UTR bis
zum dritten repetitiven Motiv, wobei die putative DNA-Bindungsdoméne mit flankierenden
Sequenzen herausgespleifit worden war. Interessanterweise stammten diese Klone aus einem
Mix von cDNA-Banken aus Hoden und Lunge, was drauf hinweisen konnte, daf
Spleiflvarianten von Xirpl auch ubiquitdr exprimiert werden konnten.

Bei jeglicher Betrachtung von SpleiB3-Isoformen stellt sich selbstverstindlich die Frage
nach Gemeinsamkeiten sowie Unterschieden beziiglich der Primérsequenz, Expression und
somit der Funktion eines Proteins. Im Falle des Xirp fdllt diese Frage nicht zuletzt auf das
Vorhandensein und die Anzahl der repetitiven Motive sowie anderer funktionaler Regionen.

Es ist anzunehmen, dal zukiinftige Untersuchungen und Recherchen zu weiteren
interessanten Spleif-Isoformen fithren werden, und diese neue Xirp-Proteinfamilie weitere

Untergliederungen erfahren wird.

4.1.2 Die repetitiven Motive der Xirp Familie

Die fiir die Xirp-Familie charakteristischen, aus wenigstens 16 Aminosduren bestehenden,
repetitiven Motive besalen keine Homologien mit bisher bekannten Motiven. Proteine mit
repetitiven Motiven interagieren oftmals mit Strukturen, die aus repetitiven Strukturen
aufgebaut sind (Kajava, 2001). Tatsidchlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dal} es
sich bei den repetitiven Motiven von Xirp um neuartige F-Aktin bindende Module (3.5)
handelt.

Eine genaue Beschreibung der Sekundérstruktur des gesamten Sequenzmotivs in Xirp ist

bis auf weiteres nicht moglich. Die Mehrzahl an Vorhersageprogrammen wies dem Bereich
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der Tandemmotive eine iiberwiegend a-helikale Sekundarstruktur zu. CD-spektroskopische
Untersuchungen an bakteriell exprimiertem und aufgereinigtem hXirp1-18rM (18 repetitive
Motive) zeigten allerdings, da3 das Polypeptid in wéssriger Losung in einer elongierten, aber
nicht zufdlligen Konformation vorliegt, in dem o-helikale Tendenzen schwach (< 10 %)
erkennbar sind (Pacholsky et al., 2003, eingereicht). Ob diese helikalen Anteile unter o-Helix-
stabilisierenden Bedingungen (1 % SDS oder Deoxycholat) verstirkt werden konnen (Motta
et al, 1991), bleibt zu tliberpriifen. Pfuhl und Kollegen wiesen fiir einzelne repetitive Motive
des Nebulins, einem riesigen F-Aktin-bindenden Protein, eine transiente o-helikale
Konformation in wissriger Losung nach, die iiber die oben genannten Bedingungen verstérkt
wird und {iber die Interaktion mit F-Aktin stabilisiert werden soll (Pfuhl et al., 1994).

Der in jedem individuellen Motiv von Xirp auf Postion 8 - 10 gelegene hydrophobe Kern
(Tryptophan W, Leuzin L, Phenylalanin L) kann hier moglicherweise zur Unterstiitzung einer
a-helikalen Sekundirstruktur genutzt werden (Kajava, 2001). Da Aminosduren wie Glyzin
und Prolin a-helikale Sekundirstrukturen verhindern (Kajava, 2001), scheint die Umrahmung
des Motivs iliber Glyzin (Position 1) und Prolin (Position 14) einen Hinweis auf eine mogliche
Separierung zwischen Kernmotiv (1-14) und den Verbindungssequenzen darzustellen. Auch
in den Verbindungssequenzen war trotz der unregelméssigen Verteilung der Aminosduren
Glyzin und Prolin eine a-helikale Tendenz vorhanden. Bereiche ohne diese Tendenz in
Motiv- und Verbindungsequenzen wurden als Zufallskniduel ausgewiesen. Da auch in den
Verbindungssequenzen konservierte Aminosduren vorhanden waren, war das repetitive Motiv
auf 23 bzw. 25 Aminosduren fiir hXirpl bzw. hXirp2 erweiterbar. Die Erweiterung betraf
hierbei N-terminal 5 und C-terminal zwei bzw. vier Aminosduren. Die N-terminale
Erweiterung wurde von zwei konservierten Glutamatresten eingeleitet. C-terminal befanden
sich (zumindest fiir hXirp2) wiederum zwei geladene Aminosaurereste.

Die Aminosduresequenzen der Motive wiesen allerdings keine weiteren Clusterungen von
geladenen Aminoséduren auf, wie sie beispielsweise in verschiedenen anderen Proteinen, deren
Aktinbindung tiber konservierte repetitive Motive vermittelt wird, beobachtet worden ist. Fiir
einige aktinbindende und muskelspezifische Proteine ist bekannt, da3 die Aktinbindung durch
iiberwiegend negativ oder positiv geladene Module vermittelt wird.

Das muskelspezifische Dystrophin und mit ihm verwandte, ubiquitir exprimierte Utrophin
binden F-Aktin {iber repetitive spektrinartige-Motive, die sich zu einer Triple-helikalen
»coiled coil-Struktur zusammenlagern (Moores und Kendrick-Jones, 1999). Die einzelnen
Spektrin-Motive besitzen einen aus aromatischen Aminosduren bestehenden, konservierten

hydrophoben Kern sowie die Aminosduren Glyzin und Prolin in den Verbindungsequenzen
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zwischen den Helices. Im Dystrophin sorgen Cluster von Motiven mit einer positiven
Nettoladung fiir eine Bindung an das F-Aktin (Amann et al., 1998). Im verwandten Utrophin
sind es hingegen liberwiegend Cluster an Motiven mit einer negativen Nettoladung
(Rybakova et al., 2002).

Im Nebulin finden sich repetitive Motive aus ca. 35 Aminosduren, die einen ungewdhnlich
hohen Gehalt an positiv geladenen Aminosduren (Lysin, K, Arginin, R) enthalten. Die 35-
Aminosduremotive, deren Sekundirstruktur a-helikal ist, binden F-Aktin (Pfuhl et al., 1994).
Weitere Proteine wie Nebulette (Moncman und Wang, 1995) und N-RAP (Luo et al., 1999)
enthalten ebenfalls diese Art der repetitiven Motive. Die Motive des Nebulins weisen
auBerdem eine supramolekulare Strukturierung auf, in der sieben Motive zu einem Modul
zusammengefalit sind (Labeit et al. 1991).

Eine supramolekulare Strukturierung von Motiven wie in Nebulin wurde fiir die hXirp-
Motive nicht gefunden.

Aufgrund noch fehlender schliissiger Daten muf3 eine Aussage iiber den genauen Charakter
der iiber die repetitiven Motive vermittelten Aktinbindung ausbleiben. Die fiir die Mehrzahl
der Motive sowie fiir die gesamte Motivsequenz berechneten Pi-Werte um pH 5 wiirden bei
einem physiologischen pH-Wert von 7,4 eine negative Nettoladung bedeuten. Diese konnte
moglicherweise an den Wechselwirkungen zum F-Aktin beteiligt sein. Da einzelne Motive in
hXirpl wie auch hXirp2 einen basischen isoelektrischen Punkt aufweisen, ist eine genauere

Analyse der Motive beziiglich der Aktinbindungsfahigkeit angebracht.

4.1.3 Die prolinreichen Motive der Xirp-Familie

Die in allen Mitgliedern der Xirp-Familie konservierten prolinreichen Motive implizierten
deren Funktionalitit. Die Motive umfafiten, wie in 3.1.4 gezeigt, potenticlle
Bindungssequenzen fiir Ena-VASP-Homologie 1 (EVHI)-Dominen, Src-Homologie 3
(SH3)-Dominen sowie WW-Dominen. Die detaillierte Konsensussequenzen sind in Tab. 5,
S. 46 abgebildet.

Prolinreiche Motive die Homologien zu bekannten Motiven fiir Interaktionen mit EVHI1-
Dominen besaflen, waren in den N-Termini von hXirp sowie im mittleren Abschnitt préisent.
Das hXirp2 enthielt hierbei im mittleren Abschnitt (AS: 2063-2204) eine Ansammlung von
flinf moglichen EVHI Bindungssequenzen. Proteine, die eine EVH1 Doméne enthalten,
besitzen Schliisselfunktionen in der Aktinassemblierung und Aktinfilamentdynamik sowie in
der Signaltransduktion. Hier sind als Beispiel Mena und VASP zu nennen (Gertler et al.,
1996; Prehoda et al., 1999). Sequenzmotive zur Bindung von EVHI-Doméinen sind
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typischerweise in Proteinen prisent, die am Auf- und Umbau des Aktinzytoskeletts beteiligt
sind (Renfranz und Beckerle, 2002; Niebuhr et al. 1997). Vorlaufige Untersuchungen zeigten,
dal die prolinreichen N-terminalen Sequenzmotive von hXirpl mit Mena und VASP
interagieren (unpublizierte Daten). Die Interaktion von hXirp mit den Proteinen Mena oder
VASP, die an den Plusenden der Aktinfilamente bindend (Bear et al. 2000), eine Rekrutierung
von Profilin bewirken (Krause et al. 2002), weist auf eine Beteiligung von Xirp am
Aktinzytoskelettaufbau hin.

Weitere redundante Protein-Protein-Interaktionsmodule stellen die SH3 Doménen und
SH3-Bindungsmotive dar. SH3-Doménen sind in einer Vielzahl von Proteinen prasent, die im
Zytoskelett, der Signaltransduktion oder an Enzym-Substrat-Koordinierungen beteiligt sind
(Weng et al., 1995). In beiden Xirp Varianten fanden sich eine Vielzahl an moglichen SH3-
Bindungsmotiven, iiber deren Bedeutung noch keine Aussagen gemacht werden kdnnen.

Ein weiteres Interaktionsmodul stellt die WW-Doméne dar. Sie spielen wie die SH3-
Doménen in einer Vielzahl zelluldrer Prozesse als Interaktionsmodul eine Rolle.
Untersuchungen zur Relevanz der in hXirpl und hXirp2 gefundenen Motive sind bisher nicht

durchgefiihrt worden.

4.1.4 Die Heptaden Motive in Xirp

Proteininteraktionen {iiber ein ,,coiled coil“ Arrangement stellen eine effektive Moglichkeit
dar, Homo- oder Heterodimere bzw. Oligomere zu bilden. Als Beispiel sei hier das F- Aktin
bindende Tropomyosin genannt, das unter physiologischen Konditionen {iber seine gesamte
Molekiillinge als Homo- oder Heterodimer vorliegt (Hitchcock-DeGregori et al., 2002).

Die bisher bekannten Mitglieder der Xirp Familie, ¢Xin, mXin, mXirp2, hXirpl und
hXirp2 enthielten die fiir hXirpl bzw. hXirp2 beschriebenen Sequenzen fiir mogliche ,,coiled
coil“-Interaktionen. Das Muster fiir Sequenzen mit Heptaden in c¢Xin war &hnlich dem in
hXirpl und mXirpl. Die besagten Sequenzen in hXirpl und hXirp2 wiesen allerdings nur
kurze Segmente von maximal 3 bis 7 Heptaden (21-35 Aminosduren) auf. Vorhersagen der
Sekundirstrukturen wiesen diese Sequenzabschnitte als a-helikal aus.

In den schon erwéhnten Proteinen Dystrophin und Utrophin befinden sich C-terminal zwei
Domédnen mit potentiellen ,coiled coil“ Regionen deren Funktionalitit zur
Homodimerisierung nicht bewiesen ist, da ein biochemischer Nachweis fiir eine
Dimerisierung von Dystrophin bzw. Utrophin bisher ausblieb (Winder et al., 1995). Diese
,coiled-coil“-Regionen, deren Heptadenmotive 4 bis 5 (Helix 1) bzw. 6 (Helix 2)



Diskussion 105

Tandemmotive darstellen, sind allerdings in der Bindung weiterer Proteine (hier Dystrobrevin
und Syntrophin) beteiligt (Sadoulet-Puccio et al., 1997).

Uber die Funktion der Heptaden in hXirp kann bisher keine Aussage getroffen werden,
jedoch sollten diese Abschnitte als mogliche Interaktionsmodule fiir Protein-Protein-
Wechselwirkungen in Betracht gezogen werden. In diesem Zusammenhang sei auf die
Transfektionsergebnisse mit dem Konstrukt hXirp1-CPP-CC hingewiesen, die in A7r5- wie
auch PtK2-Zellen einen kontrahierten Phanotyp in den transfizierten Zellen bewirkten.

Das diese Phinotyp nicht mit dem gesamten hXirp1-L Konstrukt errreicht wurde, 1a6t zum
einen einen Regulationsmechanismus vermuten, der in Transfektionen mit hXirp1-CPP-CC
ausfdllt. Zum anderen stellt sich selbstverstindlich die interessante Frage nach dem

Interaktionspartner.

4.1.5 Das P-Loop Motiv in Xirp

Der P-Loop zur Bindung von Phosphonukleotiden (ATP, GTP) ist in einer Vielzahl von
Proteinen zu finden, die als Translationsfaktoren, Enzyme, Transporterproteine,
Motorproteine und Signaltransduktionsmolekiile bekannt sind. Desweiteren stellt dieses
Motiv ein relativ hdufig auftretendes Muster dar, so daBl viele Proteine, wie z.B.
Chymotrypsin und Ferritin Leichte Kette ein solches Motiv ohne Funktion enthalten.

Neben hXirpl und hXirp2 fanden sich auch in mXin und mXirp2 ein P-Loop Muster,
wobei im mXin ein Austausch des Threonins gegen ein Prolin stattfand. In c¢Xin lieB sich kein
solches Muster finden, da hier eine Insertion vorlag. Die Tab. 10 gibt die Sequenzmotive

wieder. In wiefern dieses Motiv in Xirp funktionell ist, bleibt zu iiberpriifen.

Protein Konsensussequenz Tab. 10 Ubersicht der putativen
(AG)-XXXX-GK-(ST) Phosphonukleotidbindungsstelle
hXirpl G-MAVL-GK-S Zum P-Loop-Motiv homologe Sequenzen sind in

hXirpl, hXirp2 und mXirp2 prasent. In mXin ist ein
Austausch des C-terminal gelegenen Threonins (T)
mXin G-KAAS-GR-P gegen Prolin (P) zu finden. Das cXin besitzt in
dquivalenter Sequenz eine Insertion (klein gedruckte
Aminosduren), die eine Zuordnung zum P-Loop

cXin G-IAgakvtaernevvGEQ unmdglich macht.

hXirp2 A-KIIT-GK-T

mXirp2 A-KILT-GK-S

4.1.6 Interaktion von Xirp mit Filaminen

Die Filamin C-Bindungsregion wurde in hXirpl auf den C-terminalen Abschnitt der
Aminosduren 1685 bis 1843 eingegrenzt und iiber ein Hefe-Doppelhybrid-Assay verifiziert
(unpublizierte Daten). Uber eine Filaminbindung der Varianten mXin und cXin liegen bisher

keine Daten vor, jedoch zeigen Vergleiche der relevanten Sequenzabschnitte mit mXin und
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cXin eine hohe Homologie innerhalb einer 44 Aminosduren langen Sequenz auf. In hXirp2
und mXirp2 sind nur einige wenige dieser Aminosduren konserviert. Tab. 11 zeigt die
Sequenzen in einer Linge von 50 Aminosduren. Aufgrund der Homologie dieser Region
zwischen cXin, mXin und hXirpl ist zu vermuten, da diese Region das eigentliche
Interaktionsmodul mit Filamin C darstellte. Eine Uberpriifung dieser Hypothese konnte iiber
proteinbiochemische =~ Methoden wie Pull-down-Assay und Western-Blot-Overlay
nachgegangen werden. Vorldufige Untersuchungen iiber das Hefe-Doppelhybrid-System
zeigten, daB3 auch die C-terminalen Doménen d19-21 des Filamin B nicht aber des Filamin A
eine Bindung mit hXirpl-Y bzw. hXirpl-FC eingehen konnen (unpublizierte Daten).
Inwiefern in hXirp2 und mXirp2 diese Sequenz eine Filaminbindung vermittelt, ist bisher
nicht untersucht.

Aufgrund der Interaktionen von Filamin C mit dem Sarcoglykan-Transmembrankomplex

(Thompson et al., 2000) ist eine Kopplung von hXirpl-L mit dem Sarcoglycankomplex

anzunehmen.
Protein potentielle Filaminbindungsregion
cXin (2456-2500) RROISS TIMHT | PDGBKLp¢ers RTVTEQYEEMDQFGN KOS
mXin (1578-1628) GQPIN 10 T GRYNME SISl Y GAMR TVTEQYEEMDQFGNWARE IpOHA
hXirpl (1744-1894) GWQ M6 T GigeR] SOl Y GANRTVTEQYEENDQOFGNINAR EQA
mXirp2 (3125-3175) FTGFSYRHPISVPAMQOPRVHSEAIRSLNIHHE S SVIEAIIDSOIVGRIKVATSSSR
hXirp2 (3169-3219) CKHPRERE IPVKQPRICSETIRSLSIMHE SGIBAIIE SOV ESKMKTSSSH

Tab. 11 Sequenzvergleich der potentiellen Filaminbindungsregionen

Die Abbildung zeigt homologe (schwarz unterlegt) und &hnliche (grau unterlegt) Aminosduren bei einem
Schwellenwert von 50 %, die die potentielle Filaminbindungsregionen der Xirp Familie darstellt.

4.2 Xirp bindet und stabilisiert F-Aktin

Die mit den hXirpl und hXirp2 GFP-Konstrukten durchgefiihrten Transfektionsstudien in
AT7r5-Glattmuskelzellen, PtK2-Epithelzellen und B16F1-Melanomzellen wiesen stets auf eine
Aktinzytoskelettassoziation der Konstrukte hin. Diese Aktinassoziation stand im engen
Zusammenhang mit den repetitiven Motiven von Xirp. Die exprimierten Proteine und
Polypeptide lokalisierten hierbei primdr an den Fokalkontakten und Strefasern. Zur
Beantwortung der Frage, ob die Aktinzytoskelettassoziation direkt oder indirekt erreicht
wurde, ist ein F-Aktin-Kosedimentationsassay durchgefiihrt worden. Dieser zeigte, dal es
sich bei den repetitiven Motiven von Xirp um F-Aktin bindende Module handelt. Eine
Kooperativitit, die auf eine BeeinfluBung der Aktinbindungsfahigkeit der Motive durch schon

an F-Aktin gebundene Motive hinweist, wurde nicht beobachtet.
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Das Polypeptid hXirpl-18rM, das die 18 repetitiven Motive von hXirpl darstellte, wies
eine spezifisch abzuséttigende Bindung an F-Aktin in einem molaren Verhiltnis von etwa
1 : 4 auf. Dieses Verhdltnis verweist somit auf etwas mehr als vier repetitive Motive pro
Aktinmonomer. Die aus den Bindungsdaten ermittelte Dissoziationskonstante Kd von 0,45
uM reiht sich in die Bindungsdaten der bisher bekannten aktinbindenden Proteine ein
(Pollard, 1999). Das Polypeptid zeigte keine Tendenz zur Biindelung von F-Aktin. Das
Konstrukt hXirpl-6rM (Motive 1-6) sdttigte F-Aktin spezifisch in einem molaren Verhiltnis
von etwa 1 : 2 ab, was drei repetitiven Motiven pro Aktinmonomer entspriche. In
Kontrolltransfektionen in A7r5 und PtK2-Zellen lokalisierten beide Konstrukte an den
Stre3fasern und Fokalkontakten.

Im Kontrast hierzu wiesen die Polypeptide hXirp1-3rM bzw. -2rM, die drei bzw. zwei der
repetitiven Motive umfaliten keine F-Aktinbindung in vitro auf.

Die Frage nach der minimalen Anzahl an Motiven, die fiir eine F-Aktinbindung bendtigt
werden, sollte mit weiteren trunkierten Polypeptiden, die vier bzw. fiinf Motive umfassen,
beantwortet werden konnen. Desweiteren besteht, aufgrund des Konservierungsgrades
einzelner Motive, die Frage, ob jegliche Motivkombination der 18 Motive funktionell ist.

Zur Funktionalitdt von hXirpl-3rM und hXirp1-2rM konnen desweiteren keine sicheren
Aussagen getroffen werden. Die Kontrolltransfektionen in A7r5-Glattmuskelzellen wiesen
eine, wenn auch schwache, Lokalisation dieser GFP-Konstrukte an Stref3fasern (und ,,dense
bodies*“) sowie Fokalkontakten auf. Diese Lokalisationen waren in fixierten, wie auch
lebenden Zellen vorhanden und somit nicht auf eine allgemeine Klebrigkeit des GFP an
Aktinzytoskelettelementen zuriickzufiihren. In PtK2-Epithelzellen, die mit diesen
Konstrukten transfiziert wurden, =zeigten die exprimierten Polypeptide nur eine
zytoplasmatisch diffuse Verteilung. In beiden Zelltypen fiel zudem eine nukledre Lokalisation
der GFP-Konstrukte auf, die als Hinweis fiir die verringerte Funktionalitdt der exprimierten
Motive gewertet wurde. Ob es sich bei den Unterschieden des in-vitro- und in-vivo-
Bindungsverhaltens dieser Peptide um eine Maskierung von Bindungstellen handelt, die auf
a) verminderte Funktionalitit durch die bakterielle Exprimierung der Polypeptide b) fehlende
N- und C-terminale Verbindungssequenzen der Motive (4.1.2 und 4.6.4), oder c) das
Puffersystem im  Aktinbindungsassay zuriickzufilhren sind, oder noch andere
Interaktionspartner eine F-Aktinbindung in-vivo vermitteln oder behindern, bleibt hierbei
spekulativ und Gegenstand weiterer Untersuchungen.

Die Beobachtung, daB erst mehrere Tandemmotive als funktionale Aktinbindungsdoméne

fungieren, ist auch fiir andere aktinbindende Proteine wie Calponin und UNC-87, einem
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Muskelprotein von C. elegans, beschrieben worden (Gimona und Mital, 1998, Kranewitter et
al., 2001, Stradal et al., 1998).

Die in den Transfektionsstudien generell vorgefundenen Varianzen beziiglich der
Signalstirke und Lokalisationen der exprimierten hXirpl-rM Polypeptide wiesen auf weitere
synergistisch und antagonistisch wirkende Faktoren hin, die von Zelltyp und Zellstatus
abhéngig zu sein scheinen. So wiesen die in den A7r5 und PtK2-Zellen exprimierten GFP-
Konstrukte von hXirp-tM (hXirpl: -S, -L, -N, -18tM, -6rM; hXirp2-28rM) zwar eine starke
Priferenz zu den Fokalkontakten und Streffasern auf, jedoch waren in einigen der Zellen nur
die Fokalkontakte oder nur die Stre3fasern markiert. Der Grad der Expressionsstirke schien
hierbei von Bedeutung zu sein.

In dhnlichen Zusammenhang lassen sich auch folgende Beobachtungen stellen: In motilen,
mit ausgeprigten Lamellipodien versehenden, B16F1 (Melanom)-Zellen der Maus wiesen die
Konstrukte hXirpl-S, -L und N kaum (bis keine) Fokalkontaktlokalisation auf. Stattdessen
lokalisierten in diesen Zellen die Konstrukte primdr am kontraktilen Aktinzytoskelett. Eine
Lokalisation im dynamischen und {iberwiegend verzweigten Aktinzytoskelett der
Lamellipodien war hier sowie in den A7r5-Zellen nicht beobachtet worden. In den stationéren
B16F1-Zellen wurden durch die hXirpl-Konstrukte wiederum nur die Stre3fasern markiert
(nicht gezeigt). Eine analoge Beobachtung wurde auch in 3T3-Fibroblasten erzielt (nicht
gezeigt).

Aufgrund der Vielzahl der an F-Aktin bindenden Proteinen werden weitere biochemische
Untersuchungen erforderlich sein, um mogliche Kompetitoren an Fokalkontakten und
Stref3fasern zu ermitteln. Moglicherweise wird hierbei Tropomyosin eine Rolle spielen. Die
Beobachtung des Ausschlusses einer Beteiligung am aktinreichen, dynamischen und
verzweigten Lamellipodialsaum wurde auch fiir Tropomyosin in kultivierten Karzinomzellen
beschrieben (DesMarais et al., 2002). Tropomyosin ist nicht an den, im Lamellipodialsaum
neu gebildeten Aktinfilamenten detektierbar, die hier iiber Cofilin/ADF beschnitten und tiber
Arp2/3 verzweigt werden. Eine direkte antagonistische Wechselwirkung zwischen diesen
beiden Proteinen und Tropomyosin konnte gezeigt werden (Ono und Ono, 2002, Blanchoin et
al., 2001). Weiterhin inhibiert Tropomyosin im Zellinneren iiber die laterale Bindung an F-
Aktin die Funktionen von Cofilin/ADF und Arp2/3 und sorgte somit fiir eine Stabilisierung
der Aktinfilamente (DesMarais et al., 2002, Blanchoin et al., 2001, Ono und Ono, 2002 ).

Auch die primér tiber die hXirp-Motive vermittelte Bindung an das Aktinzytoskelett
erwies sich als stabilisierend fiir die StreBfasern. In untransfizierten A7r5-Zellen bewirkte

eine Konzentration von 0,5 pM Latrunculin A im Medium eine Depolymerisation des
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Aktinzytoskeletts innerhalb von 5 bis 10 Minuten. Das Toxin bindet die Aktinmonomere und
verhindert dadurch konzentrationsabhingig eine Polymerisation (Yarmola et al., 2000). Mit
hXirpl1-S transfizierte A7r5-Zellen blieben in einem Zeitraum von bis zu 15 Minuten effektiv
von diesem depolymerisierenden Einflull verschont und besallen ausgeprigte Stre3fasern und
Fokalkontakte. Es ist allerdings ist anzumerken, dafl es sich in diesem Fall um eine
Transfektion mit hXirp1-S handelte und eventuell weitere Bindungspartner rekrutiert wurden,
die einen moglichen positiven Einflufl auf die Stabilisierung besaBlen. Zu nennen sind hierbei
wiederum Mena und VASP die eine aktive Rolle in der Aktinpolymerisation besitzen,
allerdings primir an den Fokalkontakten prisent sind (Gertler et al., 1998, Bachmann et
al.,1999).

Die oben fiir Xirp dargelegten Resultate, daB3 a) Xirp ein F-Aktin bindendes, aber nicht
biindelndes Protein darstellt, b) die Aktinbindung iiber die repetitiven Motive vermittelt wird,
c¢) eine F-Aktinbindung in vivo stabilisierend wirkt, e) Xirp, dhnlich Tropomyosin aus dem
Lamellipodialsaum ausgeschlossen wird lassen vermuten, daBl Xirp elongiert und lateral

entlang der F-Aktinfilamente bindet.

4.3 Lokalisationen von Xirp in Muskelgewebe und Kulturzellen

In quergestreiftem Muskelgewebe und Muskelzellen sowie in Transfektionsstudien in
Muskel- und Nichtmuskelzellen lokalisierte Xirp stets in Kompartimenten der Zellen, die
Verankerungspunkte = zwischen  Aktinfilamenten und Membran darstellen  Die
Verankerungspunkte zwischen Aktinfilamentsystem und Plasmamembran umfassen im
quergestreiften Muskel die myotendinose Ubergangszone, im Herzmuskel den Glanzstreifen
und in den mit Xirp transfizierten Kulturzellen die Fokalkontakte. Innerhalb des
Aktinfilamensystems des quergestreiften Muskels lokalisierte Xirp in den Z-Scheiben. In den
Nichtmuskelzellen wies das ektopisch exprimierte Xirp eine Lokalisation an den StreBfasern

auf.

4.3.1 Lokalisationen von Xirp in Muskelzellen

Xirp ist Bestandteil der Adhéirenzverbindungen im quergestreiften Muskel

In den immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen an Skelett- und Herzmuskulatur
wurde Xirp verstirkt in den myotendinosen Ubergangszonen und den Glanzstreifen detektiert.
In der myotendinosen Ubergangszone, wies das Immunsignal fiir Xirp longitudinale fibrillére

Strukturen auf, die von (sk)-a-Aktinin-, wie auch Xirp- positiven Z-Scheiben unterbrochen
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wurden. Ob es sich bei den fibrilldren Strukturen um den Verlauf der Aktinfilamente oder
aber die Membraninvaginationen und —extensionen handelt ist unklar. Diese fiir Xirp
beobachteten Strukturen dhnelten denen fiir Vinculin und Integrin f1D, die in genannten
Strukturen auch verstérkt auftreten (Bao et al., 1993). In den Glanzstreifen kolokalisierten die
Immunsignale fiir Xirp und (sk)-a-Aktinin. Das a-Aktinin, so beobachtete Tidball, ist in der
myotendendinosen Ubergangszone nicht verstirkt vorhanden (Tidball, 1987). Dies ist
moglicherweise auf den Umstand zuriickzufiihren, dafl die Myofibrillen hier in einer als
»dense band“, also einer elektronendichten Bande nahe der Plasmamembran enden (Trotter et
al., 1981), die keine regulidre Z-Scheibe darstellt (Yamaguchi, 1990). Im Gegensatz hierzu
erfolgt die Verankerung der Myofibrillen im Herzen an den Glanzstreifen iiber eine Art
terminaler Z-Scheibe (Lu et al., 1992). In beiden Geweben wurden mit den hier verwendeten
polyklonalen Antiseren keine sarkolemmale Lokalisation von Xirp beobachtet, die auf eine
Beteiligung an costameren Strukturen hinweisen wiirde. Die Lokalisationen an den
Adhidrenzverbindungen stehen somit im Einklang mit denen von Sinn et al. beschriebenen
(Sinn et al., 2001).

Bei der myotendinosen Ubergangszone und dem Glanzstreifen handelt es sich um spezielle
Orte im Muskel, in denen die Aktinfilamente {iber Adapterproteine an Transmembranproteine
gekoppelt werden, um die kontraktilen Krifte effektiv auf eine extrazelluldre Matrix (Sehne)
oder benachbarte Zelle (Kardiomyozyten) libertragen zu konnen (Trotter, 2002).

Inwiefern eine direkte oder indirekte Verbindung zu Transmembranproteinen besteht, ist
bisher nicht genau untersucht. Sinn und Kollegen waren in der Lage, durch
Immunprézipitation zu zeigen, daBl das mXin im Cadherin-Catenin-Komplex prisent ist (Sinn
et all 2001). Fiir das schon erwdhnte N-RAP wird u.a. eine Interaktion mit diesem Komplex
vermutet (Zhang et al., 2001). Bindungspartner von N-RAP wie Vinculin und Talin sollen des
weiteren Verbindungen zu den Integrinen aufbauen (Luo et al., 1999).

Filamin C, ein Interaktionspartner des hXirpl-L, wére in der Lage Verbindungen zu
weiteren Adapter- oder Membranproteinen aufzubauen, da auch dieses muskelspezifische
Protein eine verstirkte Lokalisation in den Muskelsehnenverbindungen wie auch in den
Glanzstreifen besitzt (van der Ven et al., 2000a). Filamin C wire iiber seine Interaktion mit
dem Sarcoglykankomplex (Thompson et al., 2000) in der Lage, hXirpl-L an diesen
Transmembrankomplex zu koppeln. Der Sarkoglykankomplex ist, wie eine Reihe anderer
wichtiger Transmembranproteine und -komplexe, u.a. innerhalb der myotendinosen

Ubergangszone verstirkt lokalisiert (Crosbie et al., 1999).
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Mena und VASP, weitere Interaktionspartner von hXirp (unpublizierte Daten), bei denen
es sich auch um aktinbindende und —biindelnde Proteine handelt (Bachmann et al., 1999) sind
in den Glanzstreifen des Herzen lokalisiert (Gambaryan et al., 2001). Informationen iiber eine
Lokalisation in den Muskelsehnenverbindungen liegen bisher nicht vor. Auch diese beiden
Proteine sind in der Aktinfilamentorganisation wie auch Signaltransduktion involviert
(Gertler et al., 1996, Walter et al., 1993). Xirpl konnte also Mena bzw. VASP an
Aktinfilamente rekrutieren.

Unter Beriicksichtung der fiir Xirp nachgewiesenen Aktinbindung und Stabilisierung von
Aktinfilamenten sowie den Lokalisationen innerhalb der mechanisch belastbaren
Adhidrenzverbindungen im quergestreiften Muskel, liegt es nahe zu vermuten, dafl Xirp der
Stabilisierung und Verankerung der myofibrilliren Aktinfilamente an diesen Lokalisationen
dient.

Die mechanosensorische Komponente der genannten Adhérenzverbindungen zeigt sich
gegeniiber experimentell oder pathologisch verdnderten mechanischen Belastungen u.a. in
einer Intensivierung oder einem Abbau der Membraninvaginationen bzw. —verzahnungen des
Sarkolemms (Tidball und Quan, 1992, Ehler et al. 2001, Perriard et al., 2003). Diese
strukturellen Verdnderungen korrellieren zudem mit den Expressionen wichtiger
Adapterproteine wie Vinculin, Talin und den Cateninen (Tidball et al., 1999, Ehler et al.,
2001). Die hier verstéirkt lokalisierten Integrine (a7f1D) stellen generell Komponenten der
Signaltransduktion dar (Burridge und Chrzanowka, 1996). In Herzmuskelgewebe von
Maiusen, in denen ein fiir die Integritit der Z-Scheibe und Glanzstreifen wichtiges Protein, das
Muskel-LIM-Protein MLP, gezielt ausgeschaltet wurde, wiesen die Glanzstreifen eine
Intensivierung der Membranverzahnungen auf. Weiterhin war eine Erhohung der
Expressionen von Cadherin, Catenin, Vinculin sowie N-RAP zu beobachten (Ehler et al.,
2001). Inwiefern hierbei die Expression der diversen Isoformen von Xirp beeinflullit wurden

ist eine interessante Frage.

Xirp ist in den Z-Scheiben der Myofibrillen prisent

Der immunologische Nachweis von Xirp innerhalb der Z-Scheiben der Myofibrillen, der
schwécher als die Lokalisation in den Adhirenzverbindungen war, deutete auch hier auf einen
Verankerungspunkt von Aktinfilamenten hin. Die Z-Scheibe stellt die Verbindung von zwei
aufeinanderfolgenden Sarkomeren dar, in der iiber eine Vielzahl an direkt oder indirekt
aktinbindenden Proteinen die Plus-Enden der Aktinfilamente verankert werden. Aufgrund

dieser Verbindungsfunktion stellt die Z-Scheibe ein Hauptelement in der Weiterleitung der
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Kontraktionskrifte, der Sarkomerassemblierung und Organisation der Myofibrille dar (Clark
et al., 2002). Der molekulare Aufbau der Z-Scheibe, bei dem es sich um ein elaboriertes
Proteinnetzwerk handelt, enthélt neben mechanischen Strukturelementen auch Komponenten
die in der Signaltransduktion involviert sind und auf Zug- oder Dehnungkriften reagieren.
(Clark et al., 2002, Epstein und Davis, 2003).

Filamin C (van der Ven, 2000a) stellt hierbei einen bisher verifizierten, in den Z-Scheiben

integrierten Partner von hXirp1-L dar (unpublizierte Daten).

4.3.2 Lokalisationen von ektopisch exprimiertem Xirp in

Kulturzellen

Transfektionsstudien in den Glattmuskelzellen A7r5S mit den Konstrukten hXirpl-S, -L,
-N, 18M und 6rM (hXirp-rM) wiesen keine erkennbaren Unterschiede in ihren
Lokalisationen auf und markierten primdr Fokalkontakte und Streffasern. Diese
Lokalisationen wurden auch iiber repetitiven Motive per se vermittelt, wodurch weitere

Agonisten und Antagonisten angenommen werden kdnnen.

Lokalisation von Xirp an Fokalkontakten

Die prominente Fokalkontaktassoziation der genannten ektopisch exprimierten hXirp1-GFP-
Konstrukte wies eine Kolokalisation mit dem Fokalkontaktprotein Vinculin auf, wobei dieses
Protein verstiarkt mehr distal im Fokalplaque vertreten war. Die moglichen Interaktionspartner
von hXirp Mena und VASP sind auch auch an den Fokalkontakten zu finden (Gertler et al.,
1996, Reinhard et al., 1995). Gertler und Kollegen beschrieben hierbei die Lokalisation von
Mena als am ,,Ende der Stre3fasern konzentriert™ (Gertler et al., 1996).

Die Organisation der Enden der StreBfasern an den Fokalkontakten ist im {ibrigen beinahe
analog einer Muskelsehnenverbindung. Die StreBfasern enden terminal in fingerartige
Projektionen (Katoh et al., 1998), die offensichtlich fiir eine Verteilung der Zugkréfte sorgen.
Es wire nicht iiberraschend, wenn auch hier das Strukturmuster der Membraninvagination zu
finden wiére.

Eine Lokalisation von hXirp-rM an den, von den Fokalkontakten unterscheidbaren, mehr
zentral in der Zelle gelegenen, fibrilliren Adhirenzverbindungen ist bis auf weiteres
auszuschlieBen. Diese beobachtete, differenzierte Lokalisation weist zum einen auf die
Unterscheidung beider Adhédrenzverbindungen und zum anderen auf eine mogliche Funktion
fiir hXirp hin. Beide Adhirenzverbindungen zeichnen sich z.B. durch eine unterschiedliche

Komposition an intrazelluldren Adapterproteinen, Integrin-Heterodimeren und extrazelluldren
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Matrixproteinen aus. Die fibrilliren Adhdrenzverbindungen sind in Aufbau und Integritit
weniger abhéngig von einer applizierten Zugkraft und, im Gegensatz zu den Fokalkontakten,
leicht translozierbar und somit auch innerhalb der Zellen anzutreffen. Im Gegensatz hierzu
weisen die eher stationdren Fokalkontakte in Aufbau und Integritét eine enge Verbindung zur
Kontraktilitdt der Zelle auf (Zamir et al., 1999, Zamir et al., 2000, Riveline et al., 2001).

Da die fibrilldren Adhisionen iiber das Vinculin, das in diesen Strukturen weniger stark
vertreten sein soll (Zamir et al., 1999), detektiert wurden, und hierbei keine Verstirkung des
Signals fiir hXirpl-L hierbei auftrat, ist dies auch als mogliches Indiz zu werten, da3 keine
Interaktion zwischen Vinculin und hXirp1-L vorhanden ist.

Die Lokalisation von hXirp wies somit wiederum auf mechanisch belastbare
Adhérenzverbindungen.

In nahezu allen Transfektionsstudien fanden sich keine Hinweise, daB eine Uberexpression
von hXirp (rM)-Konstrukten einen EinfluB auf die Fokalkontakmorphologie bzw. -grof3e
besall. Das Polypetid hXirpl-CPP-CC, das die C-terminal gelegene prolinreiche Sequenz
sowie die Heptadensequenz umfaBte, fiihrte zu einem retrahierten Phénotyp und verlédngerten,
spitzen Fokalkontakten. Das Polypeptid lokalisierte an den Fokalkontakten und StreBfasern.

Die ektopisch exprimierten Proteine bzw. Polypeptide hXirpl-S, -L sowie -rM waren an
Lokalisationen zu finden, in denen Aktinfilamente terminal verankert werden und eine
Verbindung zur Extrazelluldrmatrix besteht. Des weiteren stellen Fokalkontakte Orte dar, auf
denen relativ starke Zugkrifte lasten, denen widerstanden wird und die auf eine extrazelluldre
Matrix weitergeleitet werden. Es ist anzunehmen, daBl Xirp iiber die Bindung und
Stabilisierung der F-Aktin in der Lage ist, an diesen mechanisch beanspruchten Zonen fiir
eine Integritdt der Aktinfilamente zu sorgen. Aufgrund der Multidoménenstruktur von hXirp

darf davon ausgegangen werden, da3 noch weitere Helferproteine rekrutiert werden.

Lokalisation von Xirp in Strefifasern

Analog zu den immunologisch detektierten Lokalisationen von Xirp in den Z-Scheiben der
Myofibrillen von Muskelgewebe, lokalisierten in den A7r5-Zellen ektopisch exprimierte
hXirp1-rM Konstrukte sowie Polypeptide mit prolinreichen Sequenzmotiven und Filamin-C-
Bindungs-Dominen an Stre3fasern und wiesen neben einer durchgingigen Markierung auch
eine perlschnurartige Verteilung auf. Durch die Kolokalisation mit a-Aktinin waren diese
speziellen Lokalisationen als ,,dense bodies* identifiziert (Small und Gimona, 1998).
Trunkierte Konstrukte wie hXirpl-NPP und -NPPDBD, welche die beiden N-terminal

gelegenen prolinreichen Domédnen darstellen und deren Interaktion mit Mena verifiziert
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werden konnte (unpublizierte Daten), lokalisierten klar in den ,,dense bodies* der Stref3fasern.
Im Gegensatz zur Lokalisation von Mena bzw. VASP an den Fokalkontakten (Reinhard et al.,
1995, Gertler et al., 1996) ist deren Lokalisation in den ,dense bodies” entlang der
StreBfasern nicht sicher beschrieben. So beobachteten Reinhard et al. eine ,punktartige
Struktur entlang der Strefasern® (Reinhard et al., 1995), die in anderen Publikationen nicht
mehr beschrieben wird. Da fiir die Konstrukte hXirpl-NPP und -NPPDBD keine
Fokalkontaktassoziation beobachtet wurde, sind weitere Interaktionspartner fiir diese
prolinreichen Sequenzen annehmbar.

Die deutlichere Lokalisation des, um die putative DNA-Bindungssequenz (DBD)
erweiterten, Konstruktes hXirpl-NPPDBD an den ,,dense bodies* ist mdglicherweise auf die
basischen Aminosduren innerhalb der DBD zuriickzufiihren. Cluster von basischen
Aminoséduren stellen mdogliche Interaktionsmodule fiir F-Aktin dar (Amann et al., 1998).
Vorstellbar ist generell auch, da es sich bei beiden Konstrukten um relativ kurze Polypeptide
von 54 (hXirpl- NPP) bzw. 89 (hXirpl- NPPDBD) Aminoséduren handelte, da3 diese kurzen
Sequenzen nicht entsprechend falteten und/oder durch das C-terminal fusionierte GFP
beeinflufit wurden.

Die ektopisch exprimierten Polypeptide hXirpl-Y sowie hXirpl-FC, welche die C-
terminalen, Filamin C —bindenden Sequenzen des hXirpl-L enthielten, lokalisierten in A7r5-
Zellen entlang der StreBfasern an den ,dense bodies®“. Die Lokalisation wird hier
moglicherweise iiber eine Interaktion mit den ubiquitdr exprimierten Filaminen A und B
bewirkt (van der Flier et al., 2002). Vorldufige Ergebnisse weisen auf eine Interaktion mit
dem Filamin B hin (unpublizierte Daten). Weiterhin wiesen diese Kontrukte aggregatartige

Lokalisationen entlang der StreBfasern auf.

4.4 Xirp — Implikationen in Myogenese und Myofibrillogenese

Die Untersuchungen der zeitlichen und rdumlichen Expression von Xirp in kultivierten,
humanen Skelettmuskelzellen (HSkM) sowie myogenisierten Glattmuskelzellen der Ratte,
A7r5, wiesen Xirp als frithes Markerprotein der Myogenese aus. Die Expression von Xirp
setzte hierbei mit dem Differenzierungsprozell in HSkM oder einer iiber MyoD Transfektion
vorangetriebenen Myogenisierung der A7r5-Zellen ein. MyoD stellt einen frithen
Transkriptionsfaktor der Myogenese der quergestreiften Muskulatur dar (Smith et al., 1994).
Wang und Kollegen wiesen nach, da die fiir die Herzdifferenzierung spezifischen

Transfriptionsfaktoren MEF-2C und Nkx2.5 die Promotorregion des cXin aktivierten. In
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diesem Zusammenhang sei auch auf die sehr frithe Expression des cXin im prikardialen
Mesoderm und den Myotomen der Somiten hingewiesen (Wang et al. 1999).

Unklar ist bisher, ob differenzierte Expressionen der Spleil3- bzw. paralogen Isoformen von
Xirpl bzw. Xirp2 vorliegen. Die iiber einen Westernblot nachgewiesene Expression beider
Splei-Isoformen des humanen Xirpl in HSkM begann mit dem Eintritt in die
Differenzierung und verstirkte sich im Laufe des Prozesses, um voraussichtlich ein
gleichbleibendes Niveau zu erreichen. Moglicherweise kommt es zu einer Abnahme der
Expression der groflen SpleiB3-Isoform hXirpl-L. Die Expression des hXirp2 wurde hierbei
nicht untersucht.

Da die mit dem Antiserum oXlrep durchgefithrten immunfluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen an differenzierenden und differenzierten HSkM-Zellen, vorraussichtlich
beide hXirpl-Isoformen zeigten, bleibt die Frage nach einer differenzierten Lokalisation der
Isoformen vorerst ungeklart. Xirp lokalisierte in frithen, differenzierenden Myoblasten an
Fokalkontakten und SFLS. Diese Expression lag unmittelbar vor der Expression des (sk)-o.-
Aktinin. In den Myotuben verlor sich offensichtlich die Fokalkontaktassoziation und Xirp
lokalisierte mit den Pramyofibrillen. Hier konnte eine Kolokalisation mit dem (sk)-a-Aktinin
beobachten werden, die mit Fortschreiten der Myofibrillogenese und verstédrkter Lokalisation
an (sk)-a-Aktinin abnahm. Generell war eine mit fortschreitender Differenzierung und
Myofibrillogenese abnehmende Lokalisation des Xirp in den Prdmyofibrillen beobachtbar. In
naszierenden und quergestreiften Myofibrillen war Xirp kaum oder gar nicht detektierbar.
Dies ist ein Ergebnis, das vorerst im Widerspruch zur Lokalisation im adulten Muskelgewebe
steht, da hier eine Lokalisation von Xirp in den Z-Scheiben detektiert wurde. Vermutlich
weist dies auf die, im Vergleich zu den Membran-Verankerungspunkten der Myofibrillen,
generell schwichere Prasenz von hXirp in den Z-Scheiben hin.

In durch MyoD myogenisierten Glattmuskelzellen war die Expression des endogenen
rXirp schon 12 Stunden (weniger nicht untersucht) nach Beginn einer Transfektion mit MyoD
detektierbar. Das rXirpl (der Ratte), dessen Expression mit der Zeit der Kultivierung zunahm,
lokalisierte primdr an den Fokalkontakten mit einer schwicheren Markierung der SFLS.
Uberexprimiertes hXirpl-S wies in myogenisierten A7r5 die gleichen Lokalisationen auf und
zeigte eine Veringerung der Lokalisation an naszierenden, Titin-positiven, Myofibrillen. Die
durch den Prozef3 der Myogenese vergroBerten, fiederformigen Fokalkontakte wurde durch
eine Uberexpression mit hXirp1-S nicht beeinfluf3t.

Die in den humanen Skelettmuskelzellen durchgefiihrten Transfektionsstudien zeigten

Xirpl-L und hXirp1-N ausschlieBlich an den Fokalkontakten und Enden der Pramyofibrillen
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bzw. Myofibrillen — ein Ergebnis das in Einklang mit den Beobachtungen in den
myogenisierten A7r5-Zellen steht.

In mit hXirpl-S, -L und —N transfizierten neonatalen Kardiomyozyten der Ratte wurden
allerdings keine Fokalkontaktassoziationen beobachtet. Die Konstrukte lokalisierten (&hnlich
wie in den HSkM-Zellen) an den pramyofibrilldren longitudinalen Enden der Myofibrillen, an
denen sarkomere Proteine wie Titin und Myomesin nicht prdsent waren und eine
Querstreifung fehlte. Ein schwicherer Anteil der oben genannten hXirpl Konstrukte wies
eine Lokalisation innerhalb dieser Myofibrillen in den Z-Scheiben auf (E. Ehler, unpublizierte
Daten). Womoglich spiegelt die Fokalkontaktassoziation der Konstrukte in den HSkM und
myogenisierten A7r5S ein frithes Differenzierungsstadium wieder, deren Ursachen auf
Kultivierung, die Transfektion per se zurlickzufilhren sind. Desweiteren sei
darauthingewiesen, daB3 bei einer Expression in Kardiomyozyten schon quergetreifte und
kontraktile Myofibrillen présent sind, wohingegen sich diese in HSkM-Zellen erst entwickeln
miussen.

Da in HSkM-Zellen wie auch myogenisierten A7r5-Zellen, die Verringerung der
Lokalisationsstirtke von Xirp an Vorldufern der Myofibrillen im Zusammenhang mit der
Differenzierung und einer verstdrkten Lokalisation von sarkomeren Proteinen, wie Titin und
(sk)-a-Aktinin, standen, ist anzunechmen, dal Xirp ein Vorlduferprotein in der
Myofibrillogenese darstellt. Die Lokalisationen an Fokalkontakten, SFLS oder
Pramyofibrillen implizieren eine Funktion des Proteins in diesem ProzeB. Inwiefern hierbei
die verschiedenen Isoformen des Xirp involviert sind oder eine Uberexpression von Xirp ein
Fortschreiten der Myofibrillogenese behindert, sollte in einem geeigneten Zellsystem, wie den
embryonalen Kardiomyozyten, tiberpriift werden.

Ein derartiger, negativer Effekt wurde beispielsweise in Transfektionen mit N-RAP in
embryonalen Kardiomyozyten des Huhns beschrieben, bei der eine Inhibierung der
Myofibrillogenese, in Abhidngigkeit zum Zeitpunkt der Transfektion, beobachtet werden
konnte (Carroll et al., 2001). In kultivierten, embryonalen Kardiomyozyten der Ratte
kolokalisierten N-RAP zusammen mit hXirpl an Pridmyofibrillen und longitudinalen Enden
der Myofibrillen (E. Ehler, unpublizierte Daten). N-RAP, so beschreiben Carroll und
Horowits, befindet sich in ,,spreading cultures® von embryonalen Hiihner-Kardiomyozyten an
der Peripherie der Zellen; zusammen mit frithen Markern der Myofibrillogenese (Carroll und
Horowits, 2001). Ob dieser Umstand analog der in-vivo Situation der Myofibrillogenese im
Embryo ist, wurde bisher nicht geklirt. Die Myofibrillogenese, die in der Peripherie der
Zellen induziert wird (Dabiri etal., 1997, Sanger et al., 2002, Du et al., 2003), steht in engem
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Zusammenhang mit der Expression von Transmembranproteinen. N-Cadherin spielt in der
Differenzierung der Skelettmuskels- (George-Weinstein et al., 1997) und Herzens (Linask et
al., 1997) eine wichtige Rolle. Das mXin, so wiesen Sinn et al. mittels Immunprézipitation
nach, ist offensichtlich in diesem Cadherin-Catenin-Komplex involviert (Sinn et al., 2002).
Analog zu mXin werden fiir N-RAP Verbindungen zum Cadherin-Catenin Komplex
postuliert (Zhang et al., 2001) und Interaktionen mit Talin und Vinculin sollen desweiteren
fiir eine Verankerung an die Integrine sorgen (Lou et al., 1999).

Weiterhin ist mXin in embryonalen Herzen der Maus peripher in den Kardiomyozyten
lokalisiert, wo seine Lokalisation auf Cadherin vermittelte Zell-Zell-Kontakte hinweist (Wang
etal., 1999, Sinn et al., 2001).

Aufgrund der Multidoménenstruktur von Xirp sollten weitere Bindungspartner
angenommen werden. Fiir hXirpl-L stellt das muskelspezifische Filamin C einen
Bindungspartner dar (unpublizierte Daten). Filamin C, dessen Expression mit der
Differenzierung in HSkM-Myoblasten einsetzt und wéhrend der Myofibrillogenese mit dem
(sk)-a-Aktinin in Pramyofibrillen und Myofibrillen kolokalisiert, weist auf eine Funktion fiir
das Protein in diesem ProzeB hin (van der Ven et al., 2000a). Weiterhin beschrieben
Thompson und Kollegen eine Interaktion des Filamin C mit dem Sarkoglykankomplex, einem
Transmembranproteinkomplex der zusammen mit dem Dystroglykankomplex fiir eine
Verankerung des Aktinzytoskeletts mit der extrazelluldren Matrix sorgen soll (Thompson et
al., 2000).

Mena und VASP, weitere Bindungspartner von hXirpl sind im adulten Herzmuskel (der
Ratte) innerhalb der Glanzstreifen lokalisiert und weisen eine Verringerung ihrer Expression
in diesem Gewebe vom neonatalen zum adulten Tier auf (Gambaryan et al. 2001).
Untersuchungen zur Lokalisation von Mena/VASP wihrend der Myofibrillogenese diirften
deshalb aufschluBlreich sein, da beide Proteine neben der Aktinfilamentorganisation (Bear et
al., 2002, Gertler et al., 1996) auch in der Signaltransduktion eine Rolle spielen (Walter et al.,
1993); ein ProzeB, der fiir die Myofibrillogenese nicht unbedeutend sein diirfte.

Die Myofibrillogenese stellt ein wichtiges Ereignis wéahrend der Morphogenese des
Muskels dar und bedarf selbstverstindlich einer rdumlich und zeitlichen Organisation. Fiir
cXin zeigten Wang et al., da eine Inhibierung der Expression in Hithnerembryonen die
Morphogenese vom geraden Herzschlauch zum gekammerten Herzen verhindert. Das c¢Xin
stellt also ein iiberaus wichtiges Protein in der Herzmorphogenese dar (Wang et al.
1999).Wihrend des ,,Looping*“-Prozesses, der zu einer Beugung des geraden Herzschlauches

zu einem C und weiter zu einer Anndherung der Enden des Herzschlauches fiihrt (Ménner,
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2000), wird cXin verstirkt im Myokard der inneren Kurvatur exprimiert (Wang et al., 1999).
Die Faktoren der Kardiogenese schlieen die extrazelluldre Matrix, den Blutflul sowie die
Kardiomyozyten selbst ein, so daB hier moglicherweise auch der hohere
Differenzierungsstatus Kardiomyozyten in der inneren Kurvatur und somit eine
Kontraktionsfahigkeit involviert ist (Ménner, 2000).

Xirp stellt einen friihen Marker der Myogenese von Skelett- und Herzmuskel dar. Die
frithe Expression und die peripheren Lokalisationen wihrend der Differenzierungsprozesse in
Kardiomyozyten des embryonalen Herzens und kultivierten Muskelzellen weisen auf eine
Funktion der Xirp-Familie in diesen Prozessen hin, die sich auch auf die Morphogenese des
Herzens auswirkt.

Die Myofibrillogenese stellt einen dramatischen UmbauprozeB3 des Aktinzytoskeletts in
differenzierenden Myoblasten dar, in der Adaptorproteine fiir eine zeitliche und rdumliche
Organisation dieses Ereignisses sorgen. Die Familie der Xirp-Proteine stellt hierbei
potentielle Kandidaten dar, die durch ihre friihe Expression, sowie Multidoméinencharakter in
Frage kommen. Die préferentielle Bindung von hXirpl an F-Aktin sorgt moglicherweise fiir
eine Rekrutierung weiterer wichtiger Proteine wie Filamin, Mena und VASP. Mit
Verbindungen zu Transmembranproteinen wie Cadherinen(Sinn et al. 2002), Integrinen (via
Filaminen, van der Flier et al., 2002) oder Sarkoglykanen (via Filamin C, Thompson et
al.2000) lieBe sich hXirpl-L als vielseitiges Verbindungsmodul zwischen F-Aktin und

Membran und letztlich der extrazelluldren Matrix in Betracht zichen.

4.5 Fazit und Ausblick fiir Xirp

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei humane Varianten des von Wang et al, 1999 erstmals
beschriebenen Proteins Xin (Huhn und Maus) iiber Sequenzanalyse, Transfektionsstudien,
Immunfluoreszenzmikroskopie und biochemischer Analyse néher charakterisiert.

Am Beispiel des humanen Xin related proteins -hXirpl und 2 wurde stellvertretend fiir die
Familie der Xirp Proteine gezeigt, da3 es sich bei den, diese Familie charakterisierenden,
repetitiven Motive um neuartige F-Aktin bindende Sequenzmotive handelt. Da sich die
Bindung stabilisierend auf das F-Aktin auswirkt, ist anzunehmen, daf3 die Motive, bestehend
aus jeweils (mindestens) 16 Aminosduren, lateral entlang des F-Aktins binden. Die
biochemische Analyse der F-Aktinbindung weist auf 3-4 Motive pro Aktinmonomer hin.

Das Protein ist im quergestreiften Muskelgewebe verstirkt in der Muskel-Sehnen-
Verbindung des Skelettmuskels und im Glanzstreifen des Herzmuskels priasent. Zu

geringerem Anteil findet sich hXirpl innerhalb der Myofibrillen in den Z-Scheiben.
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Ektopische Expressionen in Kulturzellen zeigen hXirpl an den Fokalkontakten und
Streffasern. Die biochemische F-Aktin-Bindungsdaten und die Prisenz von hXirpl in
Lokalisationen, die der Verankerung von Aktinfilamenten und der Kraftiibertragung auf eine
extrazellulire Matrix dienen, lassen den Riickschluf3 zu, daBl Xirp selbst in der Verankerung
und Stabilisierung der Aktinfilamente in den betreffenden Lokalisationen beteiligt ist.

Xirp stellt auBerdem ein potentielles und vielseitiges Adapterprotein fiir weitere Proteine
dar, da innerhalb der Primdrsequenz eine Vielzahl potentieller Protein-Protein-
Interaktionsmodule priasent sind. Weitere Interaktionspartner sorgen vermutlich fiir eine
Verbindung zu Transmembranproteinen und somit zur extrazelluldren Matrix. Hierbei sind
vorerst Filamin (B und C) (unpublizierte Daten) sowie Proteine des Cadherin-Catenin-
Komplexes (Sinn et al., 2002) zu nennen. Interaktionspartner wie Mena und VASP
(unpublizierte Daten) kdnnten der Rekrutierung von Proteinen dienen, die im Umbau bzw.
Reparatur (Polymerisation) von Aktinfilamenten beteiligt sind und somit zu einer
Stabilisierung der beanspruchten Aktinfilamente beitragen.

Die friihe Expression und unterschiedliche Lokalisation von Xirp (bzw. Xin) wihrend
verschiedener Stadien der Myogenese in kultivierten Muskelzellen (diese Arbeit) und in
Kardiomyozyten von Huhn und Maus (Wang et al., 1999, Sinn et al., 2002) implizieren eine
Funktion der Xirp-Familie in der Myogenese und nicht zuletzt der Morphogenese (Sinn et al.
2002). Das Protein lokalisiert an den Pramyofibrillen in der Peripherie in kultivierten
Humanen-Skelettmuskel-Zellen.

Die Lokalisation in den Glanzstreifen des Herzens wirft eine interessante Frage auf, die
sich auf die kommende Herstellung von transgenen Mausen richtet, in denen das/die Gen(e)
fir mXin oder mXirp2 gezielt ausgeschaltet wurde. Es wird angenommen, dal eine
Schwichung von Zytoskelettstrukturen, die in der Verankerung der Myofibrillen, und somit
der Kraftiibertragung beteiligt sind zu einer Dilatativen Kardiomyopathie (DCM) fiihrt
(Chien, 1999, Periard et al., 2003). Diese Form der Kardiomyopathie ist u.a durch diinne
Ventrikelwédnde und verstirkte Verzahnungen der Glanzstreifen gekennzeichnet (Periard et
al., 2003 ).

Inwiefern in den oben genannten Prozessen und Lokalisationen die einzelnen Isoformen
Xirpl (Xin) und Xirp2 bzw. deren mogliche Spleifl-Isoformen eine Rolle spielen, bleibt

Gegenstand weiterer Untersuchungen.



Diskussion 120

Experimentelle Daten unseres Labors sowie Eintrdge in biologischen Datenbanken weisen
darauf hin, da es sich bei der Familie der Xirp-Proteine um eine vielseitige, aus
verschiedensten alternativen Splei-Isoformen bestehende, Familie handelt. Kombinationen
der funktionellen Doménen fithren so zu Xirp-Isoformen, deren Funktionen innerhalb des
komplexen Aktinzytoskeletts noch zu untersuchen sind. So ist das fiir diese Familie
charakteristische Element - die repetitiven Motive — in einigen putativen Isoformen

womoglich komplett herausgespleifit.
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Abb. 44 Schematische Darstellung von humanem hXirp1 und hXirp2

Gesamtansicht von hXirpl und hXirp2, B) Detailansicht zu hXirpl und C) hXirp2 mit bisher erkannten
putativen und verifizierten Motiven und Doménen, die in B) und C) angegebenen Zahlen stellen jeweils die
Aminosiureposition dar. D) Legende der in A, B und C verwendeten Symbole
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Abb. 45 Schematische Ubersicht der hergestellten hXirp-Konstrukte

Die hergestellen Konstrukte fiir hXirp1 sind unter A) und fiir hXirp2 unter B) dargestellt. Die Konstruktgrenzen
und Bezeichnungen beziehen sich auf die schematische Darstellung des Proteins. Die schematischen
Ubersichten von hXirpl bzw. 2 stimmen mit Abb.4.1-1 iiberein. Die Bezeichnungen der Konstrukte sind iiber
dem Balken angegeben. Die Zahlen links und rechts der Balken beziehen sich auf die jeweilige N- bzw. C-
terminale Postion des Konstruktes innerhalb der Gesamtsequenz. Die Balken entsprechen der GroBe des
jeweiligen Konstruktes, deren abgekiirzte Namen auf die Besonderheiten hinweisen: so steht PP fiir prolinreich,
DBD fiir DNA-bindende Domine (putativ), N fiir N-terminal, C fiir C-terminal, CC fiir Coiled coil, F fiir
Filaminbindung und Y fiir den aus dem Hefedoppelhybridexperiment gezogen Klon. Die rM stehen fiir die
repetitiven Motive und S bzw. L fiir die kurze bzw. lange hXirpl Variante.
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1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801

Aminosiuresequenz fiir hXirpl

DLIPLPPPPAL EDLPLPPPKE SFSKFHQQRQ ASELRRLYRH

MADTQTQVAP
IHPELRKNLA
GDVQATSRKF
EPAASGDVQG
CAIQDAEGAI
RPDVSATRWI
EEAGAEAPPK
ALPFSQSAPQ
SPVYAMQDSK
EVVAGDVGTA
CPMSELAEKQ
HVFETEPLQA
PAGSVHKFTW
TPGILHHGGI
DOQGLLVQED
EQGLVALTAY
AQSLHPTESI
EDSHSGQKGM
TPTATSNPIQ
GIYTAHPVRT
OMAWGPPGKA
PAAVTGPDFP
DQGHIPLARC
GPGPSGEQPM
VPQLGGAAPQ
MSSLQPEASA
AQSQVKIRNH
KPLETPSFKG
LPRGWQKSVL
SHLGLHASPL

TPTMRMATAE
EAVAEDLAEV
EEGSFANSTD
TRMLFETRPL
HEVKAACREE
FETQPLDAIR
EEVVPGDVRS
RDELKGDVKT
GRLHALTSVS
RWLFETQPLE
GSEVTDPTAK
SGRPCGRRPV
LFENCPMGSL
LMEARGPGEL
PTGQLQLKPL
SLQPRLTSKA
IHVPPLDPSM
AVLGKSEGAT
DGLRKAGATQ
FDPPGGVQLS
MAEVCPGGLOQ
AGAHRAEDSI
AHLTQSHPPQ
PSGHSQPSLQ
EGSHQGAPES
APAAHQKPEA
RGHFQGPPKD
TEARGHTAST
NPDVSVKSTQ
ELQTGPGSSOQ
LRQFLHSPAG

LGSEEPTEGD
QEPTRPQPGG
DRLGSRPSLQ
IQSNAVRSAR
EILVDEKDFQ
TLWLFETKPL
FKNLFETLPL
REQIVGGDVQ
MIHQREQQER
AEAQSCTWMF
RYCSRVEIPS
AAESIQGGNL
CLAKYVLSGT
RLPTPGSSGN
SERSSVQLLA
GMGHLRASGA
TTPPGPGAPD
SNIRPGGGSD
QREPQSRHRE
AAETTLKTAP
QQASEPLKDP
RIJPKPLPLSH
HGLSTTAPRP
PDSLQRNQKE
SVEQAFGELT
HSAHKISVTV
APSTRRQETS
LAQDIGQALL
HYGAMRTVTE
FSSDLTEAET

VQCMRWIFEN
GDVRAARWLF
EQSPLELRSE
WLFETRPLDA
PSPDLIPPGP
DAFRDKVQVG
DSIGQGEVLA
GYRWMFETQP
QKEEGKSQGD
KPQPVDRPVG
GQVSRQKEVF
LEEQPMSPSG
GQGHPYIRKE
IEDMDPELQQ
SCIDKGDLSG
TPCPPQAIGK
LLAAMQSLRM

PRIPAAPRKV SREEQALPRG

TALSVQAPRP
LGRHILASGP
LLHSHSSPAG
SFSSEVGQRE
TKNQATGSNA
LOGLLNQVQA
RVSTEVAQLK
SSSARPSGSG
REYLCPPRVL
HOKGVQDKTG
QYEEVDQFGN
VQVSCSYSQP

WRLDAIGEHE
ETKPLDELTG
TQELKGDVKK
INQDPSQVRV
DVQQQQHLFE
HLORVDPQDG
HGSPSREEGT
LDQLGRSPST
PQPEAPPKGD
SREQHLQVSQ
QALEAGKKEE
NRMQESQETA
ELVSGELPRI
LLACGLGTSV
LHSLRWEPPA
AVPLAGEAAA
ATAEAQSLHQ

LOGGPGQOSTG
QAAGASPHPH
ORTPGGSQTK
HORGERDTAT
QSSEPPKLNA
LEKEAASSVD
EQTLARLLDI
QEVGGQTAVK
PSSRDSPSSP
KKDITQCSVQ
TVLMSSTTVT
AAQ

RPAAKEPVLC
QAKELEATVR
TVKLFQTEPL
IRGISLEEGA
TRALDTLKGD
EGHLSSDSSS
DSAGQAQGIG
IDVVRGITRQ
VQTIRWLFET
VPAGERQTDR
QEPRVIAGSI
AEGTLRTLHA
ICQVLRRPDV
ARTGLVMQET
DPSPVPASEG
PAQLONTEKQ
QVLNKHKQGP
LPGGWVTIQD
PGREEPGGCT
NAFV|PPPP[TL
TPKLDPTMPP]
PQPAKVPTTV
LNHDPTSPQW
VOALRRLFEA
EEAVHKALSS
NQAKVECHTE
TFISIQSATR
PEPAPPSASP
EQAEPPRNPG

Abb. 46 Aminosiuresequenz fiir hXirp1

In Fettdruck sind repetitive 16-AS- Motive und Proline eingetragen. Mdgliche prolinreiche Motive aus Tab. 4.1.4
sind eingekistelt. Die putative DNA-Bindungstelle ist kursiv gesetzt und unterstrichen. Die putative ATP bzw. GTP
Bindungstelle ist in kursiv und Fettdruck dargestellt. C-terminal der Aminoséure Lysin K auf Position 1119
unterscheiden sich die verschiedenen Spleiivarianten fiir hXirpl. Die kurze Variante hXirpl-S endet nach diesem
Lysin in zwei Leuzinen.
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Vorliufige Aminosiuresequenz fiir hXirp2

MARYQAAVSR GDCRSFSANM MEESEMCAVP
QEATIHSSQVG TSRSSQEMAR NEQEGSKVQK
EVIDTPEDEE IPKVSTKLLK EQFEKSAQEK
SSTSCVSTSQ RKETSTTRYS DHSVTSSTLA

SQSPELPSPP RRLPVPKDVY SKQRNLYELN

GSSVSADVQQ
GSPDEGDISR
CTARWMFETR
EVHLLQLRSE
WMFETQPLDT
KIIGTDVSRK
DIGKLQOKITA
FESNNLIKFD
GDVRSCRWLF
DVEETESKTE
ETQPLDTIKD
IQAGDVSSMR
KESQEGDECV
YRMLFETRPL
KSVTQEDIQK
KNNYIRTVSV
WLFENRTFDS
IKETLEDLYS
LLSKRDCTER
SVKKGILIQE
RAKIDASERG
LKKRQSLVER
VNQKTVTKTE
ILKKELLKDD
NKNSLLQPKP
REQNNDALEK
NLTTKESDRA
ILTDTQSSKP
LLPVEQDTSN
NPINFNPENN
EKIKAEFESF
FMOQYSQKEA
DMECKITTSK
KKQIAPLIKS
KTQSQONQHIT
TSPETVAAKR
YLEQLHLPQS
KKTEASTECS
RGKLPGSEEK
TQIQTAESKA
ESQRDDGKGA
KREYAVHIAM
TSSKVSNVHV

PSLKTRPPSP
PSPPRSRSEQ
RDSPPTITIP
AVEITIRKVAV
RRVYAKGETN
TRSLSEHFSG

SPKEVRKNEFQ
SKDSLSNGVP

ARYVFENTND
GIADQEIIAG
PLDSMNKMHQ
LKEIKGNVKR
INKDITEIKV
CWMFETQPLD
SEEEKGDVRH
ASHKIEVEGV
ETRPIDQFDE
QTRDIVKGDV
DSETAVKLQT
YKFENQSLDS
KTVTDIQGGD
YAIQDREGSY
GDVSSVRYRF
NEIQKGNVKT
IMEAHKGITK
OKVIQAPGII
EILISEEEKG
DEKGDINMTI
NVQFFTTCIE
TVSETDIIPG
EIIKGNMLAT
LETSLRSLKE
GPFEPAAKWOQ
SLRRLSNSHH
VRELKKDDVF
SPTQHPVSMP
VTEMKVSEKS

SSQKDLNSER
GDVKYTTWMF
SQEESAVTIS
SIKCFETQPL
VRGISMEENV
ILKEVPDADS
QKWIFETQPL
TRGAVELNKS
SIHKFQIIRG
KTCKWLFETL
VKQEETIQGGD
ISSSSEEVLK
VRKGCFIFET
HEVTTVKKEE
ETQPLDQISE
STWLFETHTM
MTKEEIPPSD
IEADEIGDVR
NVNLTKTQLL
YCLLHENDGD
AGALDYLKQL
DVHNTVKVFM
LKSLKESSHR
AQRSFKEVHK
GGADTLSQTM
KSNVLESGDK
NSIQSAGKTV
VGGTYDLSGD
HNTFKATNKK

VKESEC|PLPP PSPPPPPPISN

PGLPLPPPP

GGLAKVKKQF
IDVHGTEMVS
ILYSDKEMTT
QINATSSGMT
RLYKHPELRK
EYLEWDEILK
ETQPIDTLGA
KDITGGDVKT
YVIRDGSGQM
KGGVSKAKWL
LQREEIIGGD
EDIRKDKKEY
LFETTPLYAT
ISAQEIQTGN
PMESLYEKVS
VRTACFLFET
KIKTLKTEDI
FSLDEIKEES
VIHGDVRGTR
ESHNIMPSID
DELRGEGLEY
VKTTTWLFET
MAKYKLMNQA
NRSTEFHAEK
TIEREEVIGG
HTESNETLTA
TEPQSTFGKI
WKESKQPDAI
EGVIKKDAKA
GKSCHGNLVE
TGVWTDTTGE
GKQQTYELRN
FOKQTLLKQE
RETDVHLKSQ

EDEITSSRNT
HLEKHTEEVN
PAKQIKSEEE
£2FPPPPRD)
NLEKDYISEV
GEVQSIRWIF
YSSDTVENAE
VRYMFETQHL
LEIKTVHRED
FETQPLEKIK
VQTTKHLFET
TRTVKLEEVD
ODPLGKYHQV
VKSAKWLFET
LMTSSEETHK
ENLDSIQGEE
QKGNVLNCRW
DYISTKKTIT
WLFETKPLDS
HIQGGNVKTS
ENIKTVTQED
TPLHEFNETR
SPEIQKEEII
EEIVKGDVQQ
DVKRTIHNLL
KKQEGEKEII
PKEEIIKGDL
PGDIEKAIEC
VMAGSSGEQK
ERTEVNLPKA
QHLRDEYMSR
DHOKMEGFHT
TKYSNKDIKK
DFLMKTNTST

ASSEIEFPLP PPPPLMMFPE

DEKSERESSS MFLPPPPPPT PSQKPAHLLS

SNSQNSQAKI ITGKTGVLIPP PTLPKPKLPK HIKDNKNDFES

DOKKVMVMTS
HSFPESSGQQ
EVEKEMPLQK
LHHVLAASED
KPISPNFKVK
HKQSLAERHY
NQGPSMIGRK
EHKKLPQPYN
LNIVEFLRKR
ENNLEKVKEE
SNNKNSEQKE
TFITIESTAR
LVRLKDTTAK
VNINHAASGS
[PPRLSEHTOR
HNIQQESRTF
MDAFESQIVE
KTWQESGRVE
SGROAEFS

SEHTETKQNV
NPKPYMRKFK
TNEEVSLSGI
KDKMKKEVLQ
TIKLPTLDHT
QLPKKEKRVT
EERLITERKH
SLOEEKCLEV
EELQQILSRV
ITHIKTQAED
NKIAKEKTVQ
RTENPTKNEL
LSKGAIPCPA
FRGSVDAQEE
YEAANRTVQOM
CKEEFGLTSL
SKMKTSSSHS
KGLGYATADA

ISKSLDERKQ
TPLMIAEEKY
DSECTVVQPS
SSRDIMQSKS
LNETDHSYES
VQLPTESIQK
EHLKNKSAPK
KGIQEKQVFES
KQFEAEPNKS
MLVSYENIIQ
HQVAAHHEAT
SQSPKKDSYV
ATPVPIVEKR
IRKVEKRATY
AENFVNDPEN
GNTSFTDESC
SEAGKSGCDF
SATEMRTTFQ

LSIDSANCLS
ROOKEEIEKQ
PGSQSNARIL
ACEIKQSHOQE
HKQQSEIDVQ
NQEDKLKMVP
VVKQKVIDAH
NTKDSKQEIT
GLKTFQTLLN
TAMMSSKTGK
VRSHVKTHQE
E[PPPRRPMSQ
SEIIMSPATL
VHKDGLNSTD
EINRWFREFE
KHPRELREKI

KHAPHTYEDV

EESAFISEAA

FAQYQYQHON
QASQFHQYVQ
TFKPSSVVST
LQTSVDVTAF
SEIVSSQMNS
ENQPLDSTINN
KIPELARGDV
DQLGQLHSVD
VEKGDVRTAR
ESEEVIIEKE
LPIEALKDSP
RGDVKNYTHI
KTVQOEEIVR
QPLDSIKYFS
GDVKTCTWLF
VKEIKPVEMD
LFENQPIDKI
EEVIQGDVKS
INKSETVYVI
RQFFESENFD
VOKGDVKQAV
VEKIEIIGKS
RADLRNIMVN
AIKNLFSEER
SSTSNNKISE
GGDVEGTKLL
TSTLNSLSQA
LEKATNTKTE
TDIHQVAVOQR
PKGTVKIVID
QLTSTVSVKN
KSPKKTKNIK
KNINLOPMWQ
GLKMAMERSL
KNGFLPSLST
SSAPEKHSGD
PKVELATSLS
HTVPGTSAPR
KQESSYYNIV
GVCSDNQLST
CSTQOTQOKK
TFTKKQYLKT
RKQREFSGSD
LDSQTONFQQ
ONKSFFSSVK
TIPGWLISED
PGNKPTSLDE
IKLDDSNI[PH|
KSETHRANTS
RROIKIETRG
HMVPDTESYD
HGPVSEAKSN
PVKQPRICSE
IAGHILDISD
APRQGNMYTL

Abb. 47 Vorliufige Aminosduresequenz fiir hXirp2

In Fettdruck sind repetitive 16-AS- Motive und Proline des C-Terminus eingetragen. Prolinreiche Motive aus
Tab. 4.1.4 sind eingekéstelt. Die putative DNA-Bindungstelle ist kursiv gesetzt und unterstrichen. Die putative
ATP bzw. GTP Bindungstelle ist in kursiv und fetgedruckt dargestellt.
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Sequenzalignment der repetitiven Motive
von hXirpl

Konsensussequenz des 16 AS Motivs

GDVOQXXRWLFETXPLD
hXirpl rM-1 EEPTE
hXirpl rM-2 EPVLC
hXirpl rM-3 PQOPGG
hXirpl rM-4 EPAAS
hXirpl rM-5 IQELK
hXirpl rM-6 EEIQS
hXirpl rM-7 EEGAR
hXirpl rM-8 LIPPG
hXirpl rM-9 EEVVP
hXirpl rM-10 RDELK

hXirpl rM-11 >>>>>
hXirpl rM-12 EQIVG
hXirpl rM-13 QEVVA
hXirpl rM-14 EAPPK
hXirpl rM-15 DPTAK
hXirpl rM-16 SQVPA
hXirpl rM-17 VEIPS GQiSRQKE IBOALEAG
hXirpl rM-18 GSIPA (@SWHKFTIRYENCEMG

AIGE
NSTD
ELTG
RLGS
ATIQD
AINQ
AIRE
TLKG
AFRD
SIGO>
SAGQ
QLGR
MIHOQ
ELAE
RPVG
ASGR
KKEE
SLAA

Konsensussequenz des erweiterten Motivs

EEXXX GDVQXXRWLFETQPLD

XL/I

—-yyX G-yOXX+yyy-TOPy- Xy

isoelektrische

Punkte der
Motive

16 AA 25 AA
4.70 4.05
4.70 4.23
6.25 4.89
4.70 4.89
8.22 6.25
10.00 4.89
4.14 4,42
4.70 5.69
4.70 4.42
4.70 5.03
4.42 4,42
4.14 4,42
4.14 4.42
4.74 4.23
4.74 6.25
4.89 5.78
6.25 5.03
7.19 7.19

Abb. 48 Die repetitiven Motive von hXirpl

Dargestellt sind die repetitiven Motive von hXirpl als 16 Aminoséuremotiv mit den N- und C-
terminalen Erweiterungen, die zum 25 Aminosiuremotiv (AS) fithren wiirden. Da die Erweiterungen C-
terminal (i. Ggs., zu hXirp2) zu keiner 25 AS-Konsensussequenz fiihren, ist diese nur als 23 AS Motiv
angegeben. Die Konsensussequenz ist im Einbuchstabenkode fiir Aminosduren sowie in Symbolen
angegeben, die auf die Eigenschaften der Aminosduren hinweisen (s. Abkiirzungsverzeichnis). Die
entsprechenden isoelektrischen Punkte beziehen sich jedoch auf das 16 bzw. 25 Aminosduremotiv. Die
Pfeilspitzen >>> zwischen Motiv 10 und 11 weisen darauf hin, dafl hier die kurze Verbindungsequenz

SIGQ dem Motiv 11 vorausgeht.
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Sequenzalignment der repetitiven Motive isoelektrische
von hXirp2 Punkte der Motive
Konsensussequenz des 16 AS Motivs 16 AS 25 AS
GDVXXXRWLFETQPLD
hXirp2 rM-1 QOARYVIFANTNDS SQKD 4.14 4.42
hXirp2 rM-2 SHNN 4.14 4.23
hXirp2 rM-3 TLGA 4.14 4.00
hXirp2 rM-4 SMNK 4.70 6.25
hXirp2 rM-5 QLGO 5.69 5.78
hXirp2 rM-6 RD 9.06 9.48
hXirp2 rM-7 THNK 4.70 4.70
hXirp2 rM-8 KMKE 6.25 6.62
hXirp2 rM-9 SRKC[IMIFNOIINS 11KE 4.70 5.03
hXirp2 rM-10 OTTKHIMPMNJHTE ALKD 4.70 4.42
hXirp2 rM-11 DHRK 5.69 5.15
hXirp2 rM-12 KFDA 5.69 4.70
hXirp2 rM-13 aflop 4.47 4.42
hXirp2 rM-14 QFDE 6.25 4.54
hXirp2 rM-15 SHKY 6.25 6.25
hXirp2 rM-16 SLYE 4.70 5.03
hXirp2 rM-17 THKD 4.14 4.70
hXirp2 rM-18 SHoG 4.00 3.77
hXirp2 rM-19 KMKE 4.70 5.03
hXirp2 rM-20 EMKE 4.47 4.42
hXirp2 rM-21 QD 4.70 4.23
hXirp2 rM-22 SHNK 6.25 5.88
hXirp2 rM-23 OMSE 6.25 4.42
hXirp2 rM-24 KNNY 4.70 5.78
hXirp2 rM-25 ELRG 4.70 5.78
hXirp2 rM-26 SHME 5.69 4.42
hXirp2 rM-27 EFNE 4.70 4.12
Konsensussequenz des erweiterten Motivs
EEIXX GDVKXXRWLFETQPLD XI+-
——yyX G-y+XX+yyy-TOPy- X-+-

hXirp2 rM-28 ADEI EBWRMAKYKLMN@ASP EMOK 5.69 5.03
hXirp2 rM-29 SEEEK ENWNLTKTOLLNRSTE FHAE 9.72 4.98
hXirp2 rM-30 VK @OOATKNLFSEERS VKKG 8.88 6.62
hXirp2 rM-31 QRDEK ERINMTIYCLLHENDG DTIE 4.70 3.95
hXirp2 rM-32 VIG [ERUKRTIHNLLSSTSN NKIS 9.06 7.19
hXirp2 rM-33 DASER QFFTTCIEAGANE YLKQ 3.53 4.42
hXirp2 rM-34 Ko1G ENUFGTKLLLKKRQSL VERT 9.72 9.53
hXirp2 rM-35 TDMIP @NYHENTVKVEVEEEDS TFGK 5.69 5.69
hXirp2 rM-36 DDMIK EBLTSTLNSLSQAVNQ KTVT 3.81 4.70

Abb. 49 Die repetitiven Motive von hXirp2

Dargestellt sind die repetitiven Motive von hXirp2 als 16 Aminosduremotiv mit den N- und C-terminalen
Erweiterungen, die zum 25 Aminosduremotiv (AS) fithren wiirden. Identische AS die zu 70 % in allen Motiven

prasent sind, sind schwarz unterlegt, dhnliche grau. Die Konsensussequenz ist im Einbuchstabenkode fiir

Aminosduren sowie in Symbolen angegeben, die auf die Eigenschaften der Aminosduren hinweisen (s.
Abkiirzungsverzeichnis). Fiir die Darstellung der Konsensussequenz wurden nur die hochkonservierten Motive 1-
27 genutzt. Die entsprechenden isoelektrischen Punkte beziehen sich auf das 16 bzw. 25 Aminoséuremotiv.

Isoelektrische Punkte, die aus dem Durchschnitt von ca. pH 4 bis 5 herausfallen sind unterstrichen.
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Nukleotid Primersequenz Aminosiure

hXirpl

forward 553 ab
1fw ATggCCgACAACCAGACACAG 1
247 fw TCTgAggAACCCACCgAggg 83
436fw CCCCAgCCAg9gTggAggAgAC 146
1294fw gATgAgCTAAAgggggATgTg 432
2269fw AgCCCCTCAggCAACAggATy 757
3358 fw gTCAgTAgggAAgAgCAAQC 1120
3601fw CAgATggCCTgggggCCACC 1201
4495fw gAggCCgTgCCCCAgCTggg 1498
5056f w CCCAGCTTTAAGGGCAACCC 1686

reverse 553 bis
rev 162 gAgCTCACTAGCTTGCCGCTg 54
rev 267 ACCCTCggTgggTTCCTCAg 89
rev 615 ggAgCCCAggCggTCCAgCg 205
rev 855 ggggTCCTggTTgATggCgTC 285
rev 1578 TCggCCgAgCTggTCTAggg 526
rev 2247 gTTgCCCCCTTggATgCTCTC 749
rev 3352 * CAgCAgCTTTCTgggggCTg 1121%*
rev 3486 CTTTCTgggggCTgCTgggAT 1162
rev 4248 TgTAgCCTgATTCTTggTgg 1416
rev 4695 CTggAggCTAgACATggAgC 1565
rev 5529 CTgggCAgCTggCTgggAgTAg 1843

hXirp2

940 fw TCAgCAgATgTgCAACAAGCC 312

rev 3679 ggTTTCTTTAATGCTCTTGCC 1227

Tab. 12 Auflistung der Primersequenzen zur Klonierung verschiedener hXirp-Konstrukte

Primersequenzen sind in 5°-3'Richtung aufgelistet. Namen der Primer weisen auf Richtung
(forward-fw und reverse-rev) sowie auf die Nukleotidlokalisation hin. Desweiteren sind die
korrespondierenden Lokalisationen auf der Aminosduresequenz angegeben. *Primer rev 3352
diente der Amplifikation des 3 "Endes von hXirp1-S, wobei hXirpl-L als Templat genutzt wurde.

Der Primer enthielt die Sequenzinformation (unterstrichen) fiir die beiden C-terminalen Leuzine

auf Aminosdureposition 1120 und 1121 in hXirp1-S.
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A) Primére Antikorper und Phalloidin
Zielprotein AK-Name Donor & Verdiinnung Referenz/Hersteller
Subklasse
pan-o-Aktinin BM75.2 Maus IgM 1:300 Sigma-Aldrich
a-Aktinin a653 Kaninchen Ig 1:75 van der Ven et al.,
quergestreifte polyklonal 2000 a
Muskulatur
F-Aktin Phalloidin 1:100 Sigma-Aldrich
CPITC #
T7-Tag T7 Maus IgG2b 1:1500 Novagen
Titin T12 Maus IgG1 1:10 Fiirst et al., 1988
Z-Scheibe
Vinculin Vinl1.5 Maus IgGl1 1:300 Sigma-Aldrich
B) Sekundire Antikorper
sekundirer AK zu konjugiert mit vom Donor Verdiinnung Firma
Maus Ig PO Ziege 1:10.000 Jackson
Immunoresearch Lab.
Maus IgG TXR Esel 1:150 Jackson
Immunoresearch Lab.
Maus IgG1 FITC Ziege 1:75 Southern Biotech
Maus IgG1 TXR Ziege 1:100 Southern Biotech
Maus Ig A FITC Ziege 1:40 Southern Biotech
Maus IgM TXR Ziege 1:100 Southern Biotech
Kaninchen FITC Ziege 1:75 Southern Biotech

Tab. 13 Verwendete primére und sekundére Antikorper
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Name des Plasmids: pCMV5FS
Lange: 4,7 kbp
Beschreibung siehe unten

EcoRI
GAATTCATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGT
CTTAAGTACCGATCGTACTGACCACCTGTCGTTTACCCA

Sall
BamHI Mlul HindIII
CGCGGATCCACGCGTAAGCTTGTCGACTGATAGAGGGGG
GCGCCTAGGTGCGCATTCGAACAGCTGACTATCTCCCCC

EcoR |
ATG
T7-Tag
BamH |
Miu |
Hind 1l
Sal |
TGA
TAG
(Stul/Smal)

CMV

pCMVSES hGH

3.9kb

SV40 ori

Ampicillin

Abb. 50 Schematische Ubersicht zum Vektor pPCMV5FS
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Name des Plasmids:
Lange: 4.4 kb
Herkunft: Firma Promega (pCAT 3E)

pMyP-G

Synthetisches poly(A) Signal und Transkriptions-Pause-Site
SV40 Enhancer

SV40 late poly(A) region

Myomesin Promoter

F1 Origin

Ampicillin Resistenzgen

EGFF + Cloning Kassette

Pagl cloned into MNcol

(HindIII)

Mlul BamHI Sall
ACCATGACGCGTGGATCCAAGCTTGTCGAC - EGFP

TGGTACTGCGCACCTAGGTTCGAACAGCTG
M T R & & Vv D

Ampicillin "
F1 . g
Synthetic poly(A) signal and
transcriptional pause site
(for background reduction)
pMyP-G
5.1 kb Myomesin Promoter
Intron
Kassette + EGFP
Sv40 SV40
Enhancer late poly (A)
region

* nicht unique!!!

Xbal
TCTAGA

AGATCT

Kpn |
Sac |
Myomesin Promoter
Xho |
Bgl Il

(Ncol/Pagl)
Miul
BamHI
(HindlI1)*
Insert
Sall
EGFP
Stop
Xbal

Abb. 51 Schematische Ubersicht zum Vektor pMyP-G
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Name des Plasmids: pET-23W?2
Lange: 3666 bp

Herkunft: Firma Novagen
Beschreibung siehe unten

Multiple Cloning Site, His-Tag

T7 Promoter

F1 Origin

Ampicillin Resistenzgen

T7 Promotor

Bgl II >
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCC

Xba I rbs Nde I Nhe I
TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCTAGCATGACT
M A S M T

I7-Tag
Miu I
BamH I Sal I
GGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCACGCGT Insert GTCGAC
G G Q O M G RYG S T R vV D

xXxho I His-Tag
CTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGALRAGGRAAG
L E H H H H H H END

BpulloO2 I Sty I
CTGAGTTGGCTGCTGCCACCGUTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGECCTCTARAT

T7 Terminator
GGGTCTTGAGGGGT

T7 transcription-
expression region

Nde |
T7 promoter

Tth111

Eam1105

Afl 1

HgiEll AlwN |

Abb. 52 Schematische Ubersicht zum Vektor pET-23W2
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